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Resumen

El sector de la camaronicultura viene enfrentando dificultades relativas al surgimiento de enfermedades. Para
la prevencién de mortalidades, el uso profilactico de farmacos quimioterapéuticos es una practica comdn. Sin
embargo, debido al residuo dejado en la carne de los animales y la seleccion de bacterias resistentes, el uso de
antibidticos en la acuicultura fue prohibido en varios paises. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de
estrategias alternativas para el control de enfermedades en el cultivo de camarones, tales como el uso de
probidticos, prebidticos, acidos organicos y compuestos bioactivos. Los probidticos son bacterias benéficas,
que al ser suministradas colonizan el tracto digestivo de los animales de cultivo con el objetivo de mejorar la
salud de estos animales. Los probidticos actdan en la microbiota del hospedero inhibiendo el crecimiento de
bacterias patdgenas, ya sea por la produccion de compuestos antimicrobianos o por exclusién competitiva.
Los prebidticos son ingredientes alimentares no digeribles que afectan benéficamente el hospedero
estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de un determinado grupo de bacterias benéficas en
el tracto digestivo. Otro aditivo que viene ganando espacio en la industria del cultivo de camarones son los
cidos organicos o sus sales. Los &cidos organicos o sus sales ejercen efectos sobre el desempefio zootécnico
de los animales durante los cultivos inhibiendo bacterias patégenas en el tracto intestinal del camarén. Las
macroalgas también pueden ser usadas como aditivos alimentares para camarones ya que tienen actividad
antimicrobiana frente a bacterias y poseen compuestos que pueden actuar como inmunoestimulantes para

camarones.
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1. Introduccién

La produccion acuicola mundial crecié progresivamente en las ultimas décadas a
una tasa media anual del 3,2 por ciento, alcanzando una produccién de 106 millones de
toneladas en 2015 (FAO-FIGIS 2017) y superando la captura (93,7 millones de toneladas).
Ademas, la produccion mundial de camarones marinos en cautiverio, alcanzé la marca de
4,8 millones de toneladas producidas en 2015 (FAO 2017). El camaro6n blanco del pacifico,
Litopenaeus vannamei, es la especie méas cultivada siendo responsable del 79,5% del
volumen total producido (FAO 2017).

Sin embargo, la intensificacion de los cultivos, la contaminacion y los disturbios
ecoldgicos y alimentarios llevaron al surgimiento de enfermedades en el cultivo de
camarones (Defoirdt et al. 2011) principalmente de origenes virales y bacterianos,
resultando en pérdidas importantes en los cultivos. En 2012 y particularmente en 2013 los
voliumenes de produccién de cultivo de camarén disminuyeron como resultado de la
aparicion de diferentes enfermedades, como el sindrome de mortalidad precoz (EMS)
causada por una cepa de Vibrio parahaemolyticus, en algunos paises de Asia y América
Latina (Tran et al. 2013).

Las infecciones causadas por bacterias del género Vibrio se consideran un
problema importante en el cultivo de camarones, teniendo como sintomas anorexia,
inactividad, baja tasa de crecimiento, necrosis muscular y, por consiguiente, mortalidad
(Chiu et al. 2007). Los antibioticos se han utilizado cominmente como tratamiento contra
las vibriosis. Aunque algunos de estos productos pueden disminuir la incidencia de
mortalidad, el mal uso en la acuicultura ha llevado a la aparicién de bacterias resistentes
(Defoirdt et al. 2011). Ademas, existe una preocupacion sobre los impactos potenciales que
los residuos quimicos puedan causar en la salud humana y el medio ambiente. Debido a
esto, la Unidn Europea ha prohibido el uso de antibidticos en la produccion animal, siendo
esta una tendencia mundial.

Por lo tanto, medidas para proteger los cultivos sin uso de antibidticos estan
siendo probados y adoptados por productores del mundo entero como el uso de aditivos
alimentarios, que ademas de efecto en la salud, actian en la nutricion, auxiliando en la

mejora del desempefio de los camarones. En este escenario, destacamos los probidticos,
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prebioticos, acidos y sales organicas y derivados de macroalgas pardas, cuyos conceptos y

usos en la carcinicultura marina se abordaran en este capitulo.
2. Probidticos

2.1.Definicion

Elie Metchnikoff es considerado el primer investigador en trabajar con el
concepto de probioticos (Fuller 1992). Describid los probidticos como "microbios ingeridos
con el objetivo de promover la buena salud”. Esta misma definicion fue modificada
posteriormente por Fuller (1992) para "un suplemento alimenticio microbiano que afecta
benéficamente al animal hospedero mejorando su balance microbiano intestinal™.

Estas definiciones se aplicaron originalmente a animales terrestres. Pero para la
acuicultura esta definicion puede ser insuficiente, pues en ambientes acuaticos hay una
constante y mayor interaccion entre los organismos cultivados y los microorganismos
presentes en el ambiente. Teniendo esto en cuenta, Gatesoupe (1999) define los probidticos
para la acuicultura como "células microbianas que se suministran de tal manera que entren
en el tracto gastrointestinal y que sean capaces de mantenerse vivas, mejorando la salud de
los animales™.

Igualmente, Gram et al. (1999) ampliaron la definicion eliminando la restriccion a
la mejora sélo del intestino: "un suplemento microbiano vivo que afecta benéficamente al
animal hospedero mejorando su balance microbiano"”. Y posteriormente, la FAO / WHO
(2001) define los probidticos como "microorganismos vivos que al ser suministrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del hospedero™.

Segun Fuller (1992), estos microorganismos vivos deben cumplir algunas
caracteristicas esenciales para ser utilizados como probioticos: 1) Ser efectivos en la mejora
de la salud del hospedero, 2) No ser tdxicos o patdgenos, 3) Deben ser viables y capaces de
sobrevivir al metabolismo digestivo 4) Ser capaces de colonizar el epitelio intestinal y de
mantenerse estables durante un largo periodo de tiempo y 5) Poseer estabilidad en

condiciones de almacenamiento y de campo.
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2.2.  Mecanismo de accion de los probidticos

Hay varias teorias que explican el modo de actuacion de los probioticos en el
equilibrio de la microbiota intestinal, en la mejora de la digestion de nutrientes y en la

estimulacién del sistema inmune.

