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RESUMEN

La utilizacién de nuevas tecnologias para el cultivo de algas en México, ha
permitido el inicio del cultivo comercial del alga verde Ulva clathrata, también llamada
Enteromorpha clathrata o cominmente conocida como Ao-nori, la cual posee una
composicion quimica con compuestos Unicos dificiles de encontrar en otras fuentes
dietarias. En el presente trabajo se describe la composicion quimica de U. clathrata
cultivada y su variacion en funcion de las condiciones de cultivo y de procesamiento, su
potencial como ingrediente practico en dietas y en cocultivo con camarén Litopenaeus
vannamei, asi como su potencial efecto antiviral contra el virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV). Dentro la composicién quimica (en base seca) de la U.
clathrata, se destaca una concentracion alta de proteina (entre 16 y 27%), rica en fibra
dietética (30%), minerales (hasta 49%), carotenoides (hasta 450 mg kg™), y lipidos de
las familias de omega 3 'y 6 (27% del total de lipidos), la mejor composicién quimica en
cuanto a contenido de proteina y de &cidos grasos poliinsaturados se presenta en los
sistemas de cultivo de mediana escala, con luz natural y fertilizacion estrictamente
controlada. La inclusion de harina de U. clathrata en alimentos para camaron resulta en
una mejora en la estabilidad del pelet en el agua con mayor capacidad de absorcion de
agua. Se evidencia que los procesos térmicos de deshidratacion y de peletizacion,
disminuyen el valor nutricional de U. clathrata para el camardn. La inclusién de 6%
harina de U. clathrata en el alimento artificial, mejora la digestibilidad aparente de la
proteina de la dieta. En medio controlado, se demuestra que la U. clathrata fresca tiene
“per se” un efecto promotor del crecimiento como alimento natural complementario y
este efecto se manifiesta aun en ausencia de produccion natural aunque de manera
menos eficaz. Por medio del andlisis de isotopos estables, se demuestra una mayor
contribucion de carbono, nitrogeno y de materia seca en el camarén (crecimiento y
recambio metabolico) a partir de la U. clathrata fresca respecto al alimento artificial. Se
comprueba que el cocultivo de U. clathrata y camardn es una alternativa sustentable
para reducir la necesidad de alimento artificial, mejorar la calidad de agua en los
estanques y para mejorar la calidad del camaron cosechado como producto final. El
consumo de U .clathrata resulta en una reduccion en el contenido de lipidos y un
aumento en la pigmentacion de los camarones. Los polisacéridos sulfatados de la U.
clathrata presentan actividad antiviral contra macha blanca, sin embargo esta
observacion no es concluyente. Un analisis de expresion diferencial por medio de un
microarreglo, permite correlacionar algunos de los resultados de las pruebas in vivo con
la expresion de algunos genes en los camarones.
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ABSTRACT

The use of new technologies for the cultivation of seaweeds in Mexico, has
allowed the beginning of commercial cultivation of green alga Ulva clathrata, also
called Enteromorpha clathrata or commonly known as Ao-nori, which has a unique
chemical profile difficult to find in other dietary sources. The present work describes the
chemical composition of U. clathrata produced by aquaculture, its potential use as
practical foodstuff in diets and co-culture with white shrimp Litopenaeus vannamei, and
its potential as antiviral against white spot syndrome virus (WSSV). Within the chemical
composition (dry basis) of the U. clathrata, stands a high concentration of protein (16 to
27%), high in dietary fiber (30%), minerals (up to 49%), carotenoids (up to 450 mg kg
1, and lipids of omega 3 and omega 6 families (27% of total lipids), being the medium
scale crop system (natural light and strictly controlled fertilization) the best production
method for chemical composition in terms of content of protein and polyunsaturated
fatty acids. The inclusion of U. clathrata meal in shrimp feed results in improved pellet
stability in water with higher water absorption capacity. It is evidenced that thermal
processes of dehydration and pelletization can affect the nutritional value of U. clathrata
on shrimp. The inclusion of 6% U. clathrata meal in the artificial feed improves the
protein digestibility of the diet. In a controlled environment, it is shown that fresh U.
clathrata has “per se” a promoting effect on growth as natural complementary feed, and
this effect is manifested even in the absence of natural production but less effectively.
Through the analysis of stable isotopes, it was shown that a greater contribution of
carbon, nitrogen and dry matter was supplied to shrimp (growth and metabolic turnover)
from fresh U. clathrata with respect to artificial feed. It is shown that co-culture of U.
clathrata and shrimp is a sustainable alternative to reduce the need for artificial feed,
improve water quality in ponds and improve the quality of shrimp harvested as a final
product. Consumption of U. clathrata results in a reduction of lipid content and an
increase of shrimp pigmentation. Apparently, sulfated polysaccharides from U. clathrata
have antiviral activity against white spot virus, but this observation is not conclusive. An
analysis of differential expression using a microarray was performed in order to
correlate some of the results of the assays in vivo with the expression of some genes in
shrimp.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura es una practica en constante crecimiento que inclusive para algunas
especies, ha llegado a ser superior en produccion a lo obtenido por captura (pesca). En el
caso del camardn, la produccidon total de camaron por acuacultura a nivel mundial se
estimo6 en 3.4 millones de toneladas para el afio 2008 (FAO, 2008), siendo el camaron
blanco Litopenaeus vannamei la especie mas utilizada representando un 70% del total de
especies cultivadas. México ocupa el segundo lugar en el continente americano después
de Ecuador, con una producciéon total de camaron blanco de 130,000 toneladas
registradas para el 2008 (FAO, 2008). En produccion de macroalgas marinas, el cultivo
contribuye con mas del 90% de la demanda global, siendo el resto colectada del medio
natural (FAO, 2004). Las macroalgas han sido utilizadas con muchos propdsitos
diferentes, mayormente para consumo humano, pero también como ingredientes
préacticos en alimentos tanto para animales terrestres como acuaticos. Ulva clathrata, es
una macroalga verde de la familia Ulvaceae, con distribucion mundial que en su
composicion quimica posee compuestos Unicos 0 que no se pueden encontrar
comUnmente en otras fuentes dietarias como: minerales, pigmentos naturales, vitaminas
e incluso polisacaridos sulfatados de los cuales se ha reportado un efecto antiviral contra

virus envueltos de DNA.

Aun y cuando la produccion global y nacional de camardn se ha ido
incrementando a travées de los Gltimos afios, es de considerar para futuras proyecciones,
los retos que se avecinan con el alza de precios y escasez de ingredientes practicos como
la harina de pescado, y también la constante problematica de las patologias como la
infeccion con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés)
las cuales generan grandes pérdidas economicas para los camaronicultores. La
utilizacion de algas marinas incluyendo Ulva clathrata, como insumo en alimentos para
camardn o la implementacién de nuevas tecnologias para la integracion de cultivos
acuicolas, como el de camardn y Ulva, abre ampliamente una gama de posibilidades
para el desarrollo de alimentos de mejor calidad fisica y nutricional, y/o elevar la

productividad de las granjas camaronicolas con procesos mas sustentables. Por lo tanto,
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la finalidad de este proyecto de tesis fue, la de explorar el potencial del uso de la
macroalga verde Ulva clathrata en la fase de engorda en el cultivo de camardn blanco

del pacifico Litopenaeus vannamei.

Se realiz6 la caracterizacion quimica completa de U. clathrata proveniente de
diferentes sistemas de cultivo, estableciendo los rangos de variabilidad para cada
compuesto. Se determin0 el efecto de diferentes niveles de inclusion de U. clathrata en
el alimento artificial para camaron, determinando su estabilidad en el agua, asi como el
efecto en la digestibilidad de la dieta y sobre parametros zootécnicos en el camarén L.
vannamei. Se llevaron a cabo bioensayos para determinar la contribucion nutricional de
U. clathrata fresca en el camardn en condiciones controladas de laboratorio. Se llevaron
a cabo pruebas de cocultivo de Ulva/camardn en tanques piloto al exterior. Se determind
el efecto del consumo de U. clathrata fresca y en forma de harina, sobre la composicion
bromatoldgica, perfil de lipidos y pigmentacion del camaron. Se probaron tanto la harina
entera de U. clathrata como un extracto de las misma, como agente antiviral contra
WSSV. Se analizd el efecto del consumo de U. clathrata, sobre la expresion diferencial
de 292 genes en el hepatopancreas de camardn, con la finalidad de relacionar estos

resultados con los obtenidos en la pruebas in vivo.

Los resultados de este estudio muestran que la macroalga Ulva clathrata
producida por acuacultura, es una alternativa real para mejorar el rendimiento del cultivo
y calidad del camarén Litopenaeus vannamei, generando beneficios econdémicos y

ambientales para México y los paises productores de camaron.



2. HIPOTESIS

2.1 Hipotesis general

La productividad del cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei se vera

mejorada con la incorporacion de Ulva clathrata en la dieta del camaron.

2.2 Hipotesis particulares

Vi.

Vii.

viii.

La composicion quimica de U. clathrata cultivada presenta una alto valor
nutricional para el camaron.

La inclusion de harina de U. clathrata en el alimento mejora el crecimiento y otros
parametros zootécnicos del camaron.

El procesado de U. clathrata y del alimento puede modificar el valor nutricional
del alga en el camarén.

La digestibilidad aparente del alimento se ve mejorada con la inclusion de U.
clathrata.

El consumo de U. clathrata fresca en condiciones controladas de laboratorio
mejora el crecimiento y otros parametros zootécnicos del camardn, ademas de
modificar el perfil y contenido de acidos grasos y esteroles en el musculo de
camaron.

El cocultivo de U. clathrata y camar6n es una alternativa sustentable para la
produccion de camaroén.

La contribucién nutricional de U. clathrata fresca es similar a la del alimento
artificial en el camarén.

La inclusion de harina o un extracto de U. clathrata en el alimento tiene un efecto
antiviral contra WSSV en el camaron

El consumo de U. clathrata fresca modifica la expresion de genes de respuesta

inmune en el hepatopancreas de camaron.



3.1

3.  OBJETIVOS

Objetivo general

Definir el potencial del uso de la macroalga Ulva clathrata cultivada, en el cultivo

de camaron blanco del pacifico Litopenaeus vannamei.

3.2

VI.

VII.

VIII.

XI.

Objetivos particulares

Determinar la composicion quimica de U. clathrata de diferentes lotes de cultivo
Evaluar el efecto de la inclusion de harina de U. clathrata en el alimento sobre
parametros zootécnicos del camaron

Evaluar el efecto del procesado de U. clathrata y del alimento sobre pardmetros
zootécnicos del camaron

Determinar la digestibilidad aparente del alimento con inclusion de U. clathrata
Evaluar el efecto del consumo de U. clathrata fresca en condiciones controladas
de laboratorio sobre parametros zootécnicos del camaron

Evaluar efecto del consumo de U. clathrata fresca sobre los acidos grasos y
esteroles en el musculo de camardn

Evaluar el cocultivo de U. clathrata y camarén en tanques piloto a temperatura
promedio de 28°C (primavera)

Evaluar el cocultivo de U. clathrata y camaron en tanques piloto a temperatura
promedio de 30°C (verano)

Determinar las contribuciones nutricionales de carbono y nitrégeno en el camaron
a partir de U. clathrata y alimento artificial, mediante el analisis de isotopos
estables

Evaluar el efecto antiviral de harina entera y extracto de U. clathrata en el
alimento contra WSSV

Determinar la expresion diferencial de 292 genes de hepatopancreas de camaron

bajo consumo de U. clathrata y alimento artificial



4. ANTECEDENTES

4.1 Aspectos generales de la biologia y cultivo de Litopenaeus vannamei

El camardn blanco del pacifico, Litopenaeus vannamei, es la especie mas cultivada
en el mundo. Es un crusticeo decapodo de la familia de los peneidos, nativo de la costa
oriental del Océano Pacifico, desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica
hasta Tumbes en Per(, en aguas cuya temperatura es normalmente superior a 20 °C
durante todo el afio (FAO, 2006).

Como caracteristicas morfoldgicas tiene un rostrum moderadamente largo con 7—
10 dientes dorsales y 2—4 dientes ventrales. En el caso de los adultos, los machos
maduran a partir de los 20 g presentando un petasma simétrico y semi abierto con
espermatoforos complejos (masa espermatica encapsulada), mientras que las hembras
maduras, a partir de los 28 g, tienen el télico abierto. Las etapas larvarias se dividen en
seis: nauplios, tres proto-zoeas, y tres etapas de mysis. Normalmente su coloracion es
blanca translucida pero puede dependiendo del sustrato, la alimentacion y la turbidez del
agua (FAO, 2006). Los camarones adultos pueden llegar a una talla maxima de 23 cm.

En la actualidad, la acuacultura es una actividad productiva de rapido crecimiento,
donde especificamente el cultivo de camar6dn representa una industria econémicamente
importante a nivel mundial incluyendo paises Latinoamericanos y del Caribe (Wurmann
et al.,, 2004). Dentro de los principales paises productores se encuentran: China,

Tailandia, Indonesia, Brasil, Ecuador, México, India, entre otros (Figura 1).

Figura 1. Principales paises productoes de L. vannamei (Estadisticas Pesqueras de la
FAO, 2006)



México es el segundo productor del continente Americano después de Ecuador. En
2008 se reportd en nuestro pais, una produccion total de 187 mil toneladas de camarén,
de las cuales 128 mil toneladas que representan el 69%, se produjeron a traves de la
acuacultura, correspondiendo el resto a captura tanto en altamar como en ribera
(CONAPESCA, 2009).

