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Resumen

Las algas marinas constituyen una fuente natural de antimicrobianos, antioxidantes, hepatoprotectores,
inmunoestimulantes, minerales y prebidticos, que al ser suplementados (en forma de harina o extracto) como
aditivos funcionales en alimentos para camarén pueden ayudar a promover la produccién, la salud y aumentar
la resistencia a enfermedades durante las diferentes etapas del cultivo (maduracion, desarrollo larvario,
engorda). EIl Programa Maricultura a través de su cuerpo académico ha promovido esta linea de investigacion
durante los Gltimos 3 afios especialmente con el género Ulva. EIl objetivo de este trabajo es presentar una
breve revision de los efectos funcionales que hemos comprobado in vivo e in vitro, tales como: efecto
antivibrio, antioxidante, promotor de maduracién y sobrevivencia larvaria, estimulador de respuesta inmune y

remediador contra aflatoxicosis y la estimacion de contribuciones nutricionales a partir de analisis isotopicos.
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Introduccion

El género Ulva (Phylum Chlorophyta, Class Ulvophyceae, Order Ulvales, Family
Ulvaceae) fue identificado por Linnaeus (1753) y al inicio incluia una variedad de algas
con diferencias morfoldgicas. En el siglo XIX sus miembros fueron separados en varios
géneros. Las algas verdes de forma laminar fueron mantenidos bajo el nombre de Ulva y las
formas tubulares fueron cambiadas al género Enteromorpha (Link, 1820). EI género Ulva
ha sido dificil de clasificar debido a la gran plasticidad morfoldgica que presentan muchos
de sus miembros y a la falta de caracteres confiables para diferenciar el taxa (Silva et al.,
2013). De hecho, en 2003, Hayden y colaboradores, con estudios moleculares, muestran
que Linnaeus tenia razén y que Ulva y Enteromorpha son el mismo género, por lo que
unifican el nombre a Ulva por ser el nombre definido con més antigtiedad. Son algas verde
brillante cuya morfologia es influenciada por las condiciones, edad del talo, y ciclo de vida,

lo que hace dificil la identificacion de especies solo por caracteristicas morfoldgicas.

La identificacion de las especies de Ulva tradicionalmente se han basado en caracteristicas
morfologicas, anatémicas y citolégicas como forma, tamafio, presencia o ausencia de
dentado, espesor, dimensiones de la célula y nimero de pirenoides. Muchos estudios han
demostrado que estas caracteristicas pueden ser muy variables dentro de las especies,
variando con la edad, estado reproductivo, exposicion a mareas, temperatura, salinidad, luz,
y factores bioldgicos como el pastoreo. En afios recientes el desarrollo de patrones en
cultivo, detalles reproductivos y capacidad aparente de entrecruzamiento han sido usados
para evaluar conceptos de especies basados en caracteristicas morfolégicas y anatémicas.

Actualmente hay 568 especies del género Ulva reportadas en la “Algaebase”.

Las ulvas presentan un crecimiento rapido con una distribucion cosmopolita en diferentes
habitats y ambientes; hay especies marinas, salobres y de agua dulce (incluso se encuentra
en habitats subaéreos humedos, entre ellos la nieve). Aparecen en ambientes muy ricos en
nutrientes que son aprovechados para su proliferacion y para acumular en su talo cantidades
importantes de macro y micronutrientes; estos componentes varian en su concentracion
dependiendo del lugar y la época del afio. Pueden llegar a ser consideradas como plagas por

su desarrollo exacerbado en hahias eutrofizadas.
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1. Efecto Vibriocida in vitro e in vivo

Las macroalgas marinas tienen compuestos bioactivos que pueden ser potencialmente
explotados como ingredientes funcionales en aplicaciones de salud animal y humana. Entre
ellos presentan compuestos que inhiben el crecimiento bacteriano de diversos patdgenos
incluyendo bacterias Gram positivas y Gram negativas tanto de cepas patogenas y no
patogenas. El estudio de esta actividad antibacteriana en las algas se remonta a 1954 con el
estudio de una sola alga (Ascophyllum nodosum) hasta la actualidad con un amplio rango de
estudios en algas pardas, verdes y rojas (Tan et al., 2011). Esta actividad es generada por
metabolitos secundarios de las algas, cuya produccién puede variar por diversos factores
tales como el crecimiento de la planta que a su vez es afectado por factores ambientales
externos como temperatura del agua, irradiacion solar y presencia de iones de metales, la
estacion, el grado de estrés y depredacion, la especie de alga, la localizacion geografica y
temporada asi como las condiciones en las que crecié y en que fue colectada la muestra
(Osman et al., 2010; Tan et al., 2011, Trigui et al., 2012).

Los compuestos fendlicos, terpenoides y lipofilicos (acidos grasos) son algunos de los
responsables de la actividad antimicrobiana presente en las algas (Chiheb et al., 2009;
Chakraborty et al., 2010; Gupta et al., 2011; Manilal et al., 2012). Las algas verdes
presentan gran variedad de este tipo de compuestos y un rango de accion amplio. En lo
particular el género Ulva presenta una amplia gama de metabolitos antimicrobianos
(solubles en solventes con diferentes polaridades como hexano, etanol, metanol, butanol,
diclorometano y agua) que inhiben el crecimiento de vibrios de importancia sanitaria en
acuacultura. Las especies Ulva fasciata, rigida, lactuca y clathtrata comparten esta
propiedad in vitro (Selvin y Lipton, 2004; Immanuel et al., 2004; Bansemir et al., 2006; Lu
et al., 2008; Christobel et al., 2011; Priyadharshini et al., 2011; Cruz et al., 2014; Campos-
Deloya, 2012; Silva et al., 2013; Gonzalez-Colunga et al., 2013) (Tabla 1).

Cruz et al. 2013. Avances en la VValoracion de Macroalgas del Género Ulva como Nutracéutico en Litopenaeus vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacién y Nutricién Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolés de los Garza, Nuevo Leon, México, pp. 553-598.



556

Tabla 1. Actividades antivibrio de las algas del género Ulva evaluadas in vitro

Especie Patdgenos Referencia

Ulva lactuca V. parahaemolyticus Immanuel et al., 2004

Ulva clathrata Cepa 65 V. anguillarum Lu et al., 2008

Ulva fasciata V. alginolyticus Priyadharshini et al.,

2011

Ulva fasciata V. barasiliensis113;V. Silvaetal., 2013
barasilensis 130

V. parahaemolyticus; V.

navarrensis
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Los estudios realizados en nuestro laboratorio con Ulva clathrata producida por cultivo en
estanques de camaron en México, , muestran resultados prometedores. En 2012, al evaluar
la actividad antibacteriana (método de difusion) contra Vibrio parahaemolyticus, V.
campbelli, V. harveyi y V. vulnificus, con 3 extractos (hexano, diclorometano, etanol) del
alga verde Ulva clathrata, encontramos que el extracto hexanico fue el Unico que presento
actividad antibacteriana contra las 4 cepas. Se observaron halos de inhibicion de 15, 17, 14
y 16 mm para V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. campbellii y V. harveyi
respectivamente, y un MIC de 7.5 mg/ml sobre V. parahaemolyticus y V. harveyi y de 1.8
mg/ml sobre V. vulnificus y V. campbelli. Los grupos funcionales y metabolitos secundarios
en Ulva clathrata encontrados fueron: dobles enlaces, quinonas, carbohidratos, cumarinas,
sesquiterpenlactonas, flavonoides, esteroles y triterpenos. Adicionalmente, demostramos en
extracto hexanico la presencia de un grupo lactona probablemente una sesquiterpenlactona,
metabolito que por sus antecedentes puede ser el responsable de la actividad bactericida
(Cruz-Suarez et al., 2014). En 2013, al evaluar la actividad antibacteriana contra Vibrio
parahaemolyticus (misma cepa) en extractos de la misma alga, usando como solventes
hexano, agua o cloroformo, ademés del polisacarido ulvan (extraido de la misma muestra),
se demostré que el extracto acuoso y el ulvan no presentan actividad contra V.
parahaemolitycus. En contraste con los resultados previos, en esta ocasion el extracto en
hexano tampoco presentd actividad, mientras que el extracto en cloroformo si mostrd

actividad vibriocida.

La principal probleméatica que hemos detectado en esta linea de investigacion, es la
dificultad de comparar los trabajos realizados por otros grupos y de encontrar resultados
repetibles, posiblemente por la falta de estandarizacion en los métodos microbiol6gicos
utilizados por los diferentes grupos de investigacion, asi como por la variabilidad en la
metodologia de extraccion y en el contenido de compuestos activos entre las diferentes
especies y lotes de algas aun de la misma especie. Actualmente, estamos realizando nuevas
investigaciones con la especie Ulva clathrata cultivada considerando diferentes solventes,
métodos microbioldgicos y variables estacionales con la posibilidad de poder elegir la
estacion de cosecha mas apropiada, o generar un estres artificial que produzca un contenido
mayor de metabolitos secundarios antes de la cosecha.
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Finalmente vale la pena mencionar que el efecto antimicrobiano de las Ulvaceas no se
restringe a vibrios de importancia en acuacultura, sino también se ha encontrado efectivo
contra otras bacterias (con o sin problemas de resistencia) de importancia en alimentos,
salud animal y humana por lo que el impacto de estas aplicaciones puede ser mucho mas

amplio.