2.2.1. Equilibrio de la microbiota intestinal

La flora bacteriana del tracto intestinal es un recurso natural completo que puede
ser utilizado en un esfuerzo para reducir el impacto de bacterias patogenas en los cultivos.
En animales acuaticos la microbiota intestinal estd compuesta principalmente por bacterias
gram negativas como Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas o Plesiomonas, dependiendo de las
condiciones del medio acuéatico. Sin embargo, estas bacterias pueden ser patdgenas en
condiciones de estrés, tanto en peces como en camarones.

Los probidticos han demostrado tener la capacidad de reducir las poblaciones de
bacterias patdgenas modificando la microbiota intestinal, permitiendo la colonizacién de
bacterias benéficas y consecuentemente mejorando la salud del hospedero (Gatesoupe
1999)

Las bacterias benéficas pueden competir por nutrientes y / 0 espacio y son
capaces de producir diferentes compuestos inhibitorios, sirviendo como antagonistas de
bacterias patdgenas. Esta capacidad de antagonismo es una de las principales propiedades a
tener en cuenta a la hora de elegir un probiético. Estudios ya demostraron la capacidad in
vitro de inhibicion de varios probioticos frente a diferentes patdgenos (Balcazar et al.
2007a; Vieira et al. 2010). Esta capacidad inhibitoria se debe a la produccién de
compuestos como acidos organicos, peroxido de hidrogeno, sidero6foros y / o bacteriocinas
(Véazquez et al. 2005).

Segun Vasquez et al. (2005) el poder de inhibicion de bacterias acido-lacticas
utilizadas como probidticos contra patdgenos de peces es principalmente debido a la
produccién de é&cido lactico y acético. Por otro lado, bacterias como Pseudomonas
fluorescence poseen la capacidad de inhibir el crecimiento del patégeno Vibrio anguillarum

por competicion por minerales como el hierro (Gram et al. 1999).
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Ademas de la produccion de compuestos inhibitorios y de la competencia por
nutrientes, los probidticos pueden competir por lugares de adhesion a los lugares de fijacion
por fuerzas pasivas, por interacciones electrostaticas, hidrofobicas y estéricas, acidos
lipoteicoicos y por estructuras especificas de adhesion. La capacidad de adhesion de
algunos probioticos como las bacterias acido lacticas, ya ha sido comprobada por Balcazar
et al. (2007a) donde demostraron que estas bacterias disminuyeron la adhesion de bacterias
patdgenas en la mucosa intestinal de la trucha.

Asi, la adhesion y colonizacion de las superficies mucosas junto con la
produccién de compuestos inhibitorios son posibles mecanismos contra patégenos a través

de una competencia por sitios de unién y nutrientes.

2.2.2. Mejora de la digestion de nutrientes

Los probidticos también pueden auxiliar en la digestion, ayudando al hospedero
en la absorcion o produccién de nutrientes. Después de adherirse al tracto intestinal, el
probidtico necesitara carbohidratos para su crecimiento y comenzard a producir enzimas
extracelulares como proteasas, lipasas, amilasas y carbohidrasas, que pueden participar en
la digestion de nutrientes en los camarones (Ochoa-Solano & Olmos-Sotos 2006, Wang et
al. 2007). Esta produccion enzimatica puede aumentar la digestibilidad de ingredientes y
también ayudar en la pre-digestion de nutrientes de origen vegetal presentes en la racion,
mejorando parametros zootécnicos, como crecimiento y eficiencia alimenticia.

La estimulacion de la actividad enzimatica por probidticos en camarones ha sido
reportada por Wang et al. (2007). Este estudio comprobd que el probidtico Bacillus sp.
mejoro el crecimiento y la actividad enzimatica en L. vannamei, recomendando su uso para
estimular la produccion del cultivo.

Del mismo modo, un estudio con L. vannamei evidencio una mayor actividad de
amilasa cuando los camarones fueron alimentados con el probiético Bacillus sp. (Yu et al.
2009), y un otro estudio sugiere que el uso de probidticos en larvas de L. vannamei
afiadidos al agua en ciertas concentraciones, puede aumentar la actividad de algunas
enzimas e incrementar la supervivencia (Zhou et al. 2009). Por lo tanto, la modificacion de
la microbiota intestinal por bacterias probioticas puede ser una fuente suplementaria de
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alimento ofreciendo vitaminas y aminoacidos a través del aumento de la actividad

enzimatica.

2.2.3. Estimulacién del sistema inmune

La microbiota normal del tracto intestinal influye en el sistema inmune del
organismo formando parte de una red de proteccion inmunoldgica y no inmunoldgica,
otorgando proteccién contra patdgenos o tolerancia contra bacterias comensales presentes
en el epitelio (Sanz & Palma 2009). Por lo tanto, al colonizar el tracto intestinal, los
probidticos no sélo inhiben patdgenos como también son capaces de estimular el sistema
inmunolégico del hospedero por poseer en sus paredes celulares lipopolisacaridos,
peptidoglucanos y B-glucanos actuando como moléculas sefalizadoras para activar el
sistema inmune (Akhter et al. 2015).

Los camarones como invertebrados, carecen de un sistema inmune especifico. Por
lo tanto, su sistema de defensa esta basado en un sistema inmune innato para reconocer a
los patdgenos invasores. El sistema inmunoldgico de los crusticeos esta intimamente
relacionado con su sangre o hemolinfa y con las células circulantes, los hemocitos. Los
hemocitos ademas de estar involucrados en la fagocitosis, también son responsables de la
produccién de melanina a través del sistema pro-fenoloxidasa que es un componente
importante en la reaccion de la defensa celular (Barraco et al. 2008).

El sistema inmunoldgico puede ser estimulado para mejorar la resistencia frente a
diferentes enfermedades. En camarones, bacterias probio6ticas como L. plantarum es capaz
de inducir la modulacion del sistema inmune de L. vannamei tras infeccion con V.
alginolyticus e V. harveyi aumentando su resistencia (Chiu et al. 2007; Vieira et al. 2010).
Igualmente, camarones que recibieron Streptococcus phocae como probidtico tuvieron
mayores conteos de hemocitos totales, mayor actividad de la enzima fenoloxidasa (PO) y

mayor actividad fagocitica (Pattukumar et al. 2014).