Los sistemas de cultivo de camaron se pueden clasificar segin el grado de
tecnificacion asi como de densidad de siembra en los estanques (Parker et al., 1974;
FAO, 1988). En la actualidad, todo el ciclo de cultivo se lleva a cabo de forma

controlada desde la reproduccion hasta las cosecha del camaron (Figura 2).
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Existen trabajos donde se describe el potencial del uso de sistemas integrados para
mejorar la sustentabilidad y rendimiento de los cultivos (Chopin et al., 2001; Neori et
al., 1998, 2008; Reid et al., 2007). En el caso del camaron se han reportado policultivos
con tilapia (Muangkeow et al., 2007; Yuan et al., 2010), pepino de mar (Purcell et al.,
2006) y algas marinas, estas Ultimas como controladores de la calidad de agua (Marinho-
Soriano et al., 2002; Paul y de Nys, 2008; Mai et al., 2010).

4.1.1 Importancia de WSSV en el cultivo de camarén

El virus del sindrome de mancha blanca 6 WSSV (White Spot Syndrome Virus,
por sus siglas en inglés) es un virus circular envuelto no-ocluido, de doble cadena de
DNA, de forma baciliforme a eliptica, dotado de un apéndice (Chou et al., 1995;
Escobedo-Bonilla et al., 2008). Los viriones pueden medir entre 210 y 380 nm de largo
y entre 70 y 167 nm de ancho (Escobedo-Bonilla et al., 2008) (Figura 3).

Nucleocépside Envoltura

3 .
- > .
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Figura 3. a) Imagen modificada de Durand et al.(1996) que muestra los viriones del
virus WSSV b) Esquema de la estructura de viral de WSSV

El virus WSSV es considerado una amenaza a la industria de la camaronicultura
debido a su gran capacidad infectiva con mortalidades que pueden llegar hasta el 100%
(Sahul et al., 2001). La enfermedad se caracteriza por la aparicion de manchas blancas
en el exoesqueleto del camardn infectado, ademas de observarse una reduccién
considerable de consumo de alimento, letargo, coloracion entre rosada y rojiza-café
debido a la expansion de cromatoforos cuticulares y escasas manchas blancas (Lightner
etal., 1998).
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Existen algunas recomendaciones para prevenir la infeccion por WSSV en las
granjas camaronicolas: uso de cepas libres de patogenos especificos (SPF); lavar y
desinfectar los huevos/nauplios con yodo, formalina;, tamizar y separar los
reproductores, los nauplios, las postlarvas y los juveniles; evitar cambios bruscos de
calidad del agua; mantener temperatura del agua >30 °C; evitar el estrés; evitar uso de
alimentos frescos; minimizar recambio de agua para evitar entrada de portadores de
virus; tratamiento a estanques e incubadoras infectados con cloro a 30 ppm para matar el
camaron infectado y a los portadores; desinfeccion de equipo (FAO, 2006). Por otro
lado, existe investigacion encaminada al combate y prevencion de la infeccion de WSSV
por medio de vacunas a partir de proteinas de envoltura del virus (Du et al., 2006; Jha et
al., 2006; Ning et al., 2009), anticuerpos especificos de animales inmunizados (Lu et al.,
2008), ARN de interferencia (Westenberg et al., 2005; Xu et al., 2007) extractos de
diferentes plantas (Balasubramanian et al., 2007; Rameshthangam y Ramasamy, 2007) y
polisacaridos sulfatados de algas marinas como el fucoidan (Takahashi et al., 1998;
Cruz-Suarez et al., 2000).

4.2 Aspectos generales de la biologia y cultivo de Ulva clathrata

La utilizacion global de macroalgas va en acenso, y en términos de biomasa
cosechada por afio, las macroalgas estan entre las méas importantes de los organismos
marinos cultivados. De acuerdo con la FAOQ, entre 1981 y 2002, la produccion total de
macroalgas se increment6 de 3 millones de toneladas a cerca de 13 millones de
toneladas (en peso humedo). En general, los bancos naturales de algas marinas
viablemente cosechables, son insuficientes para cubrir la creciente demanda mundial,
como consecuencia, el cultivo de estas algas contribuye ahora con méas del 90% de las
necesidades de mercado global (McHugh, 2003). Por otro lado, el cultivo de algas
constituye uno de las principales producciones por acuacultura a nivel global, teniendo
un minimo de requerimientos energéticos con un impacto ambiental muy bajo o nulo. Se
tiene un estimado (en los trépicos) de 2.5 toneladas por hectarea de rendimiento por cada
tres meses de cultivo, superando el potencial de captura de carbono que con cualquier
otra actividad agricola en una superficie equivalente (FAO, 2010). Las macroalgas

marinas mas explotadas son las algas cafés con 6 millones de toneladas, seguido por las
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algas rojas con 3 millones de toneladas y en una porcion menor las algas verdes con
menos de 100,000 toneladas (Barsanti y Gualtieri, 2006).

La macroalga verde Ulva clathrata (Figura 4), es una alga marina de la familia de
las Ulvaceas y cuya distribucion es mundial. Es de talo laminar, tubular, mas estrecho en
la zona basal y formado por dos capas de células, mide hasta 40 cm de largo. También
conocida como Enteromorpha clathrata (Hayden et al., 2003) 6 cominmente llamada
Aonori en paises asiaticos como Japon, donde es consumida de forma masiva. Esta alga
ha demostrado ser de gran potencial para el desarrollo de cultivo debido a sus
caracteristicas de rapido crecimiento y con un rango amplio de tolerancia a salinidades y
temperaturas (Moll y Deikman, 1995).

En México actualmente se ha iniciado la explotacion y el cultivo de esta alga con
fines de uso comercial, tanto para nutricion humana como animal. La tecnologia del
cultivo de esta alga, ya patentada por la empresa Aonori Aquafarms (antes Sinaloa
Seafields), es por medio de una cepa seleccionada (Moll, 2004) cultivada en laboratorio
para posteriormente ser crecida en estanques, del mismo tipo que los utilizados en el

cultivo de camardn y otras especies marinas.

Divisién: Chlorophyta
Clase: Ulvophyceae
Orden: Ulvales
Familia: Ulvaceae
Genero: Ulva
Especie: clathrata

Figura 4. Macroalga verde Ulva clathrata



4.2.1 Composicion quimica y valor nutricional de algas del genero Ulva

Las algas marinas pertenecientes a la familia de las Ulvaceas tiene una
composicion quimica interesante que las hace atractivas para su explotacion comercial
en distintas areas como la nutricional, farmacoldgica, cosmética, entre otras. Son
utilizadas actualmente como alimento en el continente Asiatico, y como suplemento
nutricional en China, Japon, EUA, Francia y Chile; el género Ulva es utilizado para
preparar “Aonori” (laminas delgadas de alga deshidratada), el cual es incluido en una
gran variedad de platillos, como ensaladas, sopas, galletas y condimentos (Aguilera-
Morales et al., 2005).

Aunque la composicion de las algas del genero Ulva de ciertas regiones del mundo
han sido documentadas, la investigacion se ha centrado especialmente en las especies U.
lactuca, U. pertusa, U. fasciata, U. rigida, E. flexuosa, E. intestinalis y E. compressa.
Pocos estudios se han hecho sobre especimenes cultivados; sin embargo se han llevado a
cabo numerosos trabajos de algas colectadas de costas y lagunas, donde la composicion
quimica varia dependiendo de la temporada y distribucion geografica, siendo la
temperatura, salinidad, luz y disponibilidad de nutrientes los principales factores
ambientales que afectan su composicion (Ito y Hori, 1989; Marinho-Soriano et al.,
2006). Ademas de los factores ambientales, el manejo y el método de secado, pueden
modificar el valor nutricional y las propiedades fisicoquimicas de las algas (Wong y
Cheung 2001). En la Tabla 1 se presentan la composicion bromatolégica de algas del
genero Ulva colectadas del medio natural y de cultivo.

El contenido de proteina en las algas verdes puede ser variado, con valores que
van desde 7 a 29% de proteina cruda en base seca (Hashim y Mat-Saat, 1992; Wahbeh,
1997; Ventura y Castafion, 1998; Wong y Cheung, 2000, 2001; Aguilera-Morales et al.,
2005; Marsham et al., 2007), llegando a ser 2 6 3 veces mayor que lo encontrado
comunmente en algas cafés (Burtin, 2003). En la mayoria de las algas, el acido aspartico
y el acido glutamico constituyen gran parte de los aminoacidos totales, en el caso de las
algas verdes, se ha reportado el nivel de estos dos aminoacidos entre 26 y 32% del total
de aminoéacidos en las especies U. rigida y U. rotundata respectivamente (Fleurence et
al., 1995). En el caso de amino&cidos esenciales para camaron, se ha reportado valores
de 1.77, 6.33 y 5.14% del total de amino&cidos para metionina, lisina y arginina
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respectivamente, en la especie Ulva lactuca (Mai et al., 1994). Aguilera-Morales et al.
(2005) encontraron que en Enteromorpha sp., 9 de los 10 aminoacidos esenciales estan

presentes en mayor proporcion en la proteina del alga que en la proteina de soya.

Tabla 1. Composicion bromatoldgica de algas del genero Ulva, extraidas del medio

natural y de cultivo (g 100 g™* en base seca)
Proteina Lipidos

Especie Fibracruda Ceniza ELN
cruda totales
17.8™ 17.5'
29", 21.1 m g of o
AEe 10, 0.57, 1.7, m 13-22%,21.3,
U. lactuca 15625 ,i10 16' 0.6-0.7° 2.8", 23.6 21a,
215, 7.1 b
20
. 5.9-6.4°, 1.7"0.3-0.6°, h . 0
. U. rigida 205 186° 14 2.0° 4.7 52-47 56.1
Medio
natural U. pertusa 20¢, 26¢ 29.9%
U. fasciata 14.3° 1.8° 46.7°
U. reticulata 16.7° 2.0° 57.9°
Cultivada U. clathrata 27.2" 1.1" 5.4" 18.6" 47.8"

*Paine y Vadas (1969); "Carefoot (1973); “Arasaki y Arasaki (1983); “Nisizawa et al. (1987); ®Indeergard
y Minsaas (1991); "entura y Castafién (1998); °Foster y Hodson ﬂ1998); "/entura et al. (1994); ‘Wong y
Cheung (2000); ‘Lamare y Wing (2001); “Pengzhan et al. (2003); 'Valente et al. (2006); "Marsham et al.
(2007); "Cruz-Suarez et al. (2009); °Kumar et al. (2010).

El contenido de lipidos en las Ulvaceas puede variar entre valores de 0.2 a 5.6%
de acuerdo a las condiciones de cultivo y la temporada del afio en que se cosechan
(Wong y Cheung, 2000; Carrillo-Dominguez et al., 2002; Aguilera-Morales et al., 2005;
Marsham et al., 2007; Shanmugan y Palpandi, 2008; Kumar et al., 2010). Aun y cuando
el contenido total de lipidos de las Ulvas puede ser relativamente bajo (<6%), se ha
reportado que son ricas en acidos grasos poliinsaturados del tipo omega 3 y omega 6
(Wahbeh 1997; Aguilera-Morales et al., 2005; Carrillo et al., 2008), los cuales tienen un
papel crucial como componentes de fosfolipidos y como precursores de prostaglandinas
en el camarén (Akiyama, 1991). Para U. lactuca se ha reportado valores de 66.3% de
acidos grasos poliinsaturados del total de &cidos grasos (Wahbeh, 1997). En
Enteromorpha sp. se ha reportado para &cidos grasos esenciales en camardn, valores

entre 6.9% y 9.1% para 18:2n-6, entre 3.5 y 6.4% para 18:3 n-3 y valores entre 2.8 y
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5.7% para 20:5n-3 (Aguilera-Morales et al., 2005). En cuanto a los fitoesteroles
presentes en las Ulvas, el mas abundante es el isofucosterol (Fattorusso et al., 1980;
Siddhanta et al., 2002), sin embargo en algunos casos, el esterol predominante puede ser
el fucosterol segun las caracteristicas del lugar y la época del afio en que se cosecha
(Popov et al., 1985).

El contenido de fibra cruda reportado en harinas de algas verdes va de 2.8 a 5.5%
(Hashim y Mat-Saat, 1992; Wahbeh, 1997; Ventura y Castafién, 1998; Wong y Cheung,
2000, Wong y Cheung, 2001; Aguilera-Morales et al., 2005; Marsham et al., 2007). En
términos de fibra dietaria, esta se puede dividir en dos fracciones, la soluble que es la
fraccion predominante (Mabeau y Fleurence, 1993) y la fraccion insoluble. Se ha
reportado un contenido de fibra soluble en Enteromorpha sp. de entre 17.5y 21.7% de la
materia seca (Aguilera-Morales et al., 2005). En general, el contenido de fibra insoluble
en materia seca varia entre 1 y 8%, pero en algunos casos puede ser mayor al 10%
(Foster et al., 1998; Wong y Cheung, 2000; Marinho-Soriano et al., 2005). Dentro de la
fraccion soluble, encontramos un polisacarido sulfatado llamado ulvan. El ulvan es un
heteropolisacarido, principalmente compuesto por ramnosa, Xilosa, glucosa, acido
glucuronico, acido idurénico y sulfato, con pequefias cantidades de manosa, arabinosa y
galactosa (Lahaye y Jegou, 1993; Jimenez-Escrig y Sanchez-Muiiiz, 2000; Paradossi et
al., 2002).