El efecto antivibrio de extractos de ulvaceas también se ha evaluado in vivo como agente
terapéutico en diferente tipo de organismos acuéticos incluyendo los extractos o las algas

deshidratadas en alimentos a niveles muy bajos como aditivos.

En estudios exploratorios que hemos realizado con extractos de Ulva clathrata adicionados
al alimento, hemos encontrado una disminucion en la carga bacteriana de vibrios en el
hepatopancreas de los camarones L. vannamei que consumieron ese alimento. Esto coincide
con los estudios realizados por Selvin et al. (2011); Malinal et al., (2012); ellos encuentran
que la inclusién de un extracto (diclorometano/metanol) de Ulva fasciata a concentraciones
de 1g Kg* de camarén Penaeus monodon mejora significativamente la sobrevivencia en
camarones infectados por diversos vibrios. Con ello concluyen que el extracto de Ulva
fasciata es una excelente alternativa para el desarrollo de alimento terapéutico para el

manejo de las enfermedades bacterianas en camarones.

De la misma manera, Immanuel et al. (2004) muestran que al enriquecer por 24 hrs Artemia
franciscana con extractos butandlicos de Ulva fasciata encapsulados (400 mg/l) y ser
consumidas por Penaeus indicus desafiados con V. parahaemolyticus, se mejora la
sobrevivencia y disminuye el nimero de UFC presentes en el masculo y hepatopancreas
del camaron, concluyendo que el uso de extractos de alga en el alimento aumenta la
resistencia a enfermedades bacterianas. Manilal et al. (2012) también demuestran como
otra alga verde de la familia de las Ulvaceas, Acrosiphonia orientalis, también es eficaz
como agente terapeuticoterapéutico para contrarrestar problemas de vibriosis en camarones

peneidos.

En base a lo anterior varios extractos de Ulvaceas y otras algas estan siendo evaluados en
nuestro laboratorio como agentes profilacticos o terapéuticos prometedores, para

contrarrestar problemas de vibriosis (sindrome de muerte temprana) que actualmente esta
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padeciendo la industria camaronera a nivel mundial, por ejemplo sindrome de muerte

temprano, con las consecuentes pérdidas econdémicas.

2. Efecto de la inclusion de harinas de algas verdes y productos a base de mezcla de

algas como aditivo en dietas para camaron L. vannamei

Numerosos estudios han demostrado que el uso de harinas de macroalgas como aditivo
(menos del 5% de inclusion) en alimento para camaron blanco Litopenaeus vannamei
mejora la calidad fisica del alimento, aumenta el consumo de alimento, la ganancia en peso,
mejora la utilizacion del alimento (efecto prebidtico) y la sobrevivencia. Sin embargo, la
magnitud de los efectos varia en funcion de las diferencias de algunos compuestos
quimicos (polisacaridos entre otros) entre las algas verdes, rojas y pardas (Cruz-Suarez et
al., 2009). En el 2013 llevamos a cabo un trabajo cuyo objetivo fue evaluar, en medio
controlado, el efecto de harinas de macroalgas verdes individuales y mezclas de macroalgas
como aditivo nutricional (2%) en un alimento tipo comercial para engorda de juveniles de

L. vannamei.

Para ello, se prepararon 5 dietas isoprotéicas (40%) e isolipidicas (7%) suplementando una
dieta control (DC) con 2% de dos tipos de harinas de algas verdes (AV1) o (AV2), una
mezcla comercial de algas (MIX1) o una mezcla experimental de algas pardas y rojas
(MIX2). Se determind la estabilidad de las dietas después de 1 hora de inmersion en agua
marina sintética en términos de pérdida de materia seca (PMS), pérdida de proteina (PP) y
absorcion de agua (ABS). Las dietas fueron suministradas durante 41 dias a camarones
juveniles de L. vannamei (0.64 g). Cada dieta fue evaluada por triplicado en acuarios de
60L con 11 camarones cada uno. Se aliment6 a saciedad 3 veces al dia. Los parametros
evaluados fueron ganancia en peso (GP), consumo de alimento (CA), sobrevivencia (SOB),
tasa de conversion alimenticia (TCA), tasa de eficiencia proteica (PER) y utilizacion neta
de proteina (UNP).

Las dietas AV1 y MIX2 fueron las mas estables al disminuir la PMS en un 2.8 y en 7.3%
respectivamente, la PP en 15y 23% vy la ABS 2.4 y 0.8% con respecto a la DC (Tabla 2).
Asi mismo, produjeron los mejores valores de TCA (1.3), PER (1.7) y UNP (0.41 y 0.33

respectivamente) (Tabla 3).
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Tabla 2. Estabilidad de dietas en términos de pérdida de materia seca (PMS), pérdida de

proteina (PP) y absorcién de agua (ABS).

DC AV1 AV2 MIX1 MIX2 Prob. ANOVA

PMS (%) 17.7%40.4 17.2%#12 215°+1.2 20.9°+0.6 16.4%0.3
PP (%) 14.6°+1.0 12.4°+1.3 17.5°%15 16.0°#1.0 11.2°+0.3

ABS (%) 126°t16 123%+9 157°+7  188°¢12 125%+1

<0.001

<0.001

<0.001

Tabla 3. Comparacion del consumo de alimento (CA), Tasa de conversion alimenticia

(TCA), Tasa de eficiencia proteica (PER) y Utilizacion neta de proteina (UNP) (41 dias)
Parametro DC AV1 AV2 MIX1 MIX2 Prob.
ANOVA
CA (g/org) 6.67+0.6 7.0404  9.6°+02 9.9°+04  6.7°+0.3 <0.001
TCA 1.4°+0.1  1.3%#0.1  1.6™#0.1 17403  1.3%0. 0.012
PER 1.6°+0.1 1.7°+0.1  1.3%#0.1 12402  1.7°:0.1 <0.001
UNP 0.2°+0.07 0.4°+0.03 0.3%+0.03 0.3%+0.05 0.3*+0.07  0.075

PER= g de peso ganado/ g de proteina ingerida; UNP= incremento en Nitrégeno carcass/ N ingerido
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En contraste, las dietas AV2 y MIX1 disminuyeron la estabilidad del alimento, aumentando
de forma significativa el consumo de alimento (45 y 50%, P<0.001) y la tasa de conversion
alimenticia (14 y 21%, P=0.012), con una disminucion del PER con respecto a la DC (19 y
25%, P<0.001). Sin embargo, mejoraron el incremento en peso (Figura 1).
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Figura 1.- Comparacion de Ganancia en peso entre tratamientos

A los 29 dias AV2 y MIX1 mejoraron significativamente la ganancia en peso (20 y 17%,
P<0.001), manteniéndose la tendencia a los 41 dias aunque se perdié la significancia
(P=0.160).

Al final del experimento, la biomasa fue mayor con AV2 y MIX1 con diferencias cercanas
a la significancia (Figura 2, P=0.058).
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Entre los 29 y 41 dias, la sobrevivencia disminuy6 en todos los tratamientos, pero sin

generar diferencias significativas entre tratamientos (Figura 3).
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Figura 3. Sobrevivencia a 29 y 41 dias

En resumen, la inclusion de 2% del alga verde AV1 y la mezcla de algas MI1X2 mejoro la
estabilidad de las dietas, asi como la TCA y el PER, mostrando mayor capacidad
aglutinante, lo cual implica una menor pérdida de nutrientes. Por otro lado, AV2 y MIX1
mejoraron el consumo de alimento (efecto atractante) y con ello el crecimiento y la
produccion de biomasa. Se recomienda usar estos productos con dosificacién adaptada a
cada formulacién para evitar un aumento indeseado en la TCA y una posible sobre-inmuno-
estimulacion y para aprovechar adecuadamente las propiedades que confiere cada tipo de

alga o mezcla de algas en cada formulacion.
3. Efecto de la inclusién de algas o sus extractos como inmunoestimulantes

Los crustaceos no poseen un sistema inmune especifico ni memoria inmunolégica (Berger,
2000), lo que dificulta la utilizacion de vacunas. No obstante, poseen una respuesta inmune
rapida y eficiente en donde se distinguen efectores celulares y humorales, los cuales actian
en conjunto para eliminar los agentes extrafios. Dentro de los efectores celulares se han
descrito tres tipos de hemocitos: células hialinas, semi-granulares y granulares (Hose et al.,
1990), los cuales poseen una capacidad citotoxica y comunicacion intercelular que les
facilita las funciones de coagulacion, reconocimiento, fagocitosis, melanizacion, formacion
de nodulos y encapsulacion (Aguirre-Guzman et al., 2009). El sistema inmune de los
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camarones cuenta ademas con la presencia de varios componentes plasmaticos (péptidos
antimicrobianos, histonas, enzimas lisosomales, lipopolisacéridos, proteinas de
reconocimiento a glucanos), sistema profenoloxidasa, y la cascada de coagulacion que

favorecen la destruccion de los patogenos (Chi et al., 2010).