2.3.Bacterias usadas como probiéticos y sus efectos en la acuicultura

Existe una gran variedad de probidticos utilizados tanto en el cultivo de peces
como de camarones. Las bacterias utilizadas comunmente en la acuicultura pueden ser

bacterias gram negativas o gram positivas.

Vieira, F. etal., 2017. Aditivos alimentarios para camarones marinos: salud y nutricion. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., L6pez Acufia, L.M. y Galaviz-Espinoza, M. . (Eds), Investigacién y Desarrollo en Nutricién Acuicola Universidad Auténoma de
Nuevo Leén, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leén, México, pp. 78-105.



84

2.3.1. Bacterias Gram negativas

Dentro del grupo de las bacterias gram negativas utilizadas como probidticos, las
bacterias mas comunes pertenecen a los géneros Aeromonas, Pseudomonas y Vibrios.

El género Aeromonas posee capacidad inhibitoria in vitro por produccion de
bacteriocinas frente a varios patdgenos de importancia en la acuicultura. Estudios han
confirmado esta capacidad inhibitoria in vivo en truchas, donde la suplementacion con
Aeromonas aumenté su resistencia frente a la infeccion con Yersinia ruckeri (Abbas et al.
2010), al igual que ayudd a aumentar la sobrevivencia total en el cultivo de Artemia
franciscana (Gunasekara et al. 2010).

Cepas de Pseudomonas también poseen capacidad de inhibicion frente a
diferentes patdégenos que afectan los cultivos de camarones. Como ejemplo, cepas de
Pseudomonas marina son capaces de producir compuestos que inhiben el crecimiento de
vibriones patégenos de camaron como Vibrio harveyi, Vibrio fluvialis, V.
parahaemolyticus, Vibrio damsela y Vibrio vulnificus (Chythanya et al. 2002). Ya in vivo,
el uso de Pseudomonas sp. en el cultivo aumentaron la resistencia de Penaeus monodon al
ser desafiados con V. harveyi (Pai et al. 2010).

Por otro lado, especies de Vibrio al ser utilizadas como probidtico pueden entrar a
competir con otras bacterias del cultivo inhibiendo posibles patdégenos del sistema
ayudando a mejorar la salud del camar6n, como también pueden ayudar a aumentar la
resistencia frente a infeccion por otros Vibrios patégenos como V. parahaemolyticus
(Balcazar et al. 2007b).

No obstante, segun Kesacordi-Watson et al. (2012), el uso de bacterias gram
negativas esta sujeto al riesgo de transferencia de material genético causando resistencias o

virulencias.

2.3.2. Bacterias Gram positivas

Las bacterias gram positivas mas utilizadas como probidticos pertenecen al grupo
de las bacterias acido-lacticas y al género Bacillus (Akhter et al. 2015). Las bacterias del
género Bacillus se caracterizan por producir endosporas en situaciones adversas en el
medio ambiente lo que les confiere una ventaja de presentar mayor viabilidad a lo largo del
tiempo.
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Diversas especies de Bacillus se han utilizado como probidticos: B. subtilis,
Bacillus claussi, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis y Bacillus coagulans (Cutting
2011). Estas bacterias son capaces de producir diferentes metabolitos secundarios como
antibidticos y enzimas, inhibiendo patdégenos y ayudando en la digestion de nutrientes.

Segun Ochoa-Solano y Olmos-Sotos (2006), diversas cepas de Bacillus aislados
de sedimentos marinos poseen la capacidad in vitro para degradar proteinas y otros
compuestos derivados de la soja, asi como la capacidad de producir enzimas que degradan
los carbohidratos y los lipidos. Adicionalmente, cepas aisladas del cultivo de camardn son
capaces de reducir poblaciones de Vibrio spp. totales del sistema de cultivo y mejoran la
respuesta hemato-inmunolégica del camarén (Ferreira et al. 2015) como también mejoran
la calidad del agua de cultivo ayudando en la degradacién de la materia organica del
sistema (Song et al. 2011).

En la acuicultura, las especies de Bacillus son muy utilizadas en formulaciones
comerciales de raciones por la capacidad de producir compuestos inhibitorios y enzimas, y
por la facilidad de incorporacion en las raciones debido a que sus esporas les confieren
mayor resistencia. Sin embargo, fue comprobado que cepas de B. sutilis fueron
responsables de causar lesiones en la cuticula de P. monodon (Wang et al. 2000) y mas
recientemente, un estudio describi6 una nueva enfermedad llamada WPD (del inglés, White
Patch Desease) en el camar6n L. vannamei causada por B. cereus causando manchas
blancas opacas en el caparazon, necrosis, coloracion azul blanquecina, pérdida de apetito,
musculos palidos y mortalidad (Velmurugan et al. 2015).

Por otro lado, tenemos a las bacterias acido-lacticas que constituyen un grupo de
bacterias catalasa-negativas, no esporuladas, en forma de cocos o bacilos y producen acido
lactico como principal producto final durante la fermentacién de los carbohidratos. Son de
habitat anaerdbico, pero pueden ser aerdbicos facultativos y acido tolerantes. Generalmente
estan asociadas con habitats ricos en nutrientes. Sin embargo, pueden estar presentes en la
flora nativa de la boca, intestino y tracto urinario de mamiferos. Las delimitaciones del
grupo han sido objeto de algunas controversias, sin embargo los géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus y Streptococcus forman parte de
este grupo (Carr et al. 2002).
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La clasificacion de las bacterias &cido lacticas en diferentes géneros esta basada
en gran medida en la morfologia, en el modo de fermentacion de la glucosa, en el
crecimiento a diferentes temperaturas, en la configuracion del &cido lactico producido, en la
capacidad para crecer en altas salinidades, y en su tolerancia a la acidez o alcalinidad (Carr
et al. 2002).

Las bacterias acido-lacticas ademas de producir diferentes compuestos
antimicrobianos, también se caracterizan por replicarse facilmente y por estimular la
respuesta inmune no especifica del hospedero (Carr et al. 2002; Balcazar et al. 2007a),
desempefiando asi un papel importante en el control de enfermedades.

En algunos peces, estudios han asociado a las bacterias acido-lacticas como parte
de su microbiota normal. Ya en camarones, las bacterias &cido lacticas no son dominantes,
sin embargo, cuando son adicionadas en la alimentacion pueden incrementar su poblacion
en el intestino, disminuyendo la prevalencia de Vibrio spp., aumentando la respuesta
inmune frente a infeccion con patdgenos y consecuentemente aumentando la sobrevivencia
(Vieira et al. 2010, Bolivar-Ramirez et al. 2013).