La fraccion de minerales presente en las Ulvas puede alcanzar méas del 40% de la
materia seca (Tabla 1). El alto contenido de calcio en las algas, hace que sean una de las
mas importantes fuentes vegetales para este mineral, alcanzando hasta un 7% del peso
seco del alga (Burtin, 2003). Enteromorpha sp. tiene un contenido de calcio 28 veces
mas elevado que las espinacas y 26 veces mas que el nopal (Morales de Leon et al.,
2000), ademas en el caso del fosforo contiene mas de 30 veces la cantidad de cualquier
vegetal comun, por lo que se pude considerar seriamente como fuente nutricional para
estos minerales (Aguilera-Morales et al., 2005). Por su alto contenido de yodo, se
consideran como una buena fuente dietaria; entre 13 y 18 mg kg™ en base seca reportado
para U. pertusa (Houa et al., 1997)

En cuanto a vitaminas, se ha reportado valores de vitamina C de 2200 mg kg™ en
U. fasciata (McDermid y Stuercke, 2003) de vitamina A valores de 600-1500 mg kg™
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para Ulva sp. (Darcy-Vrillon, 1993), de vitamina E de 239 mg kg™ para E. compressa
(Mamatha et al., 2007). Por otro lado, la composicién de carotenoides de las algas
verdes es similar a aquella de las plantas superiores: los principales carotenoides
presentes son luteina, B-caroteno, violaxantina, anteraxantina, zeaxantina y neoxantina
(Burtin, 2003), siendo la luteina (pigmento amarillo) la més abundante en U. clathrata y
la cual se tiene evidencia de que puede ser metabolizada por el camarén hasta
astaxantina (pigmento rojo) (Vernon-Carter et al. 1996; Arredondo-Figueroa et al.,
1999; Cruz-Suarez et al., 2009).

4.3 Utilizacion de algas marinas en cultivo de camaron
4.3.1 Estabilidad en el agua de los alimentos

La estabilidad del alimento consiste en la capacidad para mantener la forma y
textura en el agua el tiempo necesario para que el organismo lo consuma. En el caso del
camardn que es una especie con habitos relativamente lentos de consumo, ademas de
manipular el alimento antes de consumirlo, la estabilidad en el agua es de suma
importancia.

La fibra insoluble y soluble de las algas marinas comparten la habilidad de retener
agua y modular la viscosidad (Jimenez-Escrig y Sanchez-Muiiiz, 2000). Sin embargo,
estas caracteristicas varian de acuerdo con la especie en cuestion, contenido de fibra,
proceso de secado y también el tipo de polisacaridos presentes en el alga (Percival,
1968; Sharp, 1987; Rodriguez-Montesinos y Herndndez-Carmona, 1991; Ray y Lahaye,
1995; Jimenez-Escrig y Sanchez-Muiiiz, 2000; Marais y Joseleau, 2001; Obluchinskaia
et al., 2002; Paradossi et al., 2002; McHugh, 2003). Algunos estudios han reportado que
el uso de algas puede ser un excelente aglutinante en alimentos acuicolas, sin embargo el
nivel 6éptimo de inclusion puede variar dependiendo de las especies de algas
(Storebakken 1985; Storebakken y Austreng 1987; Cuzon et al. 1994; Briggs and Funge-
Smith 1996; Pefiaflorida y Golez 1996).

En un estudio de Hashim y Mat-Saat (1992) describen la inclusion de cuatro algas
marinas al 5% en alimento para peces Channa striatus, un alimento con Ulva sp.

presento la mejor estabilidad en el agua despues de una hora de inmersion (1.5% PMS),
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seguido por la harina de Sargassum sp. (1.8% PMS), la harina de Polycavernosa sp.
(1.8% PMS) y la harina de Gracilaria sp. (2% PMS). Pefaflorida y Golez (1996)
reportaron estabilidades en agua entre 93-94% y 88% en dietas para camardn
suplementadas con harinas de Kappaphycus alvarezii y Gracilaria heteroclada después
de una y cuatro horas de inmersion en agua marina. Cruz-Suéarez et al. (2000)
observaron que la inclusion de 3.2% de la harina de kelp en el alimento, resulto en una
mayor estabilidad en el agua (5% PMS) que para las dietas suplementadas con un
aglutinante sintético (9% PMS).

En el caso de la absorcion de agua en los alimentos, se ha reportado que los
fosfolipidos, polisacéridos (Fleury y Lahaye, 1991; Pomeranz, 1991), harina y gluten de
trigo, harina de algas (Cerecer-Cota et al., 2005) y el proceso de extrusion (Hilton et al.,
1981) tienden a incrementar la capacidad de absorcion de agua, mientras que los
aglutinantes artificiales (Cruz-Suérez et al., 2000; Cerecer-Cota et al., 2005) reducen
significativamente la capacidad del alimento para absorber agua. Cruz-Suarez et al.
(2000) observaron una capacidad de absorcién mayor en dietas suplementadas con 3%
de alginato (180%) que en dietas suplementadas con 2 (130%) y 4% (150%) de harina
de kelp. En este mismo estudio se encontrd que la inclusion de un aglutinante comercial
(Maxibond) resulté en una menor absorcién de agua (70%) que la inclusion de 3.2% de
harina de kelp (105%). Wong y Cheung (2000) observaron mayor capacidad de
retencion de agua y de hinchazon en harina de alga Hypnea japonica, conteniendo 7%
de fibra total dietética y 27% de proteina cruda, que las harinas de H. charoides y U.
lactuca, las cuales contienen 18-19% de proteina cruda y 55% fibra dietética total
(FDT).

4.3.2 Parametros zootécnicos y composicién corporal

Ademas de la palatabilidad, otro de los factores determinantes en el consumo de
un alimento artificial para acuacultura, es la atractabilidad, la cual es la responsable de
que el organismo detecte por quimiorecepcion el alimento ofrecido. Se ha reportado que
algunos compuestos de algas marinas, como aminodacidos y fosfolipidos pueden actuar
como atractantes en dietas peletizadas para abulon (Sakata y Ina, 1985; Sakata et al.,
1991). En peces, este efecto atractante se ha observado en dietas suplementadas con
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harina de Ulva sp. (Hashim y Saat, 1992). En general, el uso de harinas de algas marinas
incluidas en el alimento para camaron, reflejan un incremento en el consumo de la dieta
(Cruz-Suarez et al., 2000; Suarez-Garcia, 2006; Cruz- Suérez et al. 2009; Da Silva and
Barbosa, 2009).

Los efectos de las harinas de algas sobre el crecimiento del camar6n son variados.
Pefaflorida y Golez (1996) observaron la mayor ganancia en peso (111%) en camarones
pequefios de P. monodon (200 mg) donde el alimento incluia 5% de harina de
Kappaphycus alvarezii, mientras que el alimento que otorgo menor crecimiento fue el
suplementado con 3% de harina de Gracilaria heteroclada. Sin embargo, en un segundo
ensayo con camarones de 500 mg, no hubo diferencias significativas. Cruz-Suérez et al.
(2000) encontraron diferencias significativas en el crecimiento (53-68%) de juveniles de
L. vannamei alimentados con dietas que contenian con 2 y 4% de harina de kelp
Mexicana (Macrocystis pyrifera), por otro lado, en un ensayo con harina de kelp Chileno
(M. pyrifera) con 4 y 8% de inclusion en la dieta, no se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento de los camarones. Suarez-Garcia (2006) concluyé que la
inclusion de harina de Sargassum sp. (2-4%) o harina de kelp M. pyrifera (4%) produce
un crecimiento similar a un alimento que contiene 3% de alginato puro incluido como
aglutinante. En contraste, Briggs y Funge-Smith (1996) (citados por Pefaflorida y
Golez, 1996) observaron una reduccion significativa en el crecimiento de P. monodon
con dietas con 30% de inclusion de Gracilaria spp.

Las algas son la Gnica fuente de sintesis de carotenoides que tienen los crustaceos
en su ambiente natural, los cuales pueden modificar una gran parte de las xantofilas,
desde poco oxidadas (equinona) de color amarillo, hasta altamente oxidadas
(astaxantina) de color rojizo (Latscha, 1991). Se ha reportado que menos del 20% de los
carotenoides dietarios contribuyen en la pigmentacion de la carne en organismos
acuaticos (Torrissen et al., 1989; Storebakken y No, 1992). Vernon-Carter et al. (1996)
y Arredondo-Figueroa et al. (1999) encontraron que la luteina extraida de Tagetes
erecta, carotenoide mas abundante en la Ulva sp., era metabolizada hasta astaxantina y
depositada en el camardn L. vannamei. En P. monodon no se encontraron diferencias en
la pigmentacion del cuerpo entre las dietas con la microalga Dunaliella salina y
astaxantina pura (Boonyaratpalin et al., 2001).
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El perfil de acidos grasos (FA) y esteroles en diversas especies de camarén de
importancia econémica como el camarén blanco del pacifico Litopenaeus vannamei, ha
sido bien documentado (Bragagnolo y Rodriguez-Amaya, 2001; Palacios et al., 2002;
Gonzalez-Felix et al., 2003; Cheng y Hardy, 2004; Cabrera et al., 2005). En un estudio
de dietas para camaron, se determiné que era factible el remplazo de aceite de pescado
por un aceite producto de fermentacion de microalgas heterotroficas (Patniak et al.,
2006). Se ha reportado que algas marinas incluyendo el género Ulva tienen efecto sobre
la movilizacion y utilizacion de lipidos en diversas especies de peces y animales
terrestres (Nakagawa et al, 1987; Nakagawa, 1997a; Wong et al., 1999; Pengzhan et al.,
2003; Carrillo et al., 2008; Ergun et al., 2009). Existen trabajos donde se ha visto una
disminucion en el contenido de colesterol en ratas y huevos de gallina ponedora
alimentadas con dietas con Ulva sp. y Enteromorpha sp. (Wong et al., 1999; Pengzhan
et al., 2003; Carrillo et al., 2008). En un estudio realizado por Casas-Valdez et al.
(2006), se demostré que una dieta con 4% de inclusion del alga Sargassum disminuia
significativamente el contenido de colesterol en mdsculo de camar6n café

Farfantepenaeus californiensis.

4.3.3 Digestibilidad de nutrientes

Ventura et al. 1994 concluyeron que Ulva rigida no era un ingrediente
conveniente para alimentos para pollos debido a su baja cantidad de energia
metabolizable. Nandeesha et al. (2001) encontraron un incremento significativo en la
digestibilidad de la proteina en alimentos con Spirulina sp. para los peces C. catla y L.
rohita. Wong y Cheung (2001) determinaron la digestibilidad in vitro de Ulva lactuca,
mediante un método multi-enzimatico compuesto de tripsina de cerdo, quimiotripsina
bovina y peptidasa porcina, obteniendo un valor de 85.7% de digestibilidad de la
proteina. Villarreal-Cavazos (2011) determind que la digestibilidad de aminoécidos de
U. clathrata era superior al 90% en camarones juveniles de L. vannamei. En un trabajo
realizado por Suarez-Garcia (tesis de licenciatura, 2006), no se encontraron diferencias
significativas en la digestibilidad aparente de proteina y materia seca entre una dieta
control y dietas con 2 y 4% de harina de Sargassum sp. y otra con 4% de harina de M.

pyrifera.
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4.3.4 Cocultivo y control de calidad de agua

Existen muchas investigaciones en las que se han llevado con éxito el cocultivo de
diferentes macroalgas con organismos acuaticos en sistemas abiertos (Petrell et al. 1993,
Hirata y Kohirata 1993, Hirata et al. 1994, Petrell y Alie 1996, Troell et al.1999,
Chopin et al. , 19993, 2001), con organismos cultivados en encierros flotantes (Bodvin
et al. 1996) y con organismos cultivados en estanques (Jiménez del Rio et al. 1994 y
1996, Neori et al. 1998, 2000) en los que se ha utilizado a las macroalgas para proveer
mejores condiciones de calidad de agua mediante la toma de nutrientes (materia
organica) por biofiltracion (Hamano et al. 2007; Paul y de Nys 2008; Copertino et al.
2009), obteniendo mayor biomasa y enriquecimiento de nutrientes (Chopin et al 1999b,
Neori y Shpigel 1999, Neori et al. 2000). Existen pocos reportes sobre los beneficios
nutricionales que puede traer el consumo de las algas a los organismos en cultivos
integrados. Porchas-Cornejo et al. (1999) reportan un crecimiento hasta 3 veces mayor
en el camaron café Farfantepenaeus californiensis en presencia del alga Caulerpa
sertularioides que en ausencia de ella. En otros estudios se observo que el consumo de
Enteromorpha sp. fresca induce la maduracion de Penaeus indicus (Emerson 1980;
Emerson et al. 1983). También se ha reportado que algunas algas marinas flotantes,
sirven como refugio y/o alimento para algunas especies de peces (Vandendriessche et
al., 2007).

4.3.5 Efecto inmunoestimulante y antiviral

Los inmunoestimulantes han sido usados para aumentar la resistencia de
camarones contra bacterias e infecciones virales (Sung et al., 1994). La finalidad del uso
de inmunoestimulantes es la de alertar al sistema inmune previo al contacto con el
agente patogeno. Existen estudios donde se ha utilizado diferentes compuestos como
estimulantes del sistema inmune, entre los que tenemos los beta-glucanos de pared
celular de levaduras (Raa, 1996), péptidoglicanos presentes en bacterias Gram positivas
(Whitt, 1994) y lipopolisacaridos presentes en bacterias Gram negativas (Espinosa et al.
2002). Se ha descrito que el laminaran sulfatado tiene propiedades inmunomodulatorias
en los macrofagos in vitro del Salmén Salmo salar (Dalmo y Seljelid, 1995). Se ha
demostrado que el extracto de Gracilaria tenuistipitata tiene un efecto
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inmunoestimulante y de resistencia en L. vannamei contra Vibrio alginolyticus (Hou y
Chen, 2005). Para el caso del humano, se he reportado una actividad estimulante del
sistema inmune por extractos de algas (Liu, 1997; Shan et al. 1999). Balasubramanian et
al. (2007) reportan un efecto de inactivacion del virus de WSSV en P. monodon, a partir
de cinco extractos de plantas medicinales cominmente utilizadas en India.