Existen un sin nimero de estudios en los que se demuestra que ¢l uso de B-glucanos,
extractos de plantas, mezclas de nucleétidos, etc. (Ringo et al., 2012) puede conferir
proteccion y/o mejorar la resistencia a las enfermedades en el camardn, una préactica a
menudo denominada inmunoestimulacion (Smith et al., 2003; Campa-Cérdova et al.,
2005).

En lo que respecta a la resistencia a enfermedades, varios estudios demuestran que los
suplementos dietéticos tanto de harina de algas (pardas y rojas) como de sus extractos,
pueden aumentar la respuesta inmune, mejorar la supervivencia y aumentar la resistencia
cuando los camarones se ven desafiados por algunas bacterias o virus (Tabla 4), debido a la
presencia de ciertos compuestos como son los alginatos, laminarias, carragenatos, fucoidan

y otros polisacaridos sulfonatados.

Algunas especies de Ulva asi como sus extractos presentan importantes actividades
biolégicas que han sido demostradas principalmente en humanos y animales como son la
actividad antioxidante (Qi et al., 2006), antihepatotoxica e inmunomoduladora
(Raghavendra et al., 2004; Lahaye and Robic, 2007; Leiro et al., 2007) antiinflamatoria,
antitumoral (Kaeffer et al., 1999; Barcelo et al., 2000) y antiviral. El alga Ulva clathrata es
un alga de la familia Ulvaceae que contiene como principal polisacarido sulfatado al ulvan,
este tiene como principales componentes disacaridos constituidos de ramnosa y &cido
glucurdnico o acido iduronico, o xilosa, todos portadores de grupos sulfatos (Lahaye, 1998;
Paradossi et al., 1999).

Los estudios sobre los efectos protectores de las Ulvas en organismos acuaticos son muy
escasos, en peces se ha visto que la inclusion de Ulva o extractos de esta, incrementan la

actividad de los macrofagos al ser incluidos en dietas para rodaballolo que contribuye a la
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resistencia a enfermedades (Castro et al., 2004; Castro et al., 2006); por otro lado Satoh et
al. (1987), utilizando 5% de harina de Ulva pertusa en dietas para pargo rojo Pagrus major,
encuentran un aumento en los parametros de respuesta inmune tales como un aumento en la
fagocitosis de los granulocitos al ser infectados con Pasteurella piscicida. Asi mismo,
encuentran que el numero de linfocitos se incrementa en los animales alimentados con la
dieta suplementada y un aumento en actividades complementarias como la actividad

hemolitica espontanea y la actividad bactericida frente a Escherichia coli.
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Tabla 4. Algunos estudios sobre el efecto inmuno-estimulante, de harina de algas (pardas o

rojas), o de sus extractos en los camarones peneidos.

Producto Especie de camardn / administracion Resultado
alga
Alginato L. vannamei /Alginato  inyectado Incrementa significativamente la actividad de
de sodio® intramuscular la profenoloxidasa, la actividad fagocitica, la

Extracto en L. vannamei/
agua caliente  Gracilaria
tenuistipitata’

Extracto en P. vannamei

agua caliente  /Sargassum duplicatum
inyectado®
Fucoidan P. monodon/

extraido tres  Sargassum polycystum
veces con 0,05 *
NHClag5°
durante 12 h
Extractoen  Litopenaeus

agua caliente  vannamei/Gelidium

amansii’

Extractoen  Litopenaeus
agua caliente  vannamei/Spirulina

platensis®

(10,20 0 50 pg/g)

Inmersién (4 0 6
ng/e)

Inyectado
intramuscularmente
Inmersién (100,
300 y 500 mg/L)
Inyectado
Intramuscularmente
(2,6,10y20 pg/g)
Inyectado

intramuscularmente

Inmersion
(200, 400 y 600
mg/l)
Inyectado
(4 y 6 mg/g shrimp)
Oral
(0,05,1.0y20g
/Kg).
Inmersién
(200, 400, and 600
mg/l)

Inyectado

Intramuscularmente

limpieza bacteriana cuando los camarones
son inyectados. Incrementa la resistencia a
infeccién por V. alginolyticus

Aumenta el recuento total de hemocitos, la
actividad fenoloxidasa y estallido respiratorio
y la resistencia a la infeccién por V.
alginolyticus.

Aumenta el recuento total de hemocitos, la
actividad fenoloxidasa y estallido
respiratorio, asi como la resistencia a la

infeccion por V. alginolyticus.

Produce una expresion significativamente
mayor (p <0,05)

del gen de la proteina ribosomal L26
(RPL26, un gen activador de los macrofagos
en P. monodon)

Aumenta la actividad fagocitica, la eficiencia
de limpieza de bacterias en hemolinfa, el
conteo total de hemocitos, la actividad de la
fenoloxidasa la resistencia a la infeccién por

V. Alginolyticus

Aumenta el recuento total de hemocitos, la
actividad fenoloxidasa y estallido
respiratorio, asi como la resistencia a la

infeccién por V. alginolyticus.
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Producto Especie de camarén / administracion Resultado

alga

(6, 10, and 20 pg/g)

Extracto en Litopenaeus vannamei/ Oral Aumenta la resistencia a la infeccién por V.

agua caliente  Gracilaria (0.5,1.0,and 2.0 alginolyticusy WSSV, Aumento en los
tenuistipitata’ a/kg) parametros de respuesta inmune.

Extracto en Fenneropenaeus Inmersion Aumenta del conteo total y diferencias de

agua caliente indicus /Sargassum (100, 300 and 500  hemocitos, aumento de la resistencia a Vibrio
glaucescens® mg/l.) harveyi

Fucoidan Penaeus Oral Aumenta en todos los pardmetros de

monodon/Sargassum (0.1, 0.2 and 0.3%). respuesta inmune y aumento en la resistencia

wightii® a la infeccién con WSSV
Extracto en Penaeus monodon Inyectado Aumenta en el nimero total de hemocitos,
etanol IGracilaria fisheri' aumento en el numero de hemocitos

semigranulosos y granuloso, aumento en la
actividad de la fenoloxidasa y la
superoxidodismutasa y una reduccién en la
mortalidad a la infeccion con V. harveyi

ICheng et al., 2004; Hou and Chen, 2005; *Yeh et al., 2006; “Deachamag et al., 2006; °Fu et al., 2007;
®Tayag et al. 2010; 'Sirirustananun et al. 2011 ; Ghaednia et al. 2011 :® Immanuel et al. 2012 ; “°Kanjana et
al., 2011

En el caso de los camarones existen reportes del uso de diferentes especies de ulvas y/o sus
extractos para aumentar la resistencia a patdgenos o incrementar los parametros de
respuesta inmune; por ejemplo Selvin et al. (2004) incluyen Ulva fasciata en la dieta para
P. monodon y demuestran que su inclusion incrementa los factores de defensa como
hemograma, indice de aglutinacion, tasa de fagocitosis, remocion de bacterias y actividad
bactericida del suero. En otro estudio realizado el mismo afio (Felix et al., 2004) se
encontrd que al incluir a la dieta para P. monodon 750 mg/kg de harina de Ulva lactuca, se
incrementd la actividad de la profenoloxidasa y la sobrevivencia al ser desafiados con V.
parahaemolyticus. En el 2011, Selvin y colaboradores utilizan un extracto en agua caliente
de Ulva fasciata incluido a la dieta (0, 0.5, 1y 1.5 g kg™ de camarén) y alimentan a P.
monodon durante 15 dias, posteriormente infectan con diferentes vibrios (V. fischeri, V.
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harveyi, V. alginolyticus y Aeromonas sp.) y observan que la dosis de 1 g kg™ de camarén
fue la més eficiente y que la sobrevivencia de los camarones infectados alimentados con la

dieta medicada fue significativamente mejorada con respecto al control.

Ulva clathrata

En el caso de la especie Ulva clathrata no existen reportes previos de su utilizacion como
inmunoestimulante, nosotros hemos llevado a cabo un bioensayo para tratar de describir los
cambios que ocurren en el hemograma, en el contenido de proteina de la hemolinfay en la
actividad de la fenoloxidasa de juveniles de camardn Litopenaeus vannamei como
respuesta a una inmunoestimulacion oral, utilizando harina de Ulva clathrata o ulvan
extraido de la misma. Para ello, se llevd a cabo un bioensayo en el que los animales fueron
alimentados con una dieta control o con una dieta adicionada con 6% (60g kg™) de harina
Ulva clathrata o una dieta adicionada con un extracto de la misma alga (1g kg™) por 15
dias; se trabajo con 6 replicados para cada tratamiento y se utilizaron organismos de 2.7 g
de peso promedio, posteriormente se obtuvieron muestras de hemolinfa que fueron

sometidas a analisis de parametros de respuesta inmune.