3. Prebioticos

Los prebidticos son definidos como ingredientes alimentarios no digestibles (fibras),
que afectan benéficamente al hospedero, estimulando el crecimiento y la actividad de un
determinado ndmero de bacterias en el intestino. Para que un compuesto pueda ser
considerado prebidtico, él tiene que cumplir algunos presupuestos como: resistir a la
hidrolisis acida y enzimatica del tracto intestinal, ser un sustrato selectivo para el
crecimiento de bacterias benéficas, induciendo a efectos benéficos en la salud del animal
(O’sullivan et al. 2010).

Los prebidticos sirven como fuente de energia para las bacterias intestinales pudiendo
ser llamado de sacaridos. Existen algunos trabajos, en vertebrados, que sugieren la accion
de un inmuno-sacarido que actia de forma directa en el sistema inmune innato, sin la
necesidad de los probidticos (Kocher, 2004). Sin embargo, los prebidticos no son
necesariamente inmuno-estimulantes y vice-versa. La actividad inmuno-moduladora de los
prebidticos es mediada por las interacciones con los receptores de reconocimiento de

patrones (PRR) de las células, los cuales son expresados en macréfagos que ligan a
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receptores de transduccion de sefial como NF-kB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas) que estimulan la respuesta inmune (Song
et al. 2014). Este sacarido también puede interactuar con PRRs en la forma de
microorganismo asociado patrones moleculares (mAmps), tales como proteina glucosilada
o0 el polisacarido capsular de bacterias, desencadenar una respuesta inmune (Song et al.
2014). No obstante, en crustaceos, que carecen de sistema inmune adaptativo, todavia no
estd bien definido como los prebidticos pueden actuar en la modulacion del sistema
inmunoldgico. De esta forma, el prebiotico puede actuar de dos maneras: a través de la
estimulacion directa del sistema inmune innato, o a través del aumento del crecimiento de
la flora microbiana del tracto intestinal (Song et al. 2014).

Los prebidticos son encontrados en azucares absorbibles o no, fibras, péptidos,
proteinas, alcoholes de azucares y oligosacaridos (Barata, 2012). Los prebidticos mas
estudiados y utilizados en la acuicultura son los oligosacaridos como el fructooligosacéarido
(FOS), glucooligosacérido (GOS), mananoligosacarido (MOS) y los polisacaridos, como la
inulina y las B-glucanos (Song et al. 2014).

Existen algunos estudios con prebioticos en camardn. Ramirez et al. (2013) evaluaron
los efectos de la suplementacion de 5 g kg™ de inulina administrada individualmente y en
conjunto con el probiotico. En este trabajo fue observado que los efectos simbidticos de la
inulina con el probidtico son capaces de cambiar la microbiota gastrointestinal, y aumentar
la respuesta inmune frente al Vibrio algynoliticus. Sin embargo, la inulina sola no aumenté
la resistencia a este patdgeno y tampoco el crecimiento del camarén L. vannamei. Zhang et
al. (2012) y Cuong et al. (2013) utilizando 4 g kg de mananoligosacarido (MOS) en
concentrado de camar6n marino L. vannamei, observaron una disminucion en la
concentracion de Vibrios spp en la microflora intestinal, aumento en el incremento de peso
semanal del camardn y mayor resistencia al estrés por amonio frente al desafio

experimental con Vibrio harveyi, respectivamente.
3.1.Mananoproteina (MP)

Las MOS, cuando ligadas a una proteina, forman un complejo llamado de
Mananoproteina (MP) (Morales-Lopez et al. 2009). Por lo tanto, la MP es un prébidtico,

derivado de la pared celular de la levadura (PCL) Saccharomyces cerevisiae. La PCL es
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compuesta por tres partes: 1) el glucano (1,3-B y 1,6-p glucano), que se compone de 50 a
60% de la PCL, 2) la quitina, de 1 a 10% de la PCL e 3) la mananoproteina, de 30-40% de
la PCL (Moreno et al. 2008).

La distribucion de estos componentes estd organizada en dos capas principales, la
externa compuesta de mananoproteinas y cumple la funcion de reconocimiento,
interacciones célula/célula e interacciones con el ambiente que determinan la especificidad
inmunologica de la levadura. La capa interna, compuesta por B-glucanos y quitina, es
responsable por la rigidez de la pared celular y define su forma (Garcia, 2008; Gomes,
2009), siendo su estructura interconectada por ligaciones covalentes (Barata, 2012).

Las mananoproteinas poseen funciones enzimaticas y estructurales en la levadura, y
también poseen una importante accion bioldgica en aves y porcinos, en nivel intestinal,
aumentando la respuesta inmune, estimulando el crecimiento y mejorando la conversién
alimenticia (lglesias-Hernandez et al. 2013). Las MP son polipéptidos altamente
glicosilados que forman estructuras de grande porte en el exterior de la pared celular de la
levadura (Lipke & Ovalle, 1998). Muchas mananoproteinas en la levadura presentan
glicanos ligados al nitrdgeno con una estructura de manosa y glicosaminoglicanos (Lipke &
Ovalle, 1998). Las mananoproteinas son constituidas de 50 a 200 unidades de manosa, con
ligaciones glicosidicas a-1,6, a-1,2 e a-1,3. (Lipke & Ovalle, 1998)

Estudios usando las fracciones de levaduras ricas en mananos presentan efectos
benéficos sobre la salud y la productividad animal (Torrecillas et al., 2013; Edwards et al.,
2014). Los prebidticos mas utilizados ricos en manano son los mananoligosacéaridos. La
parte manano de este prebidtico actla en las bacterias Gram-negativas por dos mecanismos:
aglutinacion de las fimbrias tipo | y modulacion de la respuesta inmune del huésped, siendo
el primero aparentemente el mas discutido en la literatura (Costa, 2014). La colonizacion
intestinal es reconocida como punto inicial de la infeccion bacteriana en los enterocitos; las
lectinas manose-especificas de las fimbrias tipo | de las bacterias reconocen y se ligan a las
glicoproteinas en las células del huésped (ricas en manose) (Moran, 2004). De esta forma,
ocurre el bloqueo competitivo de las lectinas de las fimbrias bacterianas, impidiendo la
infeccion bacteriana de los enterocitos (Moran, 2004).