Desde hace varias décadas, los polisacéridos sulfatados presentes en las algas han
sido objeto de estudio por su efecto farmacologico. En el caso de las algas cafés, los
polisacaridos presentes son los alginatos, laminaranes y los fucoidanes (Ponce et al.,
2003) y en el caso de las algas verdes como las del genero Ulva o Enteromorpha
encontramos el ulvan (Lahaye y Jegou, 1993; Paradossi et al., 1999; Jimenez-Escrig y
Sanchez-Muiiiz, 2000). Takahashi et al., (1998) demostraron que la administracion de
fucoidan, extraido de C. okamuranus, mejora la sobrevivencia de P. japonicus desafiado
con virus de mancha blanca, concluyendo que el fucoidan inhibe la adsorcion del virus.
Para el caso de L. vannamei, Cruz-Suarez et al. (2006) reportan que el fucoidan extraido
del alga C. okamuranus es efectivo contra la infeccién con virus de mancha blanca.
También se ha visto que la administracion oral de fucoidan crudo extraido de Sargassum
polycystum puede reducir el impacto de la infeccidn de virus de mancha blanca (WSSV)
en el camaron tigre P. monodon (Chotigeat et al., 2004).

4.4 Expresion de genes de camaron

En la actualidad se cuenta con herramientas de andlisis molecular para conocer las
respuestas fisiologicas bajo condiciones especificas como: diferentes fuentes
nutricionales, agentes patoldgicos o cualquier estresante en el sistema de cultivo del
camardn. Los diferentes componentes dietarios pueden modificar toda la respuesta
fisiolégica del camaron, por lo tanto si conocemos estos mecanismos moleculares y
como manipularlos, podemos optimizar la utilizacion de los nutrientes para mejorar la
salud y productividad del sistema de cultivo (Bonneau y Laarveld, 1999; Paoloni-
Giacobino et al., 2003; Chavez-Calvillo et al., 2010). Existen trabajos de nutrigenémica
(ciencia que estudia la expresion de los genes en relacion con la nutricién y el desarrollo
de enfermedades asociadas a dicha expresion) mayoritariamente en humanos (Anderle et
al., 2004; Ferguson et al., 2007; Kaput et al., 2007), pero también en diversas especies
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tanto terrestres como acuaticas (Corthesy-Theulaz et al., 2005; Collins, 2006; Murray et
al., 2010).

Hasta el momento la herramienta mayormente utilizada para el analisis de
expresion diferencial de genes en las distintas especies de camaron, es el microarreglo,
con un numero variable de clones en el chip que van desde 100 EST's (Dhar et al.,
2003), 2036 EST’s (Pongsomboom et al., 2008; Fagutao et al., 2008), 2469 EST's
(Robalino et al., 2007), 3136 EST’s (Wang et al., 2006) hasta 3853 EST’s (de la Vega et
al., 2007). En el caso especifico de camarones la mayoria de los estudios de expresion
diferencial de genes se han llevado a cabo en las especies L. vannamei y P. monodon
con un enfoque sobre respuesta inmune, analizando el efecto de la infeccion con virus
de importancia econdmica como WSSV (Leu et al., 2007) y YHV (Pongsomboom et al.,
2008) ademés de baterias como Vibrios (Wang et al., 2006). También se han
identificando genes relacionados con la resistencia a WSSV (He et al., 2005; Pan et al.,
2005; Zhao et al., 2007), donde se ha visto una relacién con la expresion de proteinas
involucradas con rutas mitocondriales, de produccion de energia, homeostasis regulada
por calcio, sintesis de acidos nucleicos, glicolisis y gluconeogénesis, entre otros
procesos celulares (Wang et al., 2007). En estudios relacionados con expresion
diferencial de genes por un estimulo nutricional, se ha visto que dietas basadas en
ingredientes vegetales pueden alterar de forma significativa la expresion de genes en
peces y camarén (Jordal et al., 2005; Chavez-Calvillo et al., 2010; Leaver et al., 2008;
Panserat et al., 2009).
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5 MATERIAL Y METODOS

Estrategia general

‘ Estrategia general

Descripcién quimica de U. clathrata

1 |
Ensayos biolégicos con camarén L.

vannamei

|

cultivo de Ulva

Analisis de distintas muestras y lotes de
produccion de diferentes sistemas de

Anélisis de: proximal,
aminoacidos, dcidos grasos,
azucares, minerales,
carotenoides

1) Efecto de la inclusién de harina de Ulva en el
alimento sobre pardmetros zootécnicos del camarén

2) Efecto del procesado de Ulva y del alimento sobre
parametros zootécnicos del camarén

3) Efecto sobre la digestibilidad aparente del alimento
con inclusién de Ulva

4) Efecto del consumo de Ulva fresca en condiciones
controladas de laboratorio sobre parametros
zootécnicos del camarén

5) Efecto del consumo de Ulva fresca sobre los FA 'y
esteroles en el musculo

6) Evaluacion de cocultivo Ulva/camaroén a 28°C
(primavera)

7) Evaluacion de cocultivo Ulva/camarén a 302C
(verano)

8) Determinacion de contribuciones de C y N mediante
analsis de isotopos

9) Efecto antiviral de harina entera y extracto de Ulva
en el alimento contra WSSV

10) Determinacién de expresion diferencial de 292
genes en hepatopancreas del camarén

Figura 5.- Estrategia general del desarrollo del trabajo de tesis
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5.1 Lugar de trabajo

Con la finalidad de cubrir los diferentes objetivos del proyecto de tesis, se trabajé
en distintos laboratorios, siendo el laboratorio del Programa Maricultura de la UANL el
principal lugar de trabajo, seguido de los laboratorios de “Texas Veterinary Medical
Diagnostic Laboratories” (TVMDL) de la Universidad de Texas A&M, Laboratorio de
Metabolismo de Lipidos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C.
(CIBNOR) en La Paz, B.C. y el Laboratorio de Propagacion de Algas de la empresa
Algalimentos de Aonori Aquafarms en Los Mochis, Sinaloa. Ademas se conto con la
colaboracion de otras universidades y laboratorios para la realizacion de andlisis y
determinaciones quimicas de algunas de las muestras tanto de U. clathrata como de
camarones, enlistando a continuacion dichas instituciones: Centro de Investigacién en
Alimentacién y Desarrollo A.C. (CIAD) de Hermosillo, Son., Laboratorio de Productos
Marinos de la Universidad de Sonora (UNISON), Laboratorio de Control de Calidad de
la empresa Vegetales y Pigmentos Naturales S.A. de C.V. (VEPINSA) y con el
laboratorio de “Agricultural Experiment Station Chemical Laboratories” de la
Universidad de Missouri (AESCL)

5.1.1 Programa Maricultura (UANL)

El programa Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas cuenta con una sala
de bioensayos (Figura 6) la cual consta de un sistema de recirculacion de agua marina
sintética (8TM), 4 tanques de pre-engorda de 500 L cada uno con doble fondo y sistema
de recirculacion (“air lift”), dos tanques colectores que funcionan como tanques de
sedimentacion de 1500 L que se encuentran en la parte inferior del sistema, un tanque de
succion que se encuentra entre los dos colectores y recibe el agua de ellos; en la parte
superior del sistema se encuentran dos tanques con un sistema de regulacion de
temperatura por intercambio y que suministran de agua al sistema por medio de
gravedad, un filtro (contactor) biologico, filtro de perlas, filtro de luz UV, filtro de
carbén activado, filtros de cartucho de 50 micras, y espumadores. En esta sala de
bioensayos se monitored la calidad del agua marina, registrando diariamente la
temperatura, salinidad y semanalmente el pH, amonio, nitratos y nitritos durante todos

los experimentos. La unidades experimentales para los distintos bioensayos constan de
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acuarios de 60 y 120 L de fibra de vidrio (tasa de recirculacion de 300% d™), conectados
al sistema de recirculacion de agua marina, equipados con un doble fondo cubierto de
una tela de gasa de color negro (el cual no fue utilizado en todos los experimentos) y un
sistema de recirculacion interna (“air lift"). En todos los experimentos realizados en el
laboratorio del Programa Maricultura se monitored la calidad del agua (FasTest,
Aquarium Systems, France) manteniendo los pardmetros en los siguientes rangos:
temperatura 30+2°C, salinidad 35+2 ppt, pH 8.0£0.5, N-NH3<0.1ppm, N-NO2<0.1ppm
y NO3<40 ppm. El fotoperiodo durante los experimentos en este laboratorio fue de 12:12 h

luz:oscuridad.

Figura 6. a) y b) Sala de bioensayos del programa Maricultura de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UANL

5.1.2 Laboratorio Algalimentos de Aonori Aquafarms

El laboratorio de propagacion de algas de la empresa “Aonori Aquafarms”™ cuenta
con 12 tanques de lona y marco metélico, cuyas dimensiones son: 1.5 x 1.5 x 0.90m y
capacidad de 2000 L, y en los cuales se suministra aireacion nocturna con la ayuda de
piedras arreadoras (una por tanque) alimentadas por un compresor de aire de ¥ Hp
(Figura 7).

En los tanques experimentales se utiliz6 agua marina sintética, preparada de forma
manual e individual para cada estanque con una la mezcla de sales que se presenta en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Mezcla de sales para la preparacion de 2000 L de agua marina sintética (35 ppt de
salinidad)

Compuesto Cantidad
Cloruro de Sodio 50 kg
Sulfato de Magnesio 12 kg
Cloruro de Magnesio 10 kg
Cloruro de Calcio 2.5kg
Cloruro de Potasio 2 kg
Acido Borico 509
Bicarbonato de Sodio 1.17 kg

Durante los experimentos, se llevd a cabo un monitoreo diario de los pardmetros
de calidad de agua, para el caso del oxigeno disuelto y la temperatura del agua se
realizaron dos registros, uno a las 6 AM y otro a las 6 PM. Los siguientes parametros se
determinaron una vez al dia (12PM): la salinidad se determindé mediante el uso de un
refractometro, el pH con un potenciémetro marca Orion 720A, amonio, nitritos y
nitratos con Kits calorimétricos marca SERA, turbidez con la técnica de disco de secchi y
el nivel de agua. Al final de los experimentos se evaluaron parametros zootécnicos y
pigmentacion en los camarones (completos frescos) asi como su composicioén proximal
(andlisis VEPINSA).

Figura 7. a) Tanques experimentales para cocultivo Ulva/camarédn; b) Tanques con
tapas de plastico durante la lluvia.

5.1.3 Laboratorio de bioensayos infecciosos de TVMDL (Texas A&M))

El laboratorio cuenta con 2 cuartos aislados para la realizacion de bioensayos
infecciosos, un cuarto para albergar los organismos infectados (contaminado), y otro
cuarto para los organismos control sin infectar (limpio). Ambos cuartos estan equipados

con acuarios de vidrio de 20 L de capacidad con tapa para evitar la pérdida de
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organismos por salto, bombas de aireacion, y calefaccion para controlar la temperatura
(Figura 8). Se utiliza agua marina sintética (Crystal Sea Marinemix™) a una salinidad

de 30 ppt y una temperatura entre 26.5-30 °C.

b) B .

Figura 8. a) Cuarto libre de WSSV (limpio); b) Cuarto para infeccion con WSSV
(contaminado)

5.2 Material bioldgico
5.2.1 Origen y manejo de los camarones

Todos los camarones utilizados en los diferentes experimentos, fueron juveniles de
la especie Litopenaeus vannamei con distintos origenes de acuerdo con la disponibilidad
y el modelo experimental de cada objetivo particular dentro del proyecto de tesis. En
cada uno de los experimentos, se realizé una biometria para conocer la variacion de
tallas en los lotes de camardn, para después realizar una distribucién homogénea en las
unidades experimentales (acuarios o tanques) dispuestas en bloques de tratamientos al
azar.

Los camarones utilizados en los diferentes bioensayos realizados en el laboratorio
de Maricultura de la UANL, fueron obtenidos de dos laboratorios comerciales de larvas
para siembra en granja: uno de los laboratorios fue el de “Maricultura del Pacifico”
(CMP) ubicado en Mazatlan Sinaloa, México; el segundo laboratorio fue el de
“Langostinos y Camarones de Oriente” (LCO) ubicado en Veracruz, México. En ambos
casos, los camarones fueron colocados en bolsas de plastico dentro de hieleras de
poliestireno y enviados via aérea al laboratorio de Maricultura de la UANL. Una vez en

las instalaciones de la UANL, los camarones se aclimataron de acuerdo a la condiciones
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de pH, salinidad y temperatura dentro de acuarios de fibra de vidrio de 500 L los cuales
estan interconectados a un sistema de recirculacion de agua marina. Una vez aclimatados
los organismos y justo antes de ser utilizados en los bioensayos, se alimentaron con
dietas comerciales con presentacion de acorde a la talla (por lo general con 35% proteina
y 10% lipidos).

En el experimento llevado a cabo en la Universidad de Texas A&M se utilizaron
camarones juveniles libres de patdgenos especificos (SPF) de una linea de rapido
crecimiento, obtenidos de la compaiiia “Shrimp Improvement Systems”, ubicada en
Florida, EUA. Estos organismos fueron enviados via aérea al laboratorio y aclimatados
por 24 hrs previo a iniciar el experimento.

En el caso de los camarones utilizados para la experimentacion en tanques piloto
al aire libre en el laboratorio de Algalimentos, se emplearon organismos de dos origenes
distintos: en el primer caso fueron camarones muestreados de un estanque de engorda de
camaron de una granja comercial (CGM), ubicada en Gusave, Sinaloa, México; en el
segundo caso se emplearon camarones del laboratorio de “Maricultura del Pacifico”. En
ambos casos los camarones fueron transportados via terrestre en tanques de fibra de
vidrio de 700 L (transportadores). Una vez en el laboratorio, los camarones se
aclimataron a las condiciones del agua marina de los tanques experimentales (2000 L)

distribuyéndolos homogéneamente y al azar.

5.2.2 Muestras de Ulva clathrata y sistemas de cultivo

La cepa de Ulva clathrata utilizada en todo el proyecto de tesis, fue proporcionada
por la empresa “Aonori Aquafarms Inc.”, ubicada en la ciudad de San Diego, California,
EUA. La propagacion y cultivo de la U. clathrata es a partir de un clon diploide
vegetativo (esporofito), el cual puede reproducir esporas y producir una generacion
gametofitica; teniendo en cuenta que la tasa de produccion de esporas era muy baja, se
puede considerar que la biomasa producida consta de células diploides, con solo trazas
de células haploides.