Hemograma

Los animales que recibieron la dieta con Ulvan, mostraron un mayor contenido de
hemocitos semigranulosos (1.96 y 4.23x10° vs 8.32x10°), hialinos (1.52 y 1.56 x10° vs 4.10
x10°) y totales (6.88 y 6.93x10° vs 1.61x10°) en comparacién con los animales alimentados
con las otras dos dietas. Estos resultados concuerdan con varios estudios en los que se ha
encontrado que la inclusién de diferentes extractos de algas aumenta el contenido de
hemocitos; por ejemplo, Yu-Win et al. (2007) encontraron, al adicionar a la dieta un
extracto en agua caliente de Gelidium amansii (0,0.5, 1.0 y 2.0 g kg™*) y alimentar a L.
vannamei durante 14 dias, un aumento en el conteo total de hemocitos a los 6 dias con la
dosis de 2.0 g kg'y a los 14, 21 y 28 dias con la dosis de 1.0 g kg™. En otro estudio
realizado por Sirirustananun et al. (2011) al suplementar la dieta con un extracto en agua

caliente de Gracilaria tenuistipitata (0, 0.5, 1.0, y 2.0 g kg™ por 7-35 dias), y alimentar
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camarones L. vannamei, encontraron que el contenido de hemocitos hialinos (HC) vy el
contenido total de hemocitos (THC) de los camarones alimentados con dietas
suplementadas con 1.0 and 2.0 g kg-* fue significativamente mas alto que el control desde 7
a 35 dfas; los HC y THC de los camarones alimentados con 0.5 g kg-* fueron mas altos que
el control de 14-28 dias. Los hemocitos granulares (GC) de los camarones alimentados con
2.0 g kg™ fueron mas altos que los del control de 14 a 35 dias y los GC de los animales
alimentado con 0.5 y 1.0 g kg-* fueron significativamente mas altos que los del control a los
21 y 28 dias. Pero también notaron que los HC, GC y THC de los camarones alimentados
con las dietas conteniendo los extractos decrecen lentamente después de 35 dias. En otro
estudio realizado por Grasian et al. (2012) en el que administraron a camarones Penaeus
monodon por inmersion un extracto en buffer salino de fosfatos del alga Gracilaria
verrucosa (1, 1.5 y 2ppt), revelaron que todas las dosis provocaron un aumento en el THC

significativo con respecto al control, el efecto siendo dosis dependiente.

Proteina en hemolinfa

En lo que respecta al contenido de proteina en la hemolinfa, se encontré que la dieta control
era la que presentaba el valor significativamente mas elevado seguido por la dieta
adicionada con ulvan y finalmente por la dieta adicionada con harina de alga, presentando
estas dos Ultimas valores similares. En general, la concentracion de proteina en hemolinfa
puede aumentar o disminuir dependiendo del tipo de inmunoestimulante y el tiempo de
muestreo (Campa-Cérdoba et al., 2005).

Huang et al., en el 2006, realizan un estudio en el que se evalu6 la capacidad
inmunoestimulante de un polisacarido extraido de Sargassum fusiforme (0%, 0,5%, 1,0%, y
% 2,0) adicionado a dietas de Fenneropenaeus chinensis que fueron alimentados por 14
dias, encontrando que la concentracién de proteinas de la hemolinfa presentd valores mas
elevados que el control a 1 y 2% del extracto, observando primero un aumento de la
concentracion de proteina al incrementar la dosis (0, 0.5 y 1%), siendo el valor mas alto en
la dosis de 1% de extracto (167 mg ml™), pero luego a 2% la proteina en hemolinfa

disminuy6 (156 vs 140mg ml™ en el control). En otro estudio similar Sdnchez-Campos et

Cruz et al. 2013. Avances en la VValoracién de Macroalgas del Género Ulva como Nutracéutico en Litopenaeus vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacién y Nutricién Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 553-598.



569

al. (2010) reportaron que al adicionar un extracto de Macrocystis pyrifera al camardén
Litopenaeus vannamei por inyeccion o por inmersion antes de infectar con Vibrio
campbellii, la concentracion de proteina en el plasma disminuye las primeras 6 0 12 horas y
aumenta después de 24 horas, pero al inyectar solo con el Vibrio la concentracion de

proteina en la hemolinfa fue mucho més baja que en la dieta control.

Actividad enzimética

El efecto inmunoestimulante de algunas especies de algas o sus extractos ha sido bien
documentado gracias a la capacidad que poseen de incrementar la actividad de enzimas de
respuesta inmune tales como la fenoloxidasa y la profenoloxidasa entre otras (Tabla 4), sin
embargo, dentro de los resultados obtenidos en el presente estudio, la actividad de
fenoloxidasa total no se vio afectada por la adicion de la harina de Ulva o por la adicion del

ulvan.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Felix et al. (2004a), quienes utilizan el
alga Ulva lactuca como inmunoestimulante recubriendo dietas para Penaeus monodon
(100, 250, 750 y 1000 mg/kg) y alimentando a los camarones los primeros 5 dias con los
tratamientos y los siguientes 12 dias con la dieta control, luego toman muestras de
hemolinfa el dia 1, 3, 6, 9 y 12 y determinan la actividad de la fenoloxidasa, no encuentran
ninguna diferencia entre los tratamientos o dias de muestreo excepto para el primer dia de
muestreo en el que la dieta con 750 mg/kg fue la Unica que presenté un valor mayor a la
dieta control, sin embargo no indican si las diferencias fueron o no significativas. Por su
parte Fu et al. (2007), alimentaron a Litopenaeus vannamei por 14 dias con un extracto en
agua caliente del alga roja Gelidium amansii (0, 0.5, 1.0 and 2.0 g kg™), encontrando que a
los 0, 3 y 6 dias de alimentacion no hay diferencia en la actividad de la Fenol-oxidasa
(PO); a los 9 dias las dietas adicionadas con el extracto presentan una actividad
significativamente mas alta que la control, siendo iguales entre ellas, pero a los 28 dias las
diferencias son dosis dependiente. Por lo que probablemente la ausencia de diferencias en
la actividad de la PO encontradas en nuestro estudio, se puedan deber al tiempo de

muestreo que fue solo a los 14 dias.
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Por otro lado, en lo que se refiere a la actividad de la fenoloxidasa libre si se observaron
diferencias entre la dieta control y la dieta adicionada con 6% de alga, siendo mayor
significativamente (p=0.045) la dieta con la harina del alga; la dieta adicionada con Ulvan
no presentd diferencia con la dieta control. Esto concuerda con el estudio de Felix et al.
(2004b), quienes evaluaron la actividad de la fenoloxidasa en hemolinfa de Penaeus
monodon alimentados con dietas adicionadas con el alga Sargassum wigthii (10, 20 y 30
0/kg), los camarones fueron muestreados el dia 1, 3, 6, 9 y 12 de alimentacion y el valor
mas alto de actividad de la PO fue registrado los dias 9 y 12 con la dieta que contenia

10g/kg de harina del alga.

La ausencia de resultados favorables de aumento en la actividad de la PO al adicionar el
Ulvan, se puede deber a que la mayoria de los estudios reportan extractos hechos en agua
caliente a diferencia de nuestro ulvan que fue un extracto hidroalcoholico (etanol 78%)
hecho a temperatura ambiente; otra causa puede ser la concentracion utilizada y/o el tiempo
de muestreo ya que como se menciond, estos factores afectan los valores de actividad

enzimatica.

4. Efecto de la inclusion de algas para la reduccion de aflatoxicosis en juveniles de

camaron blanco L. vannamei

Las micotoxinas son sustancias extremadamente estables, permanecen durante largo tiempo
activas en los ingredientes y resisten facilmente las condiciones de procesamiento de los
alimentos (Kabak et al., 2006). Existen entre 300 y 400 micotoxinas identificadas, siendo
las mas importantes por su ocurrencia y toxicidad en especies de produccion pecuaria las
aflatoxinas, la ocratoxina A, la citrinina (CIT), el deoxinivalenol, la zearalenona, la toxina
T2 y otros tricotecenos (Roseanu et al., 2010). La presencia de estos compuestos t0Xicos
en animales terrestres causa desOrdenes gastrointestinales y neuroldgicos, cambios
degenerativos y necrosis en visceras, cancer, reduccion en el crecimiento, consumo de
alimento, hemorragias de estdmago e intestino, agrandamiento de rifiones, (Carrillo, 2003).