Como la mananoproteina (Actigen®™) es un producto derivado del

mananooligosacarido, hace que la estructura del MOS responsable por la aglutinacion de
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bacterias sea suministrada de forma concentrada, aumentando asi la probabilidad de la
union prebidtico-bacteria y minimizando las interacciones de bacterias Gram- negativas con

los enterocitos (Hooge et al. 2013).

3.2.Uso de mananoproteina en la alimentacién animal

Estudios que evaluan el uso de mananoproteina (MP) como aditivo alimentario en la
alimentacion animal son escasos y, hasta el presente, no fueron encontrados estudios en la
literatura que evalUen su uso en la acuicultura.

Los pocos estudios publicados fueron realizados con pollos y porcinos. Donde la
inclusion de 0,4 g kg™ de MP en la dieta y su asociacion al antibiético Halquinol no resulto
en la mejoria de los parametros zootécnicos de pollos (Barata, 2012). Sin embargo, la MP
tuvo un efecto protector de la integridad intestinal de los pollos (Barata, 2012). Lo mismo
fue observado por Moralez-Lopes et al. (2009), donde las dietas de pollo de corte fueron
suplementados con 95 mg kg™ hasta 190 mg kg, presentando solamente aumento en las
velocidades intestinales del tracto digestivo.

En estudios realizados con porcinos, se observo menor prevalencia de la Salmonella
en la carcasa pre-sacrificio en porcinos alimentados con 1,6 g kg en el desmame (0-35
dias), 0,8 g kg* de MP en la dieta de 36 a 50 dias e 0,4 g kg de 51 a 100 dias (Costa,
2014). Adicionalmente, hubo aumento del crecimiento e incremento de la carcasa en
porcino alimentado con 0,4 g kg (0 a 38 dias) y 0,2 g kg (39 a 80 dias) de MP en la dieta
(Edwards et al. 2014).

1 Acidos orgénicos y sus sales

Como alternativa adicional al uso de antibidticos, Vasquez et al. (2005)
propusieron el uso de &cidos organicos como aditivos en la alimentacion de peces,
demostrando que bacterias lacticas inhibieron las bacterias patdgenas de la microbiota de
Scophthalmus maximus debido a la produccion de acido lactico y acido acético sin la
produccién de bacteriocinas. Estos acidos organicos han recibido gran atencion como
sustituyentes potenciales de los antibioticos con el fin de mejorar el rendimiento y la salud
animal (Luckstadts 2008).
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Los &cidos organicos se consideran compuestos GRAS (de inglés, Generally
Regarded as Safe) con uno o mas grupos carboxilicos (-COOH) con capacidad
antimicrobiana (Deifoirdt et al. 2009). Muchos de los acidos organicos también estan
disponibles en sales de sodio, potasio y calcio, lo que les confiere ventajas como ser
inodoros, menos corrosivos, mas solubles en agua que los acidos libres y de facil
manipulacion durante la adicion en la racion debido a su solidez y poca volatilizacion
(Partanen & Mroz 1999).

1.1 Mecanismos de accion y efecto de las sales organicas en la acuicultura
1.1.1 Inhibicién de bacterias patdgenas

Los &cidos organicos y sus sales son efectivos en la inhibicion de las bacterias
patégenas, principalmente gram negativas, al disminuir el pH de su entorno. Estos &cidos
entran en la pared celular y liberan protones en el citoplasma desequilibrando el pH de la
célula. Para mantener el equilibrio, la bacteria comienza a consumir grandes cantidades de
ATP para expulsar los protones de la célula. El alto gasto de ATP causa una deplecion

energética que termina con la muerte celular (Lickstadts 2008).

Algunos acidos organicos o sus sales ya han demostrado su poder inhibitorio in
vitro frente a diferentes especies de Vibrio. Silva et al. (2013) verificaron que el fumarato,
acetato, butirato y propionato de sodio fueron capaces de inhibir V. alginolyticus, V.
anguillarum y V. harveyi. Estudios similares también demostraron la capacidad inhibitoria
de &cidos organicos como el acido férmico, acético, butirico, propionico y valérico frente a
diferentes especies de Vibrio patogénicos en crustaceos (Mine & Boopathy 2011; Adams &
Boopathy 2013).

Ademas de disminuir el pH intracelular, los acidos organicos y sus sales son
capaces de formar complejos quelantes con minerales, principalmente con el hierro,
indisponibilizando micronutrientes y limitando el crecimiento de otros microorganismos
(Cardoso & Nogueira 2007).
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1.1.2 Mejora en la digestion de nutrientes

Estudios han comprobado que el uso de &cidos organicos aumenta la absorcion
del fosforo en animales al disminuir el pH y consecuentemente solubilizando sustancias
antinutricionales presentes en la racion, como fosfato tricalcico y fitatos. Ademas, los
acidos organicos son capaces de suministrar los minerales de las dietas bajando el pH,
resultando en una mayor disociacion de los compuestos minerales, reduciendo la tasa de
vaciamiento del estdbmago y formando complejos minerales quelatos facilmente absorbidos
en el intestino. De igual forma pueden ser fuentes de energia que pueden ser usadas en

varias rutas metabdlicas energéticas como el ciclo de Krebs (Luckstadt 2008).

En el camar6n marino L. vannamei, sales como el butirato y el propionato de
sodio ayudaron a incrementar la retencion de nitrogeno, la tasa de eficiencia proteica y la
digestibilidad aparente de energia y fésforo (Silva et al. 2013; Silva et al. 2014), lo cual
indica que el uso de acidos organicos puede ayudar a incrementar la biodisponibilidad de
nutrientes, mejorando la digestibilidad y consecuentemente disminuyendo residuos en los
cultivos. Asimismo, el uso de acidos organicos también puede influir en enzimas como la
pepsina, la cual tiene mejor actividad a pH bajos (Luckstadt 2008). Segun Silva et al.
(2015) el uso de acetato y propionato de sodio incremento la actividad in vitro de la tripsina
y quimiotripsina en L. vannamei y el uso de fumarato y succinato de sodio aumento la

digestibilidad de proteina.
1.1.3 Mejora en los indices zootécnicos

Diversos estudios han demostrado que la inclusion de acidos o sales organicas en
dietas mejoran diversos parametros zootécnicos en la acuicultura tales como: parametros
zootécnicos (ganancia de peso, eficiencia alimentaria, supervivencia), parametros

inmunoldgicos, microbiota intestinal y resistencia frente a desafio con diferentes patdgenos.