Para efecto de cumplir con los diferentes objetivos especificos, muestras del alga
fueron proporcionadas directamente por la empresa y en otros casos el alga fue

propagada dentro del laboratorio de Maricultura de la UANL (UPM) (Figura 9) donde la
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U. clathrata se cultivo a una densidad de 10 g L™ en agua marina sintética a 35 %o de
salinidad a una temperatura en el agua no mayor a 20°C, con una fertilizacion (28-7-7
relacién NPK mas micronutrientes) dos veces por semana a una razén de 0.125 mL L™,
recambiando totalmente el agua marina cada semana para evitar contaminacion y deficit
de nutrientes.

En el caso de las muestras proporcionadas por la empresa, se obtuvieron muestras
de tres diferentes sistemas de cultivo del alga: LSS, que es un sistema de propagacion a
gran escala en donde el alga es cultivada en estanques comunmente usados para el
cultivo de camardn (Figura 10a); MSS, que es un sistema de cultivo de mediana escala
donde el alga se cultiva en contenedores no mayores a 40 L (Figura 10b); CCp, que es
un sistema piloto de de cocultivo con camaron en tanques de 2000L (Figura 11). En el
caso de la U. clathrata enviada por Aonori aquafarms, muestras tanto secas como
frescas de los sistemas de cultivo LSS y MSS fueron enviadas via aérea al laboratorio y
preservadas en bolsas de plastico perforadas en refrigeracion entre 4 y 10°C, por no mas

de 15 dias previos a su utilizacion en los experimentos.

5.2.3 Resumen de origen de las diferentes muestras de U. clathrata y camarones
utilizados en los experimentos
En la Tabla 3 se muestran los diferentes lotes de U. clathrata obtenido durante el
proyecto de tesis, precisando los analisis realizados a cada muestra. En la Tabla 4 se
muestra el lote de U. clathrata y el origen de los camarones utilizados en cada uno de
los experimentos, sefialando en donde y que analisis quimicos se realizaron sobre el

alimento y los camarones de cada experimento.
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Figura 9. Propagacion de U. clathrata en laboratorio del Programa Maricultura (UPM)

/=

Figura 10. a) Sistema de cultivo a gran escala (LSS) de la empresa Aonori Aqufarms; b)
Sistema de cultivo de mediana escala (MSS) de la empresa Aonori Aquafarms

Figura 11. Sistema piloto de cocultivo Ulva/camarén (CCp)
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5.3 Alimentos experimentales
5.3.1 Formulacién y elaboracion de alimentos experimentales

Los alimentos experimentales elaborados en el laboratorio del Programa
Maricultura, se realizaron a partir de una formula de referencia la cual actué como
control (elaborada para cada experimento con la misma fuente de ingredientes)
formulada con el programa Nutrion 5 (Tabla 5). Dependiendo el experimento, se
sustituyo el ingrediente experimental (U. clathrata fresca, harina o extracto) por el

mismo porcentaje en peso de harina de trigo dentro la formula.

Tabla 5. Formula base utilizada para la elaboracion de las dietas experimentales

Ingredientes (% proteina) Origen UANL control
Harina de pescado (67%) Omegan Protein 262.8
Pasta de soya (47%) Proteinas Naturales S.A. 67.3
Harina de trigo (11.5%) Molinos San Joan 563.9
Harina de camaron (42%) Hirinchsen (Chile) 40.0
Aceite de pescado Tepual 14.2
Lecitina de soya Proteinas Naturales S.A. 45.3
Vitamina C Stay-C 0.5
Mezcla mineral CostaMar 2.5
Mezcla vitaminica CostaMar 2.5
Antiflngico CostaMar 0.5
Antioxidante CostaMar 0.5
Total ¢ 1000.0

Para la elaboracién de los alimentos, se molieron todos los ingredientes a un mismo
tamarfio de particula (500 um) en un molino Cyclotec modelo 1093, se pesaron todos los
ingredientes por separado, posteriormente se pasaron los macronutrientes a la mezcladora
marca Kitchen-Aid, donde se mezclaron durante 8 minutos (excepto el aceite de pescado y
la lecitina de soya). Después se tomaron aproximadamente 150 g de la mezcla de los
macronutrientes y se pre-mezclaron con los micronutrientes en un recipiente pequefio, se
procedié a mezclar los micronutrientes con los macronutrientes durante 5 min. El aceite de
pescado y la lecitina se agregaron a la mezcla anterior, mezclando por 8 minutos. En
seguida se agregaron aproximadamente 350 mL de agua destilada caliente (cantidad de
agua variable de acuerdo a los alimentos experimentales) mezclando por 5 min. Para la
peletizacion se utilizé un molino para carne marca TOR-REY equipado con un dado con

orificios de 1.6mm de diametro. Después de peletizar cada dieta se seco en un horno de
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conveccion a 100°C por 8 minutos 0 més, hasta obtener una humedad igual 0 menor a
10%, posteriormente se almacenaron en bolsas de pléstico a 4°C.
En los experimentos donde no se incluyé U. clathrata en el alimento, se utilizo

alimento comercial marca Costamar.

5.3.2 Determinacion de estabilidad en el agua de alimentos experimentales
Se determino la estabilidad en el agua de los alimentos experimentales en términos
de porcentaje de pérdida de materia seca (PMS) y de proteina (PP); se realizaron pruebas
de lixiviacion de los alimentos, con 3 replicados, utilizando el método de Ricque-Marie
et al., (2006) con un minimo de tres replicas por tratamiento, pesando 3 g de alimento
por replica, colocandose en un tamiz constituido de un trozo de tubo PVC 1 %2” con
malla de acero inox # 40 (apertura de malla 425um). El tamiz se fija en la boca de un
frasco de 250 mL con 200 mL de agua marina (salinidad entre 30 y 35 g L™), de tal
manera que los pellets sean inmersos en el agua. El frasco se coloca en un bafio-maria
regulado entre 27 y 28°C, con agitacion a 30 rpm. Al cabo de una hora de agitacion, los
tamices se ponen a escurrir en posicion inclinada en la boca del frasco, antes de secarlos
a 130 °C por 6 h. Los célculos se realizaron con las siguientes formulas (Cruz-Suérez et
al., 2001):
% PMS= [(Peso de alimento en base seca antes de lixiviar - Peso del alimento en
base seca después de lixiviar)/ Peso del alimento en base seca antes de lixiviar] * 100

% PP= [(% de proteina en el alimento * 100) - (% de proteina en el alimento
lixiviado) * (100 - % pérdida de materia seca en el alimento)] / % proteina en el
alimento.

El porcentaje de absorcién de agua (WA) de los alimentos experimentales fue
determinado de la siguiente manera: se pesaron 5 g de alimento y se dejaron sumergidos
por 1 hora en 50 ml de agua destilada. La muestra mojada se filtr6 en una malla 200 y se
peso. El porcentaje de absorcion de agua se calculo aplicando la siguiente formula:

% WA = 100* [(peso de la muestra después de sumergirla en agua destilada - peso de

la muestra antes de humedecer) / Peso de la muestra antes de humedecer]* 100
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5.4 Andlisis quimicos cuantitativos y cualitativos de los alimentos y muestras de
U. clathrata y camaron
En las Tablas 3 y 4 se especifica que andlisis quimico 6 fisico y en donde se llevo

a cabo sobre las muestras de alimento, U. clathrata y camaron.

5.4.1 Anélisis bromatoldgico, azucares totales, monosacaridos y Oxido de cromo
(UANL)

Estos andlisis se realizaron en el laboratorio de andlisis quimicos del Programa
Maricultura de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL). La composicion
bromatoldgica de los alimentos experimentales y muestras de U. clathrata se analizaron
utilizando los siguientes métodos: Kjeldhal (Tecator, 1987) y Dumas (equipo LECO)
para proteina, Soxhlet (Tecator, 1983) para lipidos, AOAC 942.05 (1990) para ceniza,
AOAC 962.09 (1990) para fibra, y AOAC 920.36 (1990) para humedad. Para la
determinacion de fibra dietética total (FDT), fibra dietética soluble (FDS) y fibra
dietética insoluble (FDI) (AOAC, Método oficial 985.29 and Método oficial 991.43,
2006) (SDF se calculo por diferencia, TDF-IDF). El extracto libre de nitrogeno (ELN) se
calculé por diferencia. En el caso de la energia (Kcal g™) se calculo multiplicando el
contenido de nutrientes por los factores de 5.6 para proteina, 9.1 para lipidos y 4.5 para
fibra cruda y ELN, después se sumaron las calorias y se dividieron por 100.

Para determinar el contenido de azUcares totales del extracto del alga, se utilizo el
reactivo de antrona (Dubois, 1956), realizando una curva estandar con glucosa grado
reactivo, tomando lectura en el espectrofotometro a 625nm.

Para la determinacidn de concentracion de éxido de cromo en las dietas y heces, se
utilizé el método Bolin et al. (1952), digiriendo una muestra de 100 mg con 10 ml de
mezcla oxidante (H,SO,— HCLO,) con una digestion a 250°C durante 40 minutos.

El anélisis de monosacéridos en el extracto de U. clathrata se realiz6 con una
hidrolisis acida (de Reviers y Leproux, 1993), se tomaron 50 mg del extracto y se
disolvié en 20 mL de agua destilada, para después adicionar acido sulfurico hasta una
concentracion final de 1.0 M. Después la mezcla se calenté a 100°C por 3 h. Una vez
digerida la muestra se analiz6 por HPLC con una columna Aminex, con fase movil de

H.SO4 5 mM, a temperatura del horno de 40°C con flujo de 0.6 mL/min, presion menor
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a 1000 psi. A flujo y presion constante, la muestra es inyectada y analizada con detector

UV a 195 nm e indice de refraccion.

5.4.2 Métodos analisis bromatoldgico, acidos grasos, colesterol, carotenoides y
pigmentacion (VEPINSA)

Estos andlisis se llevaron a cabo en colaboracion con el Ing. Gustavo Rodriguez
Pefia del laboratorio de control de calidad de la empresa Vegetales y Pigmentos
Naturales S.A. (VEPINSA), ubicados en la ciudad de Los Mochis, Sinaloa. Para el
analisis bromatologico de las diferentes muestras, se utilizaron métodos oficiales y
recomendados por la AOCS (American Oil Chemists Society): para lipidos AOCS Bc 3-
49 (1997) 1-1, proteina AOCS Ba 4a—38 (1997) 1-2, fibra cruda AOCS Ba 6-84 (1997)
1-4, ceniza AOCS Ca 11-55 (1997) 1-1 y humedad AOCS Ba 2-38 (1997) 1-1.

La determinacién de &cidos grasos se llevd a cabo por cromatografia de gases
(Varian Mod. 3800), donde la identificacion de los &cidos grasos se realiz6 mediante una
comparacion de las sefiales obtenidas en la muestra, contra un patron de estandares de
acidos grasos conocidos.

Para la determinacion del contenido de colesterol, se llevd a cabo una
saponificacion del extracto con KOH etandlico al 12% y se realizd la extraccién del
colesterol con hexano, se cuantifico el contenido de colesterol por HPLC con columna
uPorasil um, WATERS, 3.90 x 300 mm, usando metanol como fase moévil a un flujo de
2 ml/min. y 230 nm de longitud de onda (Bragagnolo y Rodriguez-Amaya, 1997).

La cuantificacién de astaxantina y carotenoides totales fue mediante HPLC con
arreglo de diodos, utilizando una columna YMC Carotenoid S-3 de 2.0 x 150 mm.

Se determino el grado de pigmentacion de los camarones (frescos) con un colorimetro de
reflectancia Minolta CR300, en este analisis los camarones fueron cocidos el mismo dia

de la cosecha en agua hirviendo durante 3min para posteriormente ser analizados.

5.4.3 Métodos analiticos de acidos grasos y esteroles (CIBNOR)

Estos analisis se llevaron a cabo en colaboracion con la Dra. Elena Palacios del
laboratorio de Metabolismo de Lipidos del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste (CIBNOR) en la ciudad de La Paz, BCS. Para el analisis de acidos grasos y
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esteroles, se pes6 100 mg de musculo de camardn, se tomaron 3 muestras de cada
réplica, para el alimento se pes6 80 mg por triplicado, y para la muestra de alga se
tomaron 500 mg por triplicado, todas las muestras se pesaron en base humeda. La
extraccion de lipidos y la trans-esterificacion se realizd siguiendo la metodologia
reportada por Palacios et al. (2004). La separacion de los acidos grasos metil-
esterificados y los esteroles se llevd a cabo por medio de cromatografia gas-liquido
(CGL); los acidos grasos metil esterificados y los esteroles se analizaron en un
Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890N con detector de ionizacion de flama
(FID); para los acidos grasos se utilizé una columna capilar DB-23 (50% Cianopropil-
50% metilpolisiloxano) de 30 m de longitud x 0.25 um de espesor de pelicula x 0.25 mm
de diametro interno, utilizando helio como gas acarreador a un flujo de 0.8 mL/min, una
rampa de temperatura de 110 — 220°C. En el caso de los esteroles se utiliz6 una columna
capilar Rtx®-65 de Silica fundida (Crossbond« 65%-difenil-35% dimetil polisiloxano)
de 15 m de longitud x 0.25 um de espesor de pelicula x 0.25 mm de didmetro interno,
marca Restek; utilizando hidrégeno como gas acarreador a presion constante de 50 psi y
una rampa de temperatura de 50 — 260°C. La identificacion de acidos grasos y esteroles
se realizd en base a estdndares externos marca SIGMA, para después cuantificarlos en
base a un estandar interno, C23:0 para &cidos grasos y 5-a-colestano para esteroles.