En camaron se ha reportado que la presencia de aflatoxinas en forma pura o presentes en
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granos contaminados en alimentos reduce el consumo de alimento, la ganancia en peso,
causa dafios en el hepatopéancreas y a niveles altos puede llegar a reducir la sobrevivencia
(Lightner et al., 1982; Boonyaratpalin et al., 2001; Gopinath y Raj, 2009; Tapia-Salazar et
al., 2012).

Una ruta secundaria que sigue el metabolismo de las aflatoxinas incluye la formacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS; Shen et al., 1996) asi como la peroxidacion de lipidos
(Shen et al., 1994; Shen et al., 1995a). El dafio/estrés oxidativo resulta cuando el nivel de
ROS sobre pasa la capacidad del sistema para neutralizarlos y eliminarlos. EI aumento del
nivel de ROS por lo general resulta de la falta o la alteracion funcional de moléculas
antioxidantes, o debido a la sobreproduccion de ROS en el entorno (Sohal y Weindruch,
1996). Estudios recientes muestran que las ROS también tienen un papel importante en
algunos procesos bioquimicos tales como la apoptosis, la expresion de genes y la activacion
de cascadas de sefializacion celular (Hancock et al., 2001).

Las algas marinas son conocidas por contar con una amplia gama de compuestos
bioactivos, muchos de los cuales tienen aplicacién comercial en la rama de la farmacéutica,
medica, cosmética, nutracéutica, alimenticia e industria agropecuaria (Kelman et al., 2012).
Abdel- Wahhab et al. (2006) observan que la inclusién de extractos de Laurencia obtusa y
Caulerpa prolifera (50 mg kg™ peso) redujo la hepatotoxicidad causada por la presencia de
aflatoxina B1 en ratas. Ademas estos autores agregaron que al alimentar con los extractos
de algas a ratas que estaban anteriormente sometidas a una dieta con AFB1 se observaba
una réapida recuperacion en la ganancia de peso, ademas del perfil hematico disminuido por
los efectos de las aflatoxinas, concluyendo que los extractos de algas tienen una accion
quimico-protectora contra la carcinogésis hepatica inducida por la aflatoxina B1 y que
ademéas pueden estimular el sistema de defensa antioxidante regenerando las células
hepaticas. Manoharan (2008) reporta que la utilizacion de un extracto acuoso de Gracilaria
corticata (250 mg Kg™) en ratas Wistar que fueron alimentadas durante 30 dias con una

dieta contaminada con aflatoxina B1, contrarrestaron los efectos negativos causados por la
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presencia de esta micotoxina dando resultados equivalentes a la dieta control sin

contaminar.

Para observar el efecto protector de Ulva clathrata contra aflatoxicosis, hemos realizado
una serie de experimentos. En un primer experimento, se alimentaron camarones L.
vannamei (peso promedio de 0.4 g) con una dieta que contenia granos contaminados con
aflatoxinas a un nivel de inclusion de 120 ppb durante 42 dias y otra conteniendo la misma
cantidad de aflatoxinas totales, pero ademas se le adicion6 % 2 de Alga U. clathrata.
Después de 42 dias de experimentacion se observo una reduccion significativa debido a la
presencia de granos contaminados con aflatoxinas en términos de consumo de alimento
(Figura 4) y ganancia en peso (Figura 5); ademas la tasa de conversion alimenticia fue
mayor (Figura 6). Al final del experimento la sobrevivencia no fue afectada por las dietas
evaluadas. La inclusion de harina de ulva incremento el consumo de alimento en un 28% y
produjo una ganancia en peso similar a la dieta sin contaminar. La tasa de conversion

alimenticia fue mejorada en un 20%.
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Dieta AF Control Dieta AF+ alga

Figura 4. Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de

alga sobre el consumo de alimento de juveniles L. vannamei durante 42 dias.
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Figura 5 . Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de

alga sobre la ganancia en peso de juveniles L. vannamei durante 42 dias.

b P =0.001

Tasa de conversion alimenticia

Dieta AF Control Dieta AF+ alga

Figura 6. Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de
alga sobre la Tasa de Conversion Alimenticia en peso de juveniles L. vannamei

durante 42 dias.

En un segundo experimento, se evalué el efecto de niveles crecientes de harina de alga U.
clathrata (0, 2.5, 5.0, 10, 20 y 40 g kg™) en alimentos que contenian granos contaminados
con aflatoxinas totales a un nivel de 80 ppb durante 28 dias; al final del experimento el
consumo de alimento no fue afectado por las dietas experimentales (Figura 7), mientras que
la tasa de conversidn alimenticia (Figura 8) fue mejor en un 20% con la Dieta AF + 1%

Alga y la ganancia en peso en un 22% (Figura 9). La sobrevivencia no fue afectada por los
diferentes tratamientos.
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Figura 7. Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de

alga sobre el consumo de alimento de juveniles L. vannamei durante 28 dias.
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Figura 8. Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de

alga sobre la ganancia en peso de juveniles L. vannamei durante 28 dias.
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Figura 9. Efecto de la presencia de granos contaminados con aflatoxinas y la inclusion de

alga sobre la ganancia en peso de juveniles L. vannamei durante 28 dias.
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Por otro lado, también se cuantificd la capacidad que posee Ulva clathrata en forma de
harina para absorber aflatoxinas: los resultados muestran que un nivel de inclusion de 2%
de alga y una concentracion de 3 ppm de aflatoxinas (pH de 8) tiene una capacidad de
adsorcion de 49% y un porcentaje de desorcion (a pH de 6.5) de 23%, poseyendo una
eficiencia para secuestrar aflatoxinas de un 25%. A pesar de que se observa una baja
capacidad de adsorcion los resultados muestran que la inclusion de esta macroalga mejora
los parametros de rendimiento en camarones alimentados con dietas que poseen harinas de

granos contaminados con micotoxinas.

Es muy posible que el efecto secuestrante del Ulva clathrara asi como la presencia de un
sin nimero de compuestos activos, tales como pigmentos, ulvan, polifenoles etc.,

contribuyan a contrarrestar los efectos negativos causados por la presencia de aflatoxinas.

Heo et al. (2005) evaluaron la capacidad antioxidante de siete extractos de algas marinas
pardas, los extractos enzimaticos mostraron efectos antioxidantes mas elevados para
eliminar el peréxido de hidrégeno (aproximadamente 90 %). El Baky et al. (2008) reportan
que los extractos de Ulva latutus poseen una actividad antioxidante y antibacteriana. Seo et
al. (2013) reporta que un extracto metandlico de Grateloupia lanceolata (Okamura)
Kawaguchi inhibe la acumulacion de lipidos y la produccién de ROS durante un proceso de

adipogeénesis en células 3T3-L1.

Los beneficios observados con el suplemento de algas en los camarones alimentados con
las dietas contaminadas con aflatoxinas pueden deberse al efecto sinérgico de la capacidad
secuestrarte del producto asi como la presencia de compuestos antioxidantes. Actualmente
nos encontramos analizando las enzimas relacionadas con el proceso de oxidacion celular y

sustancias reactivas de oxigeno.
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5. Mejora de la capacidad reproductiva y de la calidad de las larvas del camardn
blanco Litopenaeus vannamei por la inclusiébn de un fitogénico en dietas para

maduracion

El abastecimiento de poslarvas de buena calidad depende del buen manejo de los
reproductores y de la calidad del alimento que se suministra durante la maduracion. Una
deficiencia nutricional en esta etapa influye directamente en la tasa de apareamiento, el
desarrollo gonadal, la fertilidad y la calidad del desove, asi como en el desarrollo
embrionario, y la calidad fisiologica y bioquimica de la progenie resultante (Cahu 2000). Por
otro lado, se sabe que el consumo de algunos fitogénicos mejora el crecimiento, la tasa de
conversion, la respuesta inmune, la resistencia a enfermedades y la pigmentacion de
camarones juveniles, pero poco se sabe sobre su efecto en dietas para maduracion. Por ello,
nos propusimos evaluar el efecto de la inclusion de un fitogénico al 2% de una dieta a base
de mariscos frescos en reproductores de camaron Litopenaeus vannamei provenientes de 2

familias sobre la capacidad reproductiva, y la calidad de las larvas.

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de produccion de poslarvas Aquapacific S. A. de
C. V.; se utilizé una dieta control a base de mariscos frescos congelados y una dieta
experimental con inclusion de 2% del Ulva siguiendo las condiciones de alimentacion y
cultivo propias de la empresa durante 57 dias de alimentacion. Se utilizaron 4 pilas con
1000 camarones cada una (500 machos y 500 hembras, densidad de 9-10 camarones/m?) en
un disefio factorial 2x2, los factores siendo la suplementacion fitogenica (fitogénico vs
control) y la familia de origen de las hembras (familia A vs B), las replicas siendo reportes
diarios (n=33). El peso promedio inicial fue de 40 g para machos y 45 g para hembras. Se
evaluaron variables de produccion e indicadoras de calidad de gonadas, huevos y larvas.
Los parametros reproductivos evaluados fueron sometidos a un anélisis de varianza

factorial bajo la modalidad de modelo lineal general.