En L. vannamei el uso de acidos organicos o sus sales aumentaron la ganancia de
peso, mejoraron la supervivencia y la eficiencia alimentaria y disminuyeron
concentraciones de bacterias patogenas (Vibrio spp.) en el intestino (Silva et al. 2013, Silva

et al. 2014). En P. monodon &cidos organicos ademas de disminuir las concentraciones de
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Vibrios spp. en el hepatopancreas e intestino, confirieron mayor resistencia a los camarones
frente a la infeccién con V. harveyi, aumentando la actividad inmune y reduciendo las
lesiones en el hepatopancreas (Ng et al. 2015; Romano et al. 2015). Adicionalmente, en L.
vannamei el uso del diformiato de potasio (KDF) aumentd el crecimiento y la
productividad final en el 19.5% (KihImann et al. 2011a) y al mismo tiempo disminuy¢ la
mortalidad en camarones infectados por V. harveyi, sugiriendo que este acido también
tendria el mismo efecto en otras bacterias gram negativas patdégenas en el cultivo de L.

vannamei (Kihlmann et al. 2011b).
4. Algas pardas

4.1.Produccion y aplicacion econémica

Las plantas acuaticas son cultivadas en cerca de 50 paises, en la Gltima década, este
sector econdmico se expandio en torno de 8% al afio, més que duplicando la produccion en
este periodo. En 2014, la produccién mundial ha alcanzado cerca de 28,5 millones de
toneladas, gran parte dominada pardas macroalgas, siendo el alga roja Kappaphycus
alvarezii la especie méas producida en el mundo, con produccion aproximada de 11 millones
de toneladas, seguida por el alga parda Saccharina japonica, con aproximadamente 7,7
millones de toneladas. Las algas pardas Undaria pinnatifida y Sargassum fusiforme estan
en el cuarto y sexto lugar entre las 10 especies mas producidas en el mundo, con
produccién de 2,4 millones y 175 mil toneladas, respectivamente (FAO, 2016).

Este volumen producido de macroalgas fue destinado para el consumo humano,
directo o de forma procesada (tradicionalmente en Japén, Corea y China), para el uso como
fertilizante, biocombustible, para industria farmacéutica, cosmética, bien como para
extraccion de compuestos con accidon gelificante (especialmente agar, carragenina y
alginato) y de saborizantes para incorporar en comidas y bebidas industrializadas. Ademas
de eso, por muchos afios las macroalgas vienen siendo utilizadas para alimentacion animal
y en la medicina, como fuente de yodo, vermifugo y antibiético natural. Actualmente, hay
un creciente interés en dicha aplicacion debido al valor nutricional y a la variedad de
compuestos bioactivos de las macroalgas (FAO, 2016; Milledge et al. 2016). Similarmente,

en la acuicultura diversos estudios han sido desarrollados evaluando las macroalgas como
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ingredientes de dietas practicas, generalmente en sustitucion de la harina de pescado y/o a
ingredientes de origen vegetal, o como aditivos alimentarios (en la forma integra y como
extracto) con enfoque en los efectos funcionales sobre la fisiologia y respuesta inmune de
los animales (Costa et al. 2013; Cruz-Suarez et al. 2008; Niu et al. 2015; Schleder et al. in

press).
4.2.Propiedades bioquimicas y nutracéuticas

Las algas pardas (Ochrophyta, Phaeophyceae) se destacan por sus diversas
propiedades terapéuticas y abundancia de compuestos bioactivos, en especial los
polisacaridos, fenoles y polifenoles, lipidos y los terpenoides (Balboa et al. 2013). Entre los
polisacaridos, se destacan principalmente el fucoidan, el alginato y la laminarina. Esta
ultima es compuesta por residuos de (1,3)- B-D-glucopiranosa, presenta un relativo bajo
peso molecular y sus caracteristicas estructurales varian entre las especies de algas pardas.
Puede actuar como modulador del metabolismo intestinal, activador del sistema inmune,
sin embargo presenta baja capacidad antioxidante. El alginato o &cido alginico es un
polisacarido linear anionico que contiene residuos (1,4)-pB-D-acido manuroénico y a-L-acido
gulurénico, comercialmente utilizado como agente gelificante (Balboa et al. 2013). El
alginato de sodio estimula las defensas antioxidantes, la respuesta inmune y la resistencia
contra infeccion bacteriana en camarones (Liu et al. 2006).

Los fucoidanos son polisacaridos sulfatados complejos encontrados en la matriz
extracelular y pared celular de algas pardas. Representan del 10 al 20% de la masa seca de
dichas algas y, de forma general, son compuestas por I-fucosa, grupos sulfatados y una o
mas porciones pequefias con d-xilosa, d-manosa, d-galactosa, I-ramnosa, arabinosa, d-
glucosa, d-acido glicurénico y grupos acetil. Los fucoidanos son encontrados en algas
pardas y en animales equinodermos, sin embargo no son encontradas en otros grupos de
algas y tampoco en plantas terrestres. Fucoidanos provenientes de algas pardas presentan
mayor complejidad y heterogeneidad en su estructura y composicion que las sintetizadas en
equinodermos. Existe una amplia cantidad de estudios relacionados con las actividades
terapéuticas de los fucoidanos en diferentes seres vivos, demostrando actividades
antitumorales, antivirales, antibacterianas, anti-inflamatorias, inmuno-moduladoras, de

proteccion contra radiacion, osteoartritis, Ulceras gastricas, dafios oxidativos e incluso
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actuando como promotor de crecimiento y en la regeneracion Osea (Balboa et al. 2013;
Milledge et al. 2016). En camarones, el uso de fucoidanos extraidos de diferentes especies
de algas pardas han demostrado resultados significativos, incrementando la respuesta
inmune, resistencia a infeccion con virus de la Mancha Blanca (WSSV, del inglés White
Spot Syndrome Virus) y Vibrio spp., e incluso en el incremento de peso (Chen et al. 2016,
Immanuel et al. 2012, Sivagnanavelmurugan et al. 2014).