5.4.4 Andlisis de firmeza en el masculo de camarén (UNISON)

Estos analisis se llevaron a cabo en colaboracion con la Dra. Marina Ezquerra del
Departamento de Investigacion y Postgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora
(UNISON), mediante la siguiente metodologia: Se utilizd6 un penetrometro digital
(Chatillon 12-3b modelo DFI 50, Empire Scale Co., Santa Fe Springs, CA), con un
punzon cilindrico con punta “v” de 0.6 cm de didmetro. Esta medicion se realizé en dos
puntos del cuerpo del camardn (fresco), en el segundo y cuarto segmento del cuerpo, a
temperatura ambiente. La textura se reporta como las libras (Lb-f) requeridas para

romper el tejido (Rivas-Vega et al., 2001)
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5.45 Meétodos analiticos de lipidos, acidos grasos, proteina, aminoéacidos,
carotenoides, ceniza, minerales y monosacaridos (AESCL, UM)

En seguida se enlistan las metodologias empleadas para los diferentes analisis
realizados por el laboratorio de “Agricultural Experiment Station Chemical
Laboratories (AESCL)” de la Universidad de Missouri (UM) a cargo del Dr. Thomas
Mawhinney: nitrogeno total 6 proteina cruda, por Kjeldahl, utilizando el factor de
conversion de 6.25 para calcular el contenido de proteina (AOAC, Método oficial
984.13 (A-D), 2006); lipidos totales por hidrdlisis acida (AOAC, Método oficial 954.02,
2006); ceniza (AOAC, Método oficial 942.05, 2006); humedad (AOAC, 2006); perfil de
aminoacidos completo (AOAC, Método oficial 982.30 E (a,b,c), chp. 45.3.05, 2006);
perfil de acidos grasos, saturados, monosaturados y polinsaturados, siguiendo la
metodologia de la AOAC (2006); carotenoides totales (AOAC Método oficial 938.04);
xantofilas, (AOAC Método oficial 970.64); metales y minerales por espectrofotometria
de absorcion atémica y/o por espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) siguiendo la metodologia AOAC (2006).

La composicion de carbohidratos fue analizada por cromatografia gas-liquido
(GLC) y por cromatografia gas-liquido acoplado a masas (GLC-MS), basandose en el
método de Oxley et al. (2004), donde las muestras fueron hidrolizadas con 500 pL de
acido trifluoroacético (TFA) 2.5 M en tubos con tapa de teflon bajo atmosfera de argon
durante 4 horas a 105°C. Después de enfriado, el TFA se removio en vacio y después se
afiadio 3-O-metil-glucitol como estandar interno. Se acetilaron los azucares-amino
mediante la adicion de 1.0 mL de metanol, enfriado a 0°C, al cual se le afiadié 25 pL de
acetato anhidrido con evaporacién rapida. Después se removio el solvente con vacio, los
carbohidratos fueron reducidos con sodio borodeuteruro 2 M NH4OH por 2.5 horas a
temperatura ambiente. Las reacciones fueron acidificadas con 50 uL &cido acético y
después secadas. El acido borico fue removido con la adicion de metanol el cual fue
evaporado bajo inyeccion de nitrogeno. Los alcohol-azucares resultantes fueron
acetilados con la adicion de 1.0 mL de piridina y 2.0 mL de acetato anhidrido e
incubados por 1 hora a 100°C. Después se removid el solvente al vacio a 40°C, los
azucares alditol peracetilados se disolvieron en diclorometano (DCM) y lavados con 3 x
1.5 mL de agua. Las alicuotas de DCM fueron analizadas por GLC y por GLC-MS
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(Oxley, 2004). El total de azUcares urdnicos (acido glucurdnico e idurdnico) fueron
analizados colorimétricamente con el método de Bitter y Muir (1962) modificado por
Kosakai y Zensaku (1979).

5.4.6 Método de analisis de aminoéacidos por el laboratorio de Evonik-Degussa

La metodologia de andlisis de aminoacidos del laboratorio de Evonik-Degussa
(Hanau, Germany) fue mediante el uso de HPLC, preparando las muestras por un
método de hidrdlisis acida para la mayoria de los amino acidos, o por el métodos de
oxidacion acida mediante hidrélisis acida con metabisulfito de sodio para metionina y
cistina (AOAC 1997, método 994.12, alternativas Ill y I, respectivamente; Llames y
Fontaine ,1994; Fontaine, 2003).

5.5 Parametros zootécnicos evaluados en los camarones

Los parametros zootécnicos evaluados en cada unos de los experimentos (cuando
aplica) fueron registrados a los 14 y 28 dias de bioensayo.
Peso individual (W): los camarones fueron pesados individualmente en una balanza
digital con precision de un miligramo, después de haber sido ligeramente secados en una
toalla himeda.
Biomasa del acuario (BA): es la suma de los pesos individuales de los camarones
presentes en un acuario. Esta variable refleja los efectos en conjunto del crecimiento y de la
sobrevivencia.
Ganancia en peso individual (GP): es el incremento en peso con respecto al peso
individual promedio inicial expresado en gramos. Esta variable se calcula para cada acuario
a partir del peso promedio inicial y del peso promedio final. Ganancia en peso individual =
peso individual promedio final - peso individual promedio inicial.
Tasa de sobrevivencia (%S): el nimero final de camarones en cada acuario en porcentaje
del nimero inicial. Tasa de sobrevivencia = (Numero final / Namero inicial) X 100.
Consumo (ClI): el consumo individual se estimé cada dia, a partir de la cantidad de
alimento suministrado en cada acuario, del porcentaje de restos de alimento estimado al dia
siguiente y del nimero de camarones presentes ese dia en el acuario. Para cada acuario el

consumo reportado fue la suma del consumo individual diario estimado a lo largo de los x

36



dias de bioensayo. Consumo individual = %; * (consumo en el acuario al dia i / nimero de
camarones al dia i).

Consumo de alga (CA): se estima cuantificando el peso inicial del alga colocada dentro
del acuario — el peso final del alga / nimero de camarones / nimero de dias.

Tasa de crecimiento (TC): es el porcentaje de crecimiento por camarédn con respecto al
peso promedio inicial. TC= (ganancia en peso (g) / peso inicial promedio) x 100

Tasa de crecimiento especifico (TCE): se define como el aumento de peso 0 masa con
respecto a una unidad de tiempo. TCE = 100 (In peso promedio final — In peso promedio
inicial) / nmero de dias.

Tasa de conversion alimenticia (TCA): es el alimento artificial (base humeda) consumido
por unidad de peso ganado. TCA = consumo individual estimado en un acuario/
incremento en peso individual promedio en este mismo acuario.

Tasa de conversion alimenticia relativa al consumo de alimento artificial (pTCA):
Igual que la TCA, pero en este caso solo se considera el consumo de alimento artificial.
pTCA = consumo individual de alimento artificial estimado en un acuario/ incremento en
peso individual promedio en este mismo acuario.

Tasa de conversion alimenticia relativa al consumo de alimento artificial (tTCA): Se
considera el consumo de alimento artificial y el consumo de alga. tTCA = consumo
individual de alimento artificial estimado en un acuario + consumo individual de alga en
base seca / incremento en peso individual promedio en este mismo acuario.

Tasa de eficiencia proteica (PER): es el incremento en peso con respecto a la proteina
consumida a partir del alimento artificial. Esta variable se calculé para cada acuario a
partir del peso promedio inicial y del peso promedio final, asi como del consumo
individual estimado y de la concentracion de proteina del alimento consumido. PER =

Incremento en peso / proteina consumida.
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5.6 Estrategia experimental de las evaluaciones in vivo
5.6.1 Efecto de la inclusion de harina de U. clathrata en el alimento sobre

parametros zootécnicos del camardon (Experimento 1)

Para determinar el efecto de la inclusion parcial con harina de U. clathrata en el
alimento referencia sobre pardmetros zootécnicos en el camardn, se llevé a cabo un
bioensayo con duracién de 28 dias (UANL), se evaluaron cuatro alimentos experimentales:
fabricados en el laboratorio del Programa Maricultura con 0, 2, 4, y 6% de inclusion de
harina de U. clathrata (LSS3). Se emple6 la misma formulacion base (Tabla 5) en todos los
alimentos y se agrego la harina del alga (en reemplazo de harina de trigo) junto con los
macro-ingredientes al momento del mezclado de los alimentos.

Se trabajo con 4 replicados (4 acuarios de 60L con doble fondo) por dieta; se
distribuyeron 10 camarones juveniles L. vannamei (CMP) por acuario, alimentados a
saciedad con 2 raciones diarias (09:00 y 16:00h). El peso inicial promedio de los
camarones fue de 1.13 g para todos los acuarios. Los tratamientos se asignaron al azar en 4
blogues de 4 acuarios. Se evaluaron parametros zootécnicos en los camarones, asi como

analisis bromatoldgico y de estabilidad de agua de los alimentos experimentales.

5.6.2 Efecto del procesado de U. clathrata y del alimento sobre parametros

zootecnicos del camaron (Experimento 2)

Para determinar el efecto del procesado del alga y del alimento sobre en el valor
nutricional de U. clathrata se evaluaron pardmetros zootécnicos del camardn en el
siguiente experimento. A partir de la muestra de U. clathrata fresca (MSS4), se
elaboraron cuatro alimentos experimentales (UANL), explorando tres diferentes
condiciones de inclusién de U. clathrata en el alimento (2% de inclusion en base seca,
remplazando por harina de trigo), mas un alimento control: una primera muestra de U.
clathrata fue secada a 65°C/8 h para después ser molida y adicionada durante la mezcla
de los macro-ingredientes de la dieta (DHU); una segunda muestra de U. clathrata
fresca fue licuada y agregada a la mezcla de ingredientes previo a la peletizacion del
alimento (DLU); una tercera muestra de U. clathrata fresca fue licuada y utilizada para
recubrir los pellets secos de alimento terminado (DCU); una Gltima dieta se preparé sin

inclusion de alga para fungir como control (Dctrl) (Figura 12). Se realizd un bioensayo
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de alimentacion de 4 semanas, para determinar el efecto de las dietas sobre el
rendimiento de camarones juveniles de L. vannamei (LCO). Se utilizaron 4 replicas
(acuarios de 60 L con doble fondo) por tratamiento con una densidad de 10 camarones
por acuario, con peso promedio inicial de 0.52+0.01 g, alimentados a saciedad con 2
raciones diarias de alimento (09:00 y 16:00h). Se evaluaron parametros zootécnicos en los
camarones, asi como analisis bromatoldgico y de estabilidad de agua de los alimentos
experimentales.

Diagrama 1: Dietas experimentales

Alga fresca
licuada

¢ 8 Mezcla de Mezcla de
Harina de alga Alga licuada agregada B ingredientes mgredlentes

mezclada con los a la mezcla de
demds ingredientes  [["150 01

‘ ‘ p Pclomado

Peletizado Peletizado
90%°C 90°C

Figura 12. Estrategia general de elaboracién de dietas con diferentes formas de incluir
U. clathrata en el alimento

Dieta peletizada
recublerta con v
algafresca %
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5.6.3 Efecto sobre la digestibilidad aparente del alimento con inclusion de U.

clathrata (Experimento 3)

Para determinar si existe un efecto o cambio en la digestibilidad aparente de la

materia seca y proteina de la dieta por la inclusion de harina de U. clathrata (LSS3), se

evaluaron dos alimentos experimentales (UANL): un alimento con de 6% de inclusion

de harina de U. clathrata (DEC) y otro alimento control sin U. clathrata (DCC), ambos

con 1% de 6xido de cromo como marcador inerte.

Se trabajoé con 4 replicados por tratamiento con 16 camarones juveniles L.

vannamei (CMP) por acuario (120 L sin doble fondo). Se seleccionaron camarones con

un peso promedio inicial de 4.6g. Los tratamientos se asignaron al azar en 2 bloques de

4 acuarios. Se alimento a los camarones a una racion fija de 6% de la biomasa dividida

en tres raciones diarias durante 4 semanas. El protocolo de colecta de heces se muestra

en la Tabla 6.

Tabla 6. Protocolo de colecta de heces

Hora

Actividad

08:00
08:10
08:30
09:30
10:30
10:45
12:30
13:30
14:30
14:45
16:30
17:30
18:30
18:45

Sifonear tanques

Pesar Alimento

Alimentacion de tanques con intervalos de 30 seg.
Sifonear Restos de Alimento y Heces de los tanques
Sifonear Heces de los tanques

Lavar y almacenar en congelacion las heces colectadas
Alimentacién de tanques con intervalos de 30 seg.
Sifonear Restos de Alimento y Heces de los tanques
Sifonear Heces de los tanques

Lavar y almacenar en congelacion las heces colectadas
Alimentacién de tanques con intervalos de 30 seg
Sifonear Restos de Alimento y Heces de los tanques
Sifonear Heces de los tanques

Lavar y almacenar en congelacion las heces colectadas

Se recolectaron heces hasta obtener un minimo de 6g por tanque (peso humedo) a

tres diferentes tiempos: del dia 1 al 4, del dia 5 al 8 y del dia 20 al 23 de bioensayo, con

la finalidad de conocer el cambio de la digestibilidad de nutrientes de acuerdo a la dieta
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y tiempo. Una vez colectados los 6g de heces por tanque, se liofilizaron para
posteriormente ser analizados. Las heces colectadas se conservaron a -80°C en frascos de
vidrio (por acuario) para evitar su degradacion.

Cada uno de los analisis quimicos de las heces se realiz6 por triplicado, tanto para
Oxido de cromo como para proteina. El éxido de cromo utilizado fue marca Impex
Continental Lote: 52-03-05.

La digestibilidad aparente de la materia seca, proteina y energia se calculo6 con las
ecuaciones siguientes (Maynard et. al., 1981):
% DAP = [1-(% CrD / % PD) x (% PH / % CrH)] x 100

%DAMS =100 - 100 (% CrD / % CrH)

Donde:

CrD= % de cromo en dieta en base seca
CrH= % de cromo en heces en base seca
PD= % de proteina en dieta en base seca
PH= % de proteina en heces en base seca

Una vez terminadas las 4 semanas de bioensayo, los camarones se sacrificaron en
agua con hielo para posteriormente ser liofilizados para hacer analisis de perfil de acidos

grasos del carcas (analisis AESCL, UM).