Los parametros fisico quimicos del agua se mantuvieron en rangos iguales en todas las pilas

de maduracion: temperatura 26.8+.5 °C, oxigeno disuelto 5 mg/L, salinidad de 30+1 g/L. El
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peso final fue de 65 y 68 g para machos y hembras. El consumo del alimento enriquecido
con el fitogenico incremento en 14, 16 y 20% la frecuencia de aparicion de los estadios de
maduracion gonadal I-11, 111, y IV respectivamente. Aumentd en un 21% la frecuencia de
hembras copuladas (parchadas) y en un 30 % la frecuencia de cortejo; la produccion de
huevo aument6 25%; el nimero de huevos no eclosionados por hembra bajé en un 25%; el
porcentaje de eclosion aumento en un 6% (llegando a 82% de éxito en la eclosion con el
fitogénico), consiguiendo mejorar en un 34 % la produccion total de nauplios; los tiempos
de desarrollo larvario se acortaron en 1, 5 y 6 horas para los estadios nauplio V, protozoea
Il y poslarva V respectivamente, con una disminucion significativa de la frecuencia de
deformidades y mortalidad. Estos resultados fueron observados tanto en la familia A como
en la B, en general sin interaccion entre los factores fitogénico y familia. En base a los
resultados encontrados se considera que el fitogénico actla de manera sinérgica
complementando con sus componentes quimicos y funcionales (minerales, pigmentos,
vitaminas, acidos grasos, antioxidantes, polisacaridos prebioticos) el alimento fresco.

En conclusion, la adicion de 2% del fitogénico en la dieta fresca para maduracion mejora la
capacidad reproductiva, la calidad de los huevos y de las larvas siendo una estrategia
rentable y recomendable para aumentar la produccion larval y disminuir los costos de

produccién.

6. Actividad antioxidante

La oxidacion de moléculas consiste en una reaccion quimica de transferencia de electrones
de una sustancia a un agente oxidante avido de electrones. Las reacciones de oxidacion
pueden producir radicales libres causando dafio en las células. Los camarones en cultivo
estan expuestos de manera continua a estrés oxidativo causado por variaciones importantes
en las condiciones ambientales o por agentes infecciosos, entre otros. Durante el proceso de
infeccion, las células hialinas participan en la fagocitosis produciendo especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en ingles), activando el complejo enzimatico ligado a
membrana, NADPH oxidasa, despues de la union de la particula extrafia a la célula. El

oxigeno molecular se reduce a anion superoxido (O, -), conduciendo a la produccion de
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peroxido de hidrogeno (H20,), oxigeno simple (O,) y radicales hidroxilo (OH) (Mufioz et
al., 2000).

Los antioxidantes, son compuestos que previenen o retardan el proceso de oxidacion, por lo
tanto, contar con estos aditivos en el alimento es determinante para reducir el dafio

oxidativo a nivel celular.

Las algas constituyen una fuente de antioxidantes, ya que son organismos fotosintéticos que
se encuentran expuestos a los rayos UV y a altas concentraciones de oxigeno, lo cual
favorece la formacion de radicales libres. La ausencia de dafios oxidativos en sus
membranas celulares sugiere que tienen un mecanismo de proteccion apto para soportar la
intensa radiacién solar a la que son sometidas. Estos mecanismos pueden estar generados
por la capacidad secuestrante de radicales libres, la quelacion de metales pro-oxidantes, los
mecanismos de donacion y aceptacion de electrones y la capacidad de interrupcion de la
peroxidacién lipidica presente en las algas (Batista-Gonzalez et al., 2009). Entre los
compuestos antioxidantes reportados en las algas se encuentran compuestos lipofilicos
como &cidos grasos insaturados, clorofila y carotenos y compuestos hidrofilicos como
polifenoles y vitamina C y polisacéridos sulfatados (SPs por sus siglas en ingles). Algunos
de los compuestos antioxidantes también se reportan como apolares, (derivados de
clorofilas, terpenoides y carotenoides) y polares (polifenélicos como los flavonoides, acido

fendlico y cindmico) (Batista Gonzélez et al., 2009).

El contenido total de polifenoles y la capacidad antioxidante en las algas varia con la
especie, pero se sabe que las algas verdes presentan altas propiedades de eliminacion de
radicales libres. Shanab (2007) estudié la actividad antioxidante y antibacterial de los
extractos etanolicos y diclorometano de las algas Sargassum dentifolium, Laurencia
papillosa y Jania corniculata. Estudios espectrofotométricos y cromatograficos revelaron
que la capacidad antioxidante y antibacterial podria ser atribuida al contenido de clorofilas,
carotenoides y fenoles libres y también al contenido de &cidos grasos de las algas.

Xue et al. (2004) reportan que varios polisacaridos sulfatados (SPs) derivados de algas

presentan actividades antioxidantes en una suspension liposomal de fosfatidilcolina y en
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solventes orgénicos. Los SPs no solo funcionan como fibra dietaria (prebioticos), si no que
también contribuyen con actividad antioxidante de algas marinas. Se ha demostrado que los
SPs tienen una alta capacidad antioxidante incluyendo, fucoidan, laminaran y acido
alginico (Rupérez et al., 2002; Rocha de Souza et al., 2007; Wang et al., 2008). Esta
capacidad antioxidante de SPs depende del peso molecular; el ulvan de bajo peso molecular
proveniente de Ulva pertusa presenta mayor actividad antioxidante debido a que éstos SPs
pueden incorporarse dentro de la célula y donar el proton mas eficientemente que los SPs
de alto peso molecular (Qi et al., 2006). En un estudio realizado por Zubia et al (2007) se
encontrd que tres especies de algas tropicales (Obophora variegata, Avrainvillea
longicaulis y Chondria baileyana) tienen una actividad equivalente a los antioxidantes
comerciales. En el caso de género Ulva se han detectado altas concentraciones (2.2 mg g™*)
de vitamina C (un importante antioxidante) en comparacion a distintas especies de algas
colectadas en Hawai (McDermid y Stuercke, 2003). El contenido de las moléculas
antioxidantes de Ulva rigida ha sido reportado por Yildiz et al. (2012) (Tabla 5).

Tabla 5.- Contenido de moléculas bioactivas con capacidad antioxidante de Ulva rigida en
peso humedo (Yildiz et al., 2012).

ANTIOXIDANTE UNIDAD CONTENIDO
CALT u mol a-tocoferol g* 130.91+24.56
CAHT p mol a-4cido ascorbico g™ 375.59+61.63
Vitamina E mg a-tocoferol 100 g* 147.00+0.28
Vitamina A MM 0.91+0.47
Vitamina C mg a-acido ascorbico 100 g™ 46.00+0.17
Fenoles totales mg de écido gélico 100 g* 73.00+0.13
Proteina total % 52.33+4.51
Carbohidratos totales % 34.98+20.39
Clorofila-a mg 100 g* 51.13+25.69
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Clorofila-b mg 100 g* 43.40+19.32

Carotenos totales mg 100 g* 9.67+3.18

CALT: capacidad antioxidante soluble en agua CAHT: capacidad antioxidante liposoluble.

Se ha encontrado que algunos compuestos antioxidantes de algas, adicionalmente tienen un
efecto sobre las enzimas de estrés oxidativo del camaréon. Madhumathi, en el 2011
investigd la proteccion de camarones Penaeus monodon frente a virus de la mancha blanca
(WSSV). Los animales fueron alimentados con células del alga Dunaliella salina, la cual
contiene un betacaroteno antioxidante. Se observé un aumento en la actividad de la proPO
y una disminucién en la actividad de la SOD Yy catalasa. En este estudio se concluye que la
incorporacion de Dunaliella salina en dietas constituye una alternativa profilactica contra
WSSV.

La capacidad antioxidante evaluada in vitro puede usarse como un indicador indirecto de la
actividad in vivo. La mayoria de los métodos para determinar capacidad antioxidante
consisten en acelerar la oxidacion en un sistema bioldgico. La capacidad antioxidante de un
producto alimenticio est4 determinada por interacciones entre diferentes compuestos con
diferentes mecanismos de accion. Por esto mismo, la determinacion de la capacidad
antioxidante de extractos complejos se lleva acabo usualmente por diferentes métodos
complementarios, que evalGen diversos mecanismos de acciéon. Algunos de los métodos
mas utilizados, por su simplicidad y reproducibilidad, son FRAP (Poder antioxidante
reductor del hierro, por sus siglas en inglés), DPPH (deplecion del 6xido 2,2-difenil-1-
picrilhydrazil) y ABTS (deplecion del 2, 2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido
sulfénico). EI método FRAP se basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias
capaces de reducir el ion férrico al estado ferroso; en esta forma, el ion forma un complejo
coloreado con el compuesto 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ). EI método FRAP es, por
tanto, un método que no evalda la capacidad neutralizadora de radicales libres de la muestra
estudiada, sino su capacidad reductora por transferencia de electrones. Por el contrario, los
métodos ABTS y DPPH evallan la capacidad de la muestra para neutralizar radicales libres
modelo. El DPPHe es un radical libre estable soluble en metanol que es neutralizado

mediante un mecanismo de transferencia de hidrogeno, principalmente; por otra parte, el

Cruz et al. 2013. Avances en la VValoracién de Macroalgas del Género Ulva como Nutracéutico en Litopenaeus vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacién y Nutricién Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 553-598.