Los terpenos abarcan un gran nimero de metabolitos secundarios sintetizados con
unidades de isopreno, el cual es responsable por la amplia diversidad estructural y funcional
de estos compuestos. Basado en la cantidad de unidades de isopreno, los terpenos son
clasificados como mono-, sesqui-, di-, sester-, tri- y tetraterpenos. Los esteroles estan entre
los triterpenos, y diferentes tipos de esos lipidos son encontrados en las algas pardas, tales
como etilenocolesterol, colesterol, ergosterol y fucosterol, siendo este Gltimo el mas
predominante en este grupo de algas. El fucosterol posee diversos efectos benéficos,
incluyendo inhibicion de la absorcion del colesterol, antitumorigeno, antioxidante,
antidiabético, anti-inflamatorio, antibacteriano, antimicotico y antiulcerogenico. Ademas,
otro grupo importante de terpenos son los carotenoides, los cuales son clasificados como
tetraterpenos con ocho unidades de isopreno. En las algas pardas se puede destacar la
fucoxantina, un carotenoide con diversas funciones terapéuticas, tales como proteccion
contra rayos UV, anti-obesidad, anti-inflamatoria, antiangiogénico, antidiabético,
antioxidante y antitumorigeno. La fucoxantina es encontrada en altas concentraciones en las
algas Undaria pinnatifida y Saccharina sp., y es el principal producto extraido de la alga
Sargassum muticum (Balboa et al. 2013; Fernando, Nah & Jeon, 2016; Milledge et al.
2016).

Los compuestos fendlicos representan un grupo amplio y diverso de metabolitos
secundarios constituidos de uno o mas grupos fenoles. Con base en sus propiedades
estructurales fundamentales, los compuestos fenolicos varian de simple fenoles a moléculas
complejas tales como acidos fenolicos, flavonoides, florotaninos, coumarinas, ligninas,
lignanas, estilbenos y sus derivados. Estos compuestos son reconocidos por sus extensas
actividades bioactivas, incluyendo antioxidante, anti-inflamatoria, antitumorigena,
antimicrobiana, entre otras. Las macroalgas marinas, especialmente las algas pardas, han

sido extensamente estudiadas en lo que se refiere a su rico contenido de compuestos
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fenolicos. En este grupo de macroalgas, se pueden destacar los florotaninos y el
floroglucinol debido a su importancia como compuestos bioactivos (Fernando, Nah & Jeon,
2016).

Schleder et al. (in press) observaron que camarones Litopenaeus vannamei
alimentados con una dieta con 4% de biomasa seca de U. pinnatifida presentaron mayor
actividad de la enzima fenoloxidasa (PO), ligada al sistema inmunoldgico, y menor
concentracion de Vibrio spp. en el tracto digestivo. El andlisis bioquimico de la biomasa
seca de esa alga parda revel6 un mayor contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y
carotenoides en relacidn a otra especie de alga parda evaluada (Sargassum filipendula), la
cual no afecto el sistema inmunoldgico ni tampoco la microbiologia del tracto digestivo de
los camarones. En este sentido, Niu et al. (2015) también relataron aumento de la actividad
de la PO en camarones Penaeus monodon alimentados con dietas con de 1 a 6% da biomasa
seca de U. pinnatifida. Adicionalmente, camarones alimentados con dieta con 4% de
biomasa seca de U. pinnatifida presentaron mayor resistencia a la infeccion con WSSV,
con mortalidad 26% menor en relacion al grupo control (Peruch et al., 2016). Y ademas, las
algas pardas S. filipendula y U. pinnatifida presentaron efecto sinérgico sobre la resistencia
de los camarones al WSSV, pues las combinaciones 0,5%:2% y 0,5%:4% (S. filipendula:U.
pinnatifida, respectivamente), redujeron en torno de 50% la mortalidad de los animales
(Schleder et al. 2017). Estos dados refuerzan el efecto inmunomodulador y antimicrobiano
de las algas pardas, en especial de U. pinnatifida, sobre camarones marinos.

Por otra parte, las algas pardas son ricas en otros compuestos, como acidos grasos
saturados y poli-insaturados, vitaminas, especialmente vitamina C y E, y sales minerales,
principalmente selenio, zinc, manganeso y cobre. Estos compuestos estan asociados a
diversas propiedades, en especial antioxidante e anti-inflamatoria (Balboa et al. 2013;
Fernando, Nah & Jeon, 2016). Por ultimo, las propiedades nutricionales y funcionales de
las macroalgas pueden incrementar el rendimiento zootécnico de camarones cultivados.
Cruz-Suérez et al. (2008) relataron que la inclusion de 4 a 10% de algas del genero
Sargassum en la dieta incrementd significativamente el crecimiento del camarén blanco del
Pacifico, y Niu et al. (2015) observaron que la adicion de 1 a 3% de biomasa seca de U.
pinnatifida incrementd el rendimiento zootécnico de P. monodon, no obstante los niveles de

5y 6% redujeron el crecimiento de los animales. Camarones L. vannamei alimentados con
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dietas con 0,5, 2 y 4% de las algas S. filipendula y U. pinnatifida presentaron rendimiento
zootécnico similar al grupo control, sin embargo, todos los niveles de S. filipendula y el
nivel de 4% U. pinnatifida incrementaron la actividad de la enzima digestiva amilasa, v el
nivel 0,5% de ambas algas pardas provocaron el aumento de la superficie de absorcién del

intestino de los camarones después de 5 semanas de cultivo (Peruch et al. 2016).
4.3.Resistencia al estrés térmico

La aparicion de enfermedades en la acuicultura, asi como en cualquier sector de
produccién animal, procede de la interaccion entre huésped, ambiente y patdgeno. De esta
forma, condiciones ambientales adversas, como mala calidad del agua, exceso de manejo
de los animales, alta densidad y variaciones extremas o bruscas de temperatura constituyen
importantes gatillos para surtos de enfermedades, una vez que perjudican el rendimiento
zootécnico y la respuesta inmunolégica de los animales, tornandolos més susceptibles a los
agentes patogénicos (Kautsky et al. 2000; Reverter et al. 2014).