5.6.4 Efecto del consumo de U. clathrata fresca en condiciones controladas de

laboratorio sobre parametros zootécnicos del camaron (Experimento 4)

En este experimento se explord la utilizacion de U. clathrata fresca (MSS3) como
alimento complementario o como sustituto parcial al alimento artificial en condiciones
controladas de laboratorio sin produccion natural. El alimento artificial utilizado fue de
una marca comercial (Costamar) de 35% proteina. Se realizo un bioensayo de 28 dias
en el laboratorio (UANL), donde camarones juveniles Litopenaeus vannamei (CMP), de
peso promedio inicial de 1.2+0.1 g, fueron distribuidos en 4 blogques de 3 acuarios (60 L
sin doble fondo) a una densidad de 8 camarones por acuario. Un primer grupo de

camarones fue alimentado a saciedad con una dieta comercial (30% proteina cruda)
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tomando esto como 100% racion (C100); el segundo y tercer grupo de camarones fueron
alimentados con U. clathrata fresca a saciedad (siempre presente en los acuarios) mas
75% (UC75) y 50% (UC50) de la racion de alimento artificial utilizado en el tratamiento
C100. La cantidad de alimento comercial correspondiente a cada tratamiento, se dividio
en 2 raciones diarias (09:00 y 16:00h). En el caso de la U. clathrata, se prepararon pacas
de alga utilizando tela de gasa para poder cuantificar el consumo cada dos dias (Figura
13). Para la cuantificacion del consumo de alga, se tomd el peso inicial de la paca de U.
clathrata, la cual se centrifug6 a 1500 rpm por 5min en vasos de centrifuga equipados
con un fondo de espuma de poliuretano para eliminar el exceso de agua, después de
haber permanecido 2 dias en los acuarios con los camarones, se repitio el procedimiento
para sacar el peso final y por diferencia conocer el consumo de U. clathrata. Ademas se
aplico una correccién con una paca puesta en un acuario sin camarones durante el
mismo periodo de exposicion al agua marina. Se evaluaron pardmetros zootécnicos en

los camarones.

Figura 13. a) “Pacas” de U. clathrata envueltas con tela de gasa; b) Camarones
consumiendo U. clathrata

5.6.5 Efecto del consumo de U. clathrata fresca sobre los acidos grasos y esteroles
en el muasculo de camardén en condiciones controladas de laboratorio
(Experimento 5)

Para determinar el efecto del consumo de U. clathrata sobre los lipidos del
camardn en un sistema de agua clara (sin produccién natural), se realizd un bioensayo de
28 dias de alimentacion con camarones (LCO) de un peso promedio inicial de 1.25 g
bajo los siguientes tratamientos: solo alimento artificial (DAA), alimento artificial mas

U. clathrata fresca (DAU) y solo U. clathrata fresca (DUU). Se evaluaron las siguientes
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variables zootécnicas al término del bioensayo: sobrevivencia (%), ganancia en peso (%
respecto al peso inicial), tasa de crecimiento especifico (% dia™). La biomasa de U.
clathrata fue obtenida a partir del sistema UPM de cultivo (UPM2). En el caso de los
tratamientos DAA y DAU el alga estaba todo el tiempo a disposicion de los camarones
en los acuarios y solo se evaluo el consumo y tasa de conversion alimenticia relativa del
alimento artificial sin evaluar el consumo de U. clathrata. Se otorgd la misma cantidad
de alimento artificial a los tratamientos DAA y DAU (a saciedad fijado por el
tratamiento DAA) con la finalidad de que el aporte de acidos grasos y esteroles
provenientes del alimento artificial fuera el mismo para los camarones de estos
tratamientos. El alimento artificial utilizado fue de una marca comercial (Costamar) con
contenido de 35% proteina. La U. clathrata se dispuso en un dispositivo tipo “sandwich”
donde los camarones podian comer facilmente el alga (Figura 15) y reemplazando y
cuantificando el alga consumida (peso seco inicial — peso seco final) diariamente.

Se realizaron 4 replicados por tratamiento distribuidos en 3 bloques al azar. En
cada replicado (acuarios de 120 L sin doble fondo) se colocaron 15 camarones. Una vez
finalizado el bioensayo, los camarones se sacrificaron en agua marina con hielo y
posteriormente almacenados a -80°C. Los camarones, la U. clathrata y el alimento artificial
fueron analizados en su perfil de acidos grasos y esteroles (analisis CIBNOR).

Figura 14. Camarones alimentados con U. clathrata fresca con dispositivos tipo
“sandwich”
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5.6.6 Cocultivo de U. clathrata y camaron en tanques piloto

Para determinar el potencial del cocultivo U. clathrata/camaron, se llevaron a cabo
dos experimentos en diferentes épocas del afio, en el laboratorio de propagacion de algas
de la empresa “Aonori Aquafarms” en Los Mochis, Sinaloa. Se emplearon 12 tanques de
lona de 2000 L. En el caso de los tanques experimentales correspondientes a los
tratamientos con U. clathrata, se sembrd a razén de 1.5 kg de biomasa centrifugada
(para eliminar el exceso de agua) en un marco con cuerdas para mantener el alga a flote
en el mismo dia en que se sembraron los camarones correspondientes. La composicién
bromatoldgica (analisis VEPINSA) de la U. clathrata se analiz6 cada 15 dias a partir de
una muestra compuesta de todos los tanques experimentales. También se realiz6 el
analisis bromatolégico (UANL y VEPINSA) de los alimentos artificiales utilizados
(comerciales, 35% proteina). El alimento artificial se suministro 3 veces al dia en

charolas de alimentacion contabilizando los restos no consumidos.

5.6.6.a Cocultivo de U. clathrata y camardn en tanques piloto a temperatura
promedio de 28°C (primavera) (Experimento 6)

Se realiz6 un bioensayo de 42 dias de duracion durante los meses de Marzo-Abril
(2007) con una temperatura promedio en el agua de 27.5°C. Se evaluaron cuatro
tratamientos con tres replicados usando 50 camarones (CGM) con 3.5 g peso promedio
inicial en cada tanque, a una densidad de 22.2 camarones/m®. Los tratamientos fueron
los siguientes: cocultivo sin alimento artificial (U100), cocultivo mas 55% de la racion
de alimento artificial (UF55), cocultivo mas 90% de la racién de alimento artificial
(UF90) y monocultivo de camardn con 100% de la racion de alimento siguiendo una
tabla de racionamiento en granja (F100). Cada quince dias, se analiz6 la produccién

primaria dentro de los tanques experimentales (analisis CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa)

5.6.6.b Cocultivo de U. clathrata y camardn en tanques piloto a temperatura
promedio de 30°C (verano) (Experimento 7)

Se realizd un bioensayo de 28 dias de duracion durante los meses de Agosto-

Septiembre (2007) con una temperatura promedio en el agua de 31°C. El peso promedio

inicial de los camarones (CMP) fue de 0.65 g, colocando 60 organismos por tanque. Los
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tratamientos fueron los siguientes: cocultivo sin alimento artificial (E100), cocultivo mas
25% de la racion de alimento artificial (EA25), cocultivo mas 50% de la racion de
alimento artificial (EA50) y monocultivo de camardn con 100% de la racién de alimento
siguiendo una tabla de racionamiento en granja (A100). En este experimento no se

evalud la produccion natural en los tanques.

5.6.7 Determinacion de contribuciones nutricionales de carbono y nitrégeno en el
camaroén a partir de U. clathrata y alimento artificial, mediante el analisis de
isotopos estables (Experimento 8)

Para conocer de forma mas exacta la contribucion nutricional de la U. clathrata en
el camaron, se realizd6 un experimento utilizando como herramienta el analisis de
isotopos estables de carbono y nitrégeno. En un bioensayo de 28 dias, camarones (LCO)
de un peso promedio inicial de 188 mg, fueron alimentados bajo cinco diferentes
regimenes alimenticios (cada régimen con 2 acuarios de 120 L sin doble fondo con 20
camarones cada uno), disefiados para otorgar proporciones fijas, en base seca, de
alimento artificial y U. clathrata fresca (UPML1). Los regimenes alimenticios fueron los
siguientes: 100% alimento artificial (100F, control isotopico positivo), 100% U.
clathrata fresca (100U, control isotopico negativo), ademas 3 regimenes de co-
alimentacion remplazando el alimento artificial con biomasa de U. clathrata fresca
(remplazo calculado en base seca) con los niveles 25, 50 y 75% (75U/25F, 50U/50F y
25U/75F, respectivamente) (Figura 14). La cantidad de alimento artificial se ofrecid en
dos raciones diarias (08:00 y 16:00 h). La U. clathrata se dispuso en un dispositivo tipo
“sandwich” de igual forma que en el experimento 5.

Regimenes alimenticios

100F 75F /25U S50F /50U 25F /75U 100U
Muestreos
- - * L L4 .
0 3 7 14 2 28

Dias de experimentacién

Figura 15. Regimenes alimenticios en los camarones y dias de muestreo para analisis
isotopico de Cy N.
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Las cantidades segun las proporciones de alimento y U. clathrata, fueron ajustadas
de acuerdo al consumo y al muestreo de organismos. Los camarones de cada acuario
fueron muestreados al azar en los dias 0, 3, 7, 14, 21 y 28 de experimentacion, dejando
estos en ayuno durante la noche para minimizar el contenido de alimento en el intestino
de los organismos. Los camarones ayunados fueron sacrificados en agua semi-

congelada, para después ser pesados y guardados a —80 °C hasta su andlisis.

5.6.7.a Analisis de isotopos estables y estimacion de contribuciones nutricionales
Las muestras de U. clathrata fresca, alimento artificial y camarones completos
fueron secados (60 °C hasta llegar a peso constante) y molidos finamente (en un
mortero). Comtnmente los lipidos estan carentes de *3C en relacion a los carbohidratos y
proteina (De Niro y Epstein, 1978; Stenroth et al., 2006); en base a esto, con la finalidad
de reducir la variabilidad de los valores de §*C en ambas fuentes alimenticias y
camarones, se les extrajeron los lipidos (Beaudoin et al., 2001), se suspendié el material
molido en una solucién 50:50 de cloroformo:metanol durante 2 h, repitiendo este paso 2
veces, secando (60 °C hasta llegar a peso constante), se homogeniz6 y se guardo en el
desecador. Adicionalmente se dejaron alicuotas de estas muestras ademas de tejido de
musculo sin tratar, para la interpretar los valores de §*°N. Se pesaron las muestras entre
900 y 1100 pg, dentro de capsulas de estafio (D1008 Elemental Microanalysis Ltd.,
UK). El analisis elemental e isotopico se llevo a cabo segln lo descrito por Gamboa-
Delgado y Le Vay (2009) utilizando un analizador elemental PDZ-Europa Scientific
Roboprep acoplado a un espectrometro de masas para proporciones isotépicas PDZ-
Europa Hydra 20/20 del departamento de ciencias botanicas en la Universidad de
California, Davis, CA, EUA. Los resultados isotopicos se expresan como notacion delta
(8), que es la diferencia en el valor isotdpico de un estandar y el de una muestra
expresados en partes por mil (ppt). Los estandares utilizados fueron “Pee Dee
belemnite” para carbono y nitrdgeno atmosférico. Las proporciones relativas de
contribucion del carbono y nitrogeno dietario al crecimiento del camar6n proveniente de
tanto la U. clathrata fresca como el alimento artificial, fueron estimadas usando un
modelo de mezclado de dos fuentes para un isotopo (Phillips y Gregg, 2001). La

estimacion de los factores de discriminacion isotopica (A consumidor-dieta) incrementa

46



la certeza del modelo de mezclado. Los valores control fueron tomados de las
diferencias isotdpicas entre los camarones alimentado solo con alimento artificial
(control positivo) y los alimentados con U. clathrata (control negativo) después de
alcanzar el equilibrio isotopico. La estimacion de los valores de incorporacion relativa
de carbono y nitrégeno de ambas fuentes, estan expresados como la media y sus
intervalos de confianza de 95% (truncados a 0 y 100%).