581

ABTSe+ es generado tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido de manganeso,
persulfato potasio, ABAP), enzimética (peroxidasa, mioglobina) o electroquimica y su
mecanismo de neutralizacion es principalmente por transferencia de electrones. En el
método ABTS, también conocido en la literatura cientifica como el método TEAC
(Capacidad antioxidante en equivalentes de trolox, por sus siglas en inglés) se puede medir
la actividad de compuestos hidrofilicos y lipofilicos; en cambio, el DPPH solo puede
disolverse en medio organico por lo que mide preferentemente la capacidad antioxidante de
compuestos poco polares. Otra diferencia entre ambos métodos es que el radical ABTSe+
tiene la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815
nm en medio alcohdlico mientras que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm.
Existen otras técnicas que miden la capacidad antioxidante como CUPRAC (Capacidad
antioxidante reductor de ion cuprico), ABAP (deplecion del 2’-azobis (2-amidopropano),
DMPO (deplecion de 6xido N-5,5-dimetil-1-pirrolina), ORAC (capacidad de absorcion de
radicales oxigeno) y TRAP (capacidad antioxidante total), entre otras” (Mercado-Mercado
etal., 2013).

En estudios preliminares realizados en el Programa Maricultura de la FCB-UANL se ha
encontrado que extractos del alga Ulva clathrata y otras algas analizadas presentan
concentraciones variables de compuestos fendlicos totales (método de Folin-Ciocalteau) y
de actividad antioxidante determinada con el método DPPH (Fig.10).

Cuantificacion de Compuestos Fenolicos con diferentes solventes (Metanol,
Etanol y Acetona) de diferentes especies de Algas
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% CAPTURA DEL RADICAL DPPH EN ALGAS DE DIFERENTES ESPECIES.
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Figura 10.- Concentracion de compuestos fenolicos y actividad antioxidante de muestras de

Ulva clathrata de differentes lugares y temporadas (422, 503, ...501-3) y otras algas.

La actividad bioldgica reportada por las macroalgas analizadas, podria deberse no sélo en
diferentes mecanismos ejercidos por los compuestos fendlicos que poseen (flavonoides,
taninos, quinonas), sino ademas al efecto sinergico de su conjunto de metabolitos
secundarios; para evaluar la actividad antioxidante de los extractos de las algas, se esta
contemplando el uso de otros 2 métodos, asi como el aislamiento de las moléculas y
finalmente la evaluacion in vivo en camarones sometidos previamente a un estrés

oxidativo.

7. Estimacion de contribuciones nutricionales de Ulva clathrata a partir de analisis

isotépicos
Andlisis isotopico de los alimentos y consumidores

Una de las formas mas confiables para determinar eficiencias de asimilacion es por medio
de evaluaciones isotdpicas. La mayoria de los elementos con interés bioldgico tienen dos o
més isotopos estables (por ejemplo *2C y *C para carbono, **N y *N para nitrégeno) y
usualmente uno de estos isétopos esta presente en abundancia mucho mayor que el isétopo

“pesado” (Ehleringer y Rundel, 1989). Una vez analizados, los valores isotopicos se
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expresan en notacion delta (8) simplemente para indicar que el valor reportado es una
proporcion de is6topos que se compard con un estandar. Los isdtopos son parte integral
natural en los tejidos organicos pero también pueden ser adicionados a cierto componente a
fin de marcarlo o enriquecerlo isotdpicamente. En contraste con los radio-isétopos, los
is6topos estables no presentan peligro, nos son invasivos y varias estimaciones pueden
efectuarse sobre una poblacién, individuo o tejido especifico. La disponibilidad de estas
técnicas y equipos de laboratorio cada vez mas sensibles, ha permitido trazar el destino de
estos isotopos dentro de diversos organismos consumidores; por lo tanto, es posible estimar
la ingestion, la asimilacion y las tasas de recambio metabdlico elemental por medio de
métodos directos en lugar de las técnicas indirectas usadas tradicionalmente (Verschoor et
al., 2005). El uso de proporciones de isotopos estables como trazadores nutricionales se
presenta como una poderosa herramienta para estimar procesos, conexiones y flujos de
energia dentro de sistemas acuéaticos (Michener y Schell, 1994). Esto es posible debido a
que la firma isotopica de un organismo consumidor refleja el perfil isotopico del material
asimilado y provee informacion sobre la alimentacion en un periodo de tiempo (Peterson y
Fry, 1987). La proporcién isotopica natural de un elemento puede ser entonces utilizada
para evaluar contribuciones dietarias e inferir relaciones tréficas (DeNiro y Epstein 1978,
1981; Van der Zanden et al., 1999). En nutricion acuicola, esta relacion se ha utilizado
previamente para identificar componentes dietarios contribuyentes al crecimiento de los
organismos en estanques acuicolas (Schroeder, 1983; Nunes et al., 1997; Burford et al.,
2004; Gamboa-Delgado, 2014) y en sistemas de cultivo larval (Schlechtriem et al., 2004;
Jomori et al., 2008; Gamboa-Delgado et al., 2008; Gamboa-Delgado y Le Vay, 2009b). La
estimacion de incorporacion de nutrientes utilizando is6topos estables tiene también varias
aplicaciones précticas en la estimacion del desempefio nutricional que presentan diversos
ingredientes propuestos para reducir o sustituir la harina de pescado como fuente de

proteina en dietas acuicolas (Gamboa-Delgado y Le Vay, 2009a).

Experimentos en laboratorio
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Diversos ensayos en laboratorio han tenido como objetivo evaluar la contribucion
nutricional del alimento natural y del alimento artificial. Por ejemplo, en el caso de la etapa
de cultivo larvario, estos experimentos han demostrado que en larvas y postlarvas de
camarones y peces, la incorporacion del carbono dietario proveniente de presas vivas
(Artemia y rotiferos) es significativamente mayor que la incorporacion de carbono dietario
suministrado por el alimento artificial (Gamboa-Delgado et al., 2008; Gamboa-Delgado y
Le Vay, 2009b). De la misma forma, como se describe a continuacién, se ha determinado
en camarones juveniles co-alimentados con alimento artificial y biomasas de macroalga
viva, que la contribucion nutricional de esta ultima es mucho mayor. Sin embargo, altas
cantidades de nutrientes suministrados por la macroalga no producen un aumento rapido de
tamafo corporal debido a la restriccion de nutrientes en U. clathrata (bajo contenido de

lipidos y energia) (Gamboa-Delgado et al., 2011).

Evaluacion de la incorporacion de nutrientes en camardn blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei co-alimentado con biomasa viva de macroalga Ulva clathrata y

alimento inerte

Con el objetivo de determinar la contribucion nutricional del carbono y nitrégeno dietario
suministrados por medio de co-alimentacion de biomasa viva de macroalga Ulva clathrata
y alimento inerte, camarones juveniles Litopenaeus vannamei de 0.2 gramos fueron
cultivados bajo regimenes de alimentacion en los cuales 75, 50 and 25% de la biomasa de
macroalga consumida diariamente fue sustituida con alimento artificial. Tratamientos con
animales recibiendo solamente alimento artificial (1001) y biomasa de macroalga (100U)
también fueron establecidos a fin de obtener controles isotopicos positivo y negativo,
respectivamente. El experimento por lo tanto consistio en cinco regimenes de alimentacion
establecidos por duplicado en acuarios de 60 | conectados a un sistema de recirculacion de
agua marina artificial y bajo parametros controlados. La presencia de macroalga fue
constante (suministrada entre sustratos plasticos) y el alimento artificial se supli6 dos veces
por dia. Muestras de alimento artificial, macroalga y tejido muscular de camarén fueron
colectadas en 6 diferentes tiempos, secadas a 60 °C durante 24 horas y homogeneizadas

utilizando un mortero y pistilo. Muestras de 1 mg fueron enviadas para analisis elemental e
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isotopico dual (carbono y nitrégeno) a niveles de abundancia natural en el Departamento de
Ciencias de las Plantas de la Universidad de California (Davis, CA, EU). A fin de examinar
diferencias entre los contenidos elementales de carbono y nitrégeno y sus respectivos
valores isotopicos medidos en la macroalga y el alimento artificial, se realizaron
comparaciones por medio de pruebas t de Student. Por otro lado, pruebas ANOVA fueron
aplicadas para detectar diferencias en supervivencia, ganancia de peso y valores isotopicos
en los camarones. Comparaciones multiples por medio de la prueba de Tukey fueron
efectuadas cuando fue requerido. Pruebas de bondad de ajuste fueron aplicadas para
determinar si la proporcion de nutrientes ofrecidos en los regimenes alimenticios fue

similar a las proporciones observadas en tejido muscular y cuerpo completos de camarones.