Las variaciones de temperatura son particularmente perjudiciales para los organismos
ectotérmicos, tales como los camarones, una vez que dichos animales no pueden controlar
temperatura interna del organismo. En este sentido, animales ectotérmicos cuando son
expuestos al frio demuestran diversos cambios fisioldgicos, entre los cuales se destacan los
desordenes neuromusculares causados por la reduccion del gradiente de iones y disfuncién
de las sinapsis; perdida de la fluidez de la membrana y mal funcionamiento de las proteinas
transmembranas; degradacion y agregacion de las proteinas; alteraciones en la sintesis de
metabolitos y en el metabolismo energético (Hayward, Manso & Cossins, 2014).

Por consiguiente, animales de regiones templadas (animales tolerantes al frio)
desenvolvieron mecanismos bioquimicos y fisioldgicos para superar el estrés causado por
el frio. Para los insectos, fueron descritos algunos mecanismos relacionados a la capacidad
de resistir a esta condicion, tales como aumento de la expresion de las acuaporinas, de las
enzimas de detoxificacion y de las proteinas de choque térmico, las cuales son
responsables, respectivamente, por facilitar el movimiento del agua entre los
compartimentos celulares, reducir el estrés oxidativo e inhibir la desnaturalizacion proteica.
Esos insectos también son capaces de incrementar la sintesis y/o almacenamiento de

metabolitos, tales como aminoéacidos (ej.: prolina y arginina), carbohidratos (ej.: glucosa y
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trehalosa) y polalcohol (ej.: glicerol, sorbitol e inositol), los cuales actian como potentes
crioprotectores (Hayward, Manso & Cossins, 2014; Teets & Denlinger, 2013). Estas
moléculas son ampliamente conocidas como osmdlitos orgénicos, cuyas funciones
comprenden estabilizar las biomembranas y proteinas, bien como prevenir el dafio osmotico
en las células (Yancey, 2005).

Ademas, insectos que presentan resistencia al frio normalmente modifican su
metabolismo energético, inhibiendo la via aerdbica y estimulando la glucdlisis. Ellos
también reestructuran los mecanismos de transporte de iones, que son usualmente
perjudicados debido a la reduccion de la fluidez de la membrana y de la sintesis de ATP
(Teets & Denlinger, 2013). La reduccion de la fluidez de la membrana durante el
enfriamiento es particularmente perjudicial para el funcionamiento celular, pues causa la
inmovilizacion de las proteinas transmembranas, perjudiciales en el proceso de sefializacion
celular y transporte de nutrientes/iones. La adaptacion de la homeoviscosidad de la
membrana es un importante mecanismo para resistir al frio (Hayward, Manso & Cossins,
2014).

Por otro lado, animales intolerantes al frio pueden tornarse resistentes a través de la
suplementacion alimentaria. En peces, Harpaz, Becker y Blum (1999) observaron el
aumento de por lo menos 50% en la sobrevivencia de Pelvicachromis pulcher alimentado
con diferentes niveles de L-carnitina, después de 24 h de choque térmico. Ademas, el
camarén (L. vannamei) cuando alimentado con dietas con 0,5% y 2% de la alga parda S.
filipendula demostraron sobrevivencia significativamente mayor (97% en ambos
tratamientos) en relacion a los camarones alimentados con dietas sin suplementacion (43%)
después del choque térmico, ya la adiccion de 4% de esa misma alga no afectd en la
resistencia de los animales. Por otro lado, los crecientes niveles (0,5, 2 e 4%) de la alga
parda U. pinnatifida causaron aumentos progresivos en la mortalidad de los camarones
después del choque térmico, llegando a 100% en los animales alimentados con la dieta con
el mayor nivel de adicion (Schleder et al. in press).

A través de la utilizacién de la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF (de
sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight), fueron
analizados los perfiles de proteinas y lipidos de los hemocitos de camarones alimentados

con 0,5% de S. filipendula, antes y 15 minutos después del choque térmico, con el objetivo
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de comprender los posibles mecanismos fisiologicos asociados con la resistencia
observada. Se identifico que la resistencia podria estar asociada al aumento de la fluidez de
la membrana y de la defensa antimicrobiana, a la reduccion del estrés oxidativo y de la
muerte celular causada por estrés, y a la modulacion diferencial do metabolismo energético
y de la regulacion del ADN (Schleder et al. 2016). Ademés de eso, la combinacion de
ambas especies de algas pardas en la dieta (0,5%:1%, 0,5%:2% y 0,5%:4% de S. filipendula
y U. pinnatifida, respectivamente) demostré un efecto sinérgico sobre la resistencia de los
camarones al choque térmico, una vez que los animales alimentados con las dietas con las
combinaciones de las algas presentaron una tasa de mortalidad similar a los animales del
grupo control (sin adicion), de esta forma la adicion de 0,5% de S. filipendula fue capaz de
evitar el efecto negativo de la adicion de diferentes niveles de U. pinnatifida. Sin embargo,
los autores sugirieron que futuros estudios deben ser realizados con mayores niveles de S.
filipendula para evaluar si causaria reduccion en la mortalidad después del choque térmico
(Schleder et al. 2017).

En este contexto, la utilizacién de la biomasa seca de algas pardas como aditivo
alimentario para camarones marinos presenta un enorme potencial, pues ademas de causar
el aumento en la resistencia de los animales al estrés térmico, provocaron la modulacién del
sistema inmunoldgico de los mismos, torndndolos mas resistentes a las enfermedades y a
sus mecanismos desencadenadores, tales como la variacion de temperatura. Este hecho
presenta mayor relevancia cuando se considera la creciente expansion de la produccion
mundial de las macroalgas, y el bajo valor agregado para produccion de la biomasa seca v,
en consecuencia, para inclusion en las dietas comerciales. Ademaés de eso, actualmente hay
una tendencia creciente de utilizar productos naturales para alimentacion animal, como
sustituto a los antibidticos y otros farmacos, el uso de biomasa algacea un enfoque
sostenible y ambientalmente amigable, pues tiene como caracteristica ser biodegradables,
manteniendo la calidad del agua dentro de los estdndares de seguridad sanitaria y

ambiental.
5. Conclusién

El uso de aditivos alimentarios no es una solucién Unica contra las enfermedades en

la camaronicultura marina, sin embargo pueden hacer parte de un componente de
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estrategias que en conjunto pueden incrementar los indices productivos, y auxiliar a

enfrentar las enfermedades.
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