Las mayores tasas de crecimiento fueron observadas en camarones alimentados bajo un
régimen 75% alimento / 25% macroalga, seguidos por camarones alimentados solamente
con alimento artificial. Animales alimentados solamente con suministro de macroalga

mostraron un minimo crecimiento (Tabla 6).
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Tabla 6. Crecimiento, tasa de supervivencia y consumo de alimento estimado (peso seco)
por juveniles de camardn Litopenaeus vannamei mantenidos bajo diferentes regimenes de

alimentacion por 28 dias (n= 8-20, valor medio £DE).

Régimen Supervivencia Peso himedo Incremento en Alimento Inerte Macroalga
(%) (mg) peso (%) consumido (g) consumida (g)
100A 95 +13? 995 + 289% 429 0.94 -
75A/25U 93 +11°% 1067 + 364% 467 0.81 0.40
50A/50U 78 £11%° 768 + 273% 308 0.43 0.44
25A/75U 60 + 21° 424 + 207" 125 0.14 0.65
100U* 23 £ 4° 221 +49° 18 - 1.32

Peso htimedo inicial = 188 £28 mg.
Diferentes letras indican diferencias significativas a un nivel p<0.05.

* Pardmetros en animales en régimen 100U fueron estimados en el dia experimental 21.

Al final del experimento, los valores isotdpicos de carbono y nitrogeno (613C and 8"°N) en
el tejido de camaron estuvieron fuertemente sesgados hacia los valores isotdpicos de la
macroalga U. clathrata., de esta forma indicando una alta proporcion de carbono y
nitrégeno dietario asimilados a partir de esta ultima (Figura 11).
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Figura 11. Grafica dual para valores isotopicos (%o) de carbono y nitrogeno en cuerpos
completos y tejido muscular de camaron blanco L. vannamei alimentados con diferentes
proporciones de de alimento inerte y biomasa viva de macroalga U. clathrata. 100F y 100U
corresponden a los valores isotdpicos de camarones alimentados exclusivamente con
alimento inerte y macroalga, y por lo tanto son considerados como valores isotopicos
corregidos para ambas fuentes nutricionales. Distancias mas cercanas a estos puntos

representan mayores contribuciones de esa fuente. n= 2-4, valores medios +DS.

Resultados a partir de un modelo de mezclado isotdpico indicaron que las contribuciones de
carbono fueron 52% a partir del alimento inerte y de 48% a partir de la macroalga en los
animales alimentados bajo el régimen 75% alimento / 25% macroalga. Animales que
recibieron proporciones de alimento inerte de 50% y 25% incorporaron la mayoria de
nitrogeno dietario a partir de la macroalga; sin embargo, las altas proporciones de
incorporacion de nitrogeno dietario a partir de la macroalga no fueron reflejadas en altas
tasas de crecimiento en estos Gltimos tratamientos. El analisis proximal de la biomasa de

macroalga reveld un bajo contenido de lipidos (1.5%) y energia, lo cual puede parcialmente
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explicar el menor desempefio bioldgico observado en los camarones alimentados solamente
con macroalga o altas proporciones de esta. Se estimaron las tasas de recambio metabdlico
del nitrogeno y el carbono (datos no mostrados) y ambas fueron muy altas en organismos
en el régimen incluyendo solamente macroalga. Este hecho apunta hacia un incremento del
metabolismo cuando hay una restriccion de nutrientes especificos (menor deposicién de
carbono y nitrogeno en tejido, mayor uso para mantenimiento de funciones vitales). Los
valores isotopicos para carbono y nitrogeno medidos en el alimento artificial (813C: -23.0
%o, 8°N= 9.7%0) y en la macroalga (6°C= -13.1%o, 8°N= -3.5%0) fueron muy
contrastantes. Adicionalmente, ambos tipos de alimento rapidamente reflejaron sus valores
isotopicos en el tejido de camardn, por lo tanto, fue posible estimar exitosamente las

contribuciones nutricionales al crecimiento.

El fomento y monitoreo constante de la productividad natural de los estanques de cultivo
asegura la presencia constante de alimento suministrado por la biota natural. Varios
estudios que han utilizado is6topos estables como trazadores indican que al final de los
ciclos de cultivo (tanto larvario como de engorda), la mayor parte del nitrégeno y carbono
dietario es suministrado por el alimento natural (Gamboa-Delgado, 2014). Sin embargo, a
pesar de que el alimento artificial contribuye con menores proporciones al contenido
estomacal, su aporte al crecimiento es mayor debido a su comparativamente alta
digestibilidad y alto contenido de proteina. Por lo tanto, el alimento artificial representa un
excelente suplemento alimenticio en las operaciones de produccion tipo semi-intensivo.
Los valores isotopicos presentes a niveles de abundancia natural en los camarones y en sus
dietas naturales pueden proveer informacion relevante para elucidar el flujo y la
incorporacion de nutrientes que contribuyen al crecimiento, definiendo a la vez periodos en
los cuales los organismos se encuentran fisiolégicamente mejor preparados para ingerir y
asimilar nutrientes. Las evaluaciones nutricionales usando is6topos estables proveen una
atil herramienta analitica para interpretar la fisiologia digestiva de organismos acuaticos,
siendo de particular asistencia en estudios de nutricion enfocados a determinar las
contribuciones dietarias que ofrecen los diversos elementos de la productividad natural en

los estanques de cultivo.
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La posibilidad de manipular los perfiles isotopicos de ingredientes, dietas inertes y alimento
vivo, presenta una oportunidad adicional para incrementar la resolucién en tales estudios.
La creciente adopcién del uso de analisis isotopicos de compuestos especificos,
particularmente para aminodcidos, representa una oportunidad para incrementar el
conocimiento actual de la utilizacion de nutrientes especificos. La disponibilidad comercial
de sustratos especificos (aminoacidos, &cidos grasos, colesterol, vitaminas, etc.) pre-
marcados hasta con isétopos pesados, aumenta las posibilidades de aplicacion en estudios

sobre la fisiologia nutricional de especies acuaticas.
Conclusion

Las algas marinas del genero Ulva, en especial Ulva clathrata cultivada en México, tienen
un amplio potencial para ser utilizadas como aditivos funcionales o nutracéuticos en
alimentos para camardn, por su contenido natural de compuestos antimicrobianos,
antioxidantes, hepatoprotectores, estimulantes del sistema inmune y antioxidante. Las
evidencias presentadas muestran que al suplementar estos aditivos en las dosis apropiadas
se promueven diversas funciones como la ingesta, la eficiencia en la utilizacion del
alimento, el crecimiento, y la salud del tracto digestivo. Asi mismo, a través de la accion
sinérgica de estos productos (antibacteriana y antioxidante) y de su accion estimulante
sobre los mecanismos propios de defensa de los camarones (sistema enzimatico inmune y
antioxidante), se logra un aumento en la resistencia a enfermedades y un efecto protector al
estrés oxidativo que puede generar beneficios en las diferentes etapas del cultivo
(maduracién, desarrollo larvario, engorda). En especial, la amplia capacidad antioxidante
de estas algas favorece las diferentes funciones fisioldgicas ligadas al metabolismo de
lipidos como la maduracion y sobrevivencia larvaria, al eliminar o neutralizar los radicales
libres generados por factores que producen estrés oxidativo. El analisis de la expresion
diferencial por secuenciacion masiva de transcriptoma de hepatopancreas de camarones
alimentados con o sin el alga y la demostracion de las altas contribuciones nutricionales
que genera el consumo del alga a partir de analisis isotopicos, estd permitiendo mejorar el
entendimiento del modo de accidon de estos aditivos. Sin embargo, aun son necesarios

estudios para caracterizar productos activos, definir dosis 6ptimas, desarrollar productos de

Cruz et al. 2013. Avances en la VValoracién de Macroalgas del Género Ulva como Nutracéutico en Litopenaeus vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Alvarez-Gonzélez, C. (Eds), Contribuciones Recientes
en Alimentacién y Nutricién Acuicola, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, pp. 553-598.



590

actividad constante y definir formas optimas de aplicacion; en especial el estudio de la
variacion estacional del contenido de los compuestos activos permitira en el caso de la Ulva
clathrata (producida por acuacultura) cosechar y procesar el alga de la forma mas
adecuada para explotar de manera més eficiente las propiedades funcionales de este aditivo

en la produccién de camaron.
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