Para obtener un estimado de la contribucion relativa de materia seca (DM) al
crecimiento de los camarones a partir de la U. clathrata fresca y el alimento artificial, la
media de los valores duales de los is6topos estables para cada fuente dietaria y los de los
camarones (de los tres regimenes de co-alimentacion) fueron corregidos por los factores
de discriminacion para después ser graficados. Las distancias Euclideanas entre los
valores duales de los iso6topos de la U. clathrata, el alimento artificial y los camarones
(S) fueron calculados con la formula Z= V' X? + Y? (donde X es 8*C y Y es 8®°N), y
luego comparados. Las distancias entre la U. clathrata (A") y el alimento artificial (B")
con el camaron son inversamente relacionados con la contribucion relativa de la materia
organica en peso seco de la U. clathrata y el alimento artificial con la dieta del camaron
(entre méas cercana la distancia, mayor la contribucién). Debido a esta relacion inversa,
la contribucion relativa de materia seca de cada fuente dietaria se calcul6 de la siguiente
forma:

% X en la dieta = (SX"*/ SA"™* + SB'™) * 100
Donde: X'esA' 0B’

5.6.7.b Estimacidn de tasa de recambio de carbon y nitrégeno

Los cambios isotdpicos en los camarones fueron monitoreados durante el periodo
experimental, siguiendo el cambio dietario de una dieta basal a los diferentes regimenes
alimenticios. Se generaron valores isotopicos esperados a partir de un modelo
exponencial describiendo el cambio isotopico (Hesslein et al., 1993), los cuales fueron
ajustados a los valores observados con la finalidad de obtener un estimado de las tasas
metabolicas de recambio de carbono y nitrogeno en el camarén completo. Los
coeficientes de este modelo indican la magnitud de la tasa de recambio isotopico en

relacién al crecimiento (k) y el recambio metabolico (m), ambos coeficientes también
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nos indican el tiempo necesario para que la mitad del tejido corporal se remplace
después de consumir una nueva dieta (tiempo medio de residencia, tso):

tso= In2 / m+k

Donde:

k = log (Peso final/peso inicial)/tiempo (d)

m = Estimado con una regresion no linear usando el modelo de Hesslein et al. (1993)

5.6.8 Efecto antiviral de harina entera y extracto de U. clathrata en el alimento

contra WSSV (Experimento 9)

Con la finalidad de conocer si el consumo de harina o de un extracto acuoso de U.
clathrata (LSS3) incluido en el alimento, tienen un efecto antiviral contra WSSV, se
realizd en colaboracién con el Dr. Kenneth Hasson, un bioensayo de desafié viral en el
“Texas Veterinary Medical Diagnostic Laboratory” de la Universidad de Texas A&M
(TVMDL, TAMU). Se evaluaron las siguientes cuatro dietas: alimento artificial control
(Dctrl), alimento con 6% de inclusién de harina de U. clathrata (DU-6%), alimento con
0.7% extracto acuoso de U. clathrata (DEx-0.7%, Ulvan no purificado ver Anexo A) y
alimento con 0.4% fucoidan como control antiviral (DFu-0.4%). El porcentaje de
inclusion de fucoidan (DFu-0.4%) se defini6 en base a las recomendaciones de
Takahashi et al. (1998) para la ingesta diaria por peso de camarén (100 mg kg™ d), y de
acuerdo con un andlisis de azucares totales en el extracto de U. clathrata, se llego al
porcentaje de inclusién del extracto (DEx-0.7%), es decir que tedricamente la dieta con
extracto de U. clathrata contenia la misma cantidad de polisacaridos sulfatados que la
dieta con fucoidan. Ademas el alimento DU-6% y DEx-0.7% son tedricamente bio-
equivalentes respecto a la sustancia activa (ulvan) de acuerdo con el analisis de pureza y
recuperacion del extracto, es decir que la dieta con harina de U. clathrata y la dieta con
extracto de U. clathrata contenian la misma cantidad de sustancia activa.

Se utilizaron dieciséis acuarios de vidrio de 20 L de capacidad, de los cuales doce
se colocaron en el cuarto para infeccidén (contaminado) y cuatro en el cuarto sin infectar
(limpio). En cada acuario se colocaron 8 camarones SPF de 5.5 g peso promedio. Los

acuarios se sifonearon cada mafana para eliminar restos organicos, ademas se sustituyo
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el 50% del agua cada dia para mantener la calidad del agua. Se monitorearon las mudas,
camarones muertos y moribundos durante todo el experimento.

Los camarones fueron alimentados con 6% de la biomasa de cada acuario dividido
en tres raciones diarias durante 18 dias. Cada mafiana durante el cambio de agua y las
alimentaciones, los acuarios fueron examinados para colectar y contabilizar mudas,
muertos y moribundos durante todo el estudio. Los tratamientos asignados a cada

acuario de presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental del desafio viral con WSSV

Aguario Tratamiento No. camarones Tratamiento
Cuarto limpio
1 Dctrl, Control negativo 8 Tejido SPF
2 DU-6%, Control negativo 8 Tejido SPF
3 DEx-0.4%, Control negativo 8 Tejido SPF
4 DFu-0.7%, Control negativo 8 Tejido SPF
Cuarto infectado
5 Dctrl 8 Tejido (+) WSSV
6 Dctrl 8 Tejido (+) WSSV
7 Dctrl 8 Tejido (+) WSSV
8 DU-6% 8 Tejido (+) WSSV
9 DU-6% 8 Tejido (+) WSSV
10 DU-6% 8 Tejido (+) WSSV
11 DEX-0.4% 8 Tejido (+) WSSV
12 DEx-0.4% 8 Tejido (+) WSSV
13 DEx-0.4% 8 Tejido (+) WSSV
14 DFu-0.7% 8 Tejido (+) WSSV
15 DFu-0.7% 8 Tejido (+) WSSV
16 DFu-0.7% 8 Tejido (+) WSSV

5.6.8.a Inoculo e infeccion con WSSV

El tejido infectado fue preparado un mes antes del bioensayo mediante la infeccion
de camarones sanos SPF, inyectdndolos via intramuscular en el tercer segmento
abdominal con un homogenizado de tejido filtrado de WSSV (obtenido de langostinos
infectados de Luisana, EUA). El in6culo se prepard a partir de camarones colectados
muertos 0 moribundos después de la inyeccion con el virus. A los camarones de los
acuarios del control negativo se les expuso a tejido SPF. En el dia 11 se llevé a cabo una
sola exposicion per os (5% de la biomasa) con tejido infectado con WSSV (Figura 16).

Después de la exposicion y consumo del tejido infectado se contindio con el mismo
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régimen alimenticio previo la exposicion al virus, ajustando la racién de acuerdo al

namero de organismos.

Figura 16. a) Camarones previamente infectados con WSSV; b) Preparacion del indculo
a partir de tejido infectado 6 SPF; ¢) Racién de indculo por acuario; d) Exposicion Per
0s a WSSV.

5.6.8.b Diagnostico histologico y por PCR

Se realizaron analisis histoldgicos de rutina, con tincion de hematoxilina y eosina
utilizando métodos estandar sobre cinco camarones (recién llegado el lote al laboratorio)
preservados en Davidson’s, ademas de cinco camarones por tratamiento colectados en
estado moribundo después de la exposicion a WSSV y tres camarones sobrevivientes
después de la exposicion a WSSV al dia 18 del estudio. Solo se utilizaron los cefalotorax
para el analisis histolégico y el abdomen se guardd en congelacion (-80°C). Se realizé un
andlisis por PCR anidado para la deteccion de WSSV siguiendo el manual de “OIE
Aquatic Disease Manual” sobre pledpodos de los distintos camarones (recién llegados,

control negativo y de camarones moribundos expuestos a WSSV)

5.6.9 Expresion diferencial de 292 genes en hepatopancreas de camarén bajo
consumo de U. clathrata y alimento artificial (Experimento 10)

Se realizd un bioensayo en colaboracién con el "Laboratorio de Microarreglos
CIAD-CIBNOR-CICESE" del Dr Francisco Vargas del CIAD de Hermosillo para
determinar la expresién diferencial de genes entre camarones alimentados con alimento
artificial y camarones alimentados con alimento artificial mas U. clathrata fresca
(MSS3). Camarones juveniles de L. vannamei (CMP) con peso promedio de 2.7 g, se
alimentaron durante 4 semanas en acuarios (60 L sin doble fondo) con una densidad de 8
camarones por acuario (UANL). Dos tratamientos con 3 replicados fueron empleados:
T1) 100% de racion de alimento artificial (a saciedad), T2) 100% de la racion de
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alimento artificial (igual que T1) mas U. clathrata fresca. El alimento artificial
(comercial, 35% proteina) se ofrecié en 2 raciones diarias (10:00 y 17:00 hrs) mientras
que en el caso de la U. clathrata fresca, siempre estuvo disponible dentro de los acuarios

en forma de “pacas” como en el experimento 4.

5.6.9.a Toma de muestras para extraccion de mRNA

De cada tratamiento se tomaron de 12 a 15 camarones en estadio C de muda, a los
cuales se las extrajo el hepatopancreas (una hora después de la alimentacién matutina).
El hepatopancreas entero de cada camardn se colocd de forma individual en criotubos
con solucion RNA later (Figura 17) y posteriormente se refrigerd a 4°C. La solucion
RNA later se utiliz6 a razon de 5 volumenes con respecto a la muestra. Después de una
noche en refrigeracion, se congelaron las muestras a -80°C y se almacenaron a esta
temperatura durante una semana para después ser enviadas via aérea en hielo seco al
"Laboratorio de Microarreglos CIAD-CIBNOR-CICESE" del CIAD de Hermosillo para

su posterior analisis.

Figura 17. a) Extraccion de hepatopancreas de camardn; b) Hepatopancreas en RNA
later para preservar RNA de las muestras

5.6.9.b Protocolo de microarreglos (CIAD, Hermosillo, Son.)

La expresion génica se evaluo utilizando microarreglos, con un numero de 292
genes de camarén (Figura 18). El microarreglo se prepard por el laboratorio de
Microarreglos del Dr. Franscico Vargas, el cual fue impreso en un equipo QArray2
(Genetix). Las sondas se prepararon a partir del mRNA purificado de hepatopancreas de
los camarones que consumieron los diferentes alimentos (alimento artificial y/o U.

clathrata fresca) por medio de la técnica de Trizol (Invitrogen) siguiendo el
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procedimiento recomendado. El marcaje con fluor6foros se realizé durante la sintesis del
cDNA con transcriptasa reversa Superscript Il RT (Invitrogen), utilizando el Kit
AlexaFluor (Invitrogen). Se utiliz6 Cy3 para los camarones que solo consumieron
alimento artificial (control) y Cy5 para los alimentados con alimento artificial y U.
clathrata fresca. Los microarreglos se hibridizaron en un SlideBooster SB401/800
(Advanlytix) y se leyeron en un scanner ScanArray Gx PLUS (PerkinElmer). El andlisis
se realizd con apoyo del software TM4 suite (Microarray Data Analysis System, TIGR

Spotfinder, MultiExperiment Viewer, MicroArray DAta Manager).

oy3
Serie 1
Serie 1 (ctrl)
~ vl = s B

, e d
~ @ :
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<~ 98._ — |
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almento artificial + Uha
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Serie 2

Extraccion de hepatooancreas poli-lisina

(-Y-"
Analizador de Imégenes para Microarreglos con Focol Laser (Perkin Elmer Modelo ScanArray Gx Plus)

Figura 18. Estrategia general de anélisis de expresion génica de hepatopancreas de
camaron con microarreglos

5.7 Andlisis estadisticos

En cada experimento, los parametros zootécnicos evaluados para cada replicado
(acuario) se sometieron a un analisis de varianza de una sola via (ANOVA); en los casos
en que se presentaron diferencias significativas, se realiz6 una comparacion multiple de
medias por el método de Duncan. En el caso del experimento 4, el consumo Yy tasa de

conversion alimenticia relativa al alimento artificial (sin contar el consumo de U.
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clathrata) para el tratamiento control (DAA) y el tratamiento adicionado con U.
clathrata (DAU) fue sometido a un analisis de t de student.

En el caso de los analisis quimicos de los diferentes tratamientos y tipos de
muestras (alimentos, algas, camarones), los resultados fueron sometidos a un analisis de
varianza de una sola via (ANOVA); cuando se presentaron diferencias significativas, las
medias se compararon con un analisis de comparacion multiple de medias por el método
de Tukey.

Para el caso de los analisis isotdpicos, los contenidos de carbon y los valores de
8C de la U. clathrata y alimento artificial fueron comparados por una anélisis de t-
Student's. Los valores isotopicos de los tejidos a diferentes tiempos, los pesos promedios
y sobrevivencia de los camarones de los diferentes tratamientos fueron analizados por
una prueba de varianza de una sola via (ANOVA), y en el caso de ser necesario se aplico
un analisis de comparacion multiple de medias por el método de Tukey. Se aplicd un
andlisis de Chi-cuadrada de bondad de ajuste para determinar diferencias estadisticas de
los valores esperados y observados de las proporciones de carbén y nitrégeno dietario
incorporado en el cuerpo del camardn y en el tejido muscular.

Para el andlisis de la sobrevivencia en el experimento de desafio viral, se aplico un
método no paramétrico basado en el tiempo de experimentacion mediante el modelo de
Kaplan-Meyer.

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa SPSS ver. 15.0 a
un nivel de significancia de p<0.05 (SPSS. Inc., Chicago, IL, USA).

En el caso de los microarreglos, se tomo el Log2 de la diferencia entre el
tratamiento con U. clathrata y el control, los valores negativos indican supresion
mientras que los positivos indican estimulacion del gen, tomando los valores entre -1.2 y

1.2 como sin cambio de expresion (+/-20%).
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6 RESULTADOS

6.1 Composicidon quimica de Ulva clathrata

En la Tabla 3 se enlistan todas las muestras y lotes de U. clathrata analizadas
durante el proyecto de tesis, donde ademas se detallan los analisis realizados a cada una
de las muestras y en donde fueron realizados dichos analisis. La composicion proximal
de U. clathrata de diferentes sistemas de cultivo se presenta en la Tabla 8. El promedio
general de proteina y lipidos de las muestras fue de 20.6 y 0.98% respectivamente, sin
presentarse diferencias significativas entre los diferentes sistemas de cultivo. En el caso
de la fibra cruda, las muestras del sistema CCp presentaron un contenido
significativamente mayor con 5.4%, mientras las de menor contenido fueron las del
sistema UPM con 2.8% (P=0.004). El contenido promedio de ceniza de todas las
muestras fue de 37%, siendo significativamente mayor en la U. clathrata del sistema
UPM (47.1%), sin embargo en el caso de las muestras de LSS, la U. clathrata tuvo un
proceso de lavado con agua dulce, por lo que el contenido de ceniza se pudo ver
reducido significativamente por efecto de este tratamiento (P<0.001). Las muestras con
mayor contenido de ELN fueron las muestras LSS con 45%, un 10% mas que en el resto
de las muestras de los otros sistemas (P<0.001).

En el anélisis de fibra dietética, se encontrd un promedio de 29.5% de FDT en las
muestras analizadas (Figura 19), donde la faccion soluble constituyé un 60% mientras

que la fraccién insoluble corresponde a un 40% del total de la fibra dietética.

29.547.5%
30% | ~—m———
25%
17.632.92%
20% Ry = FOT
15% 11.944.6% " FDS
10% Rt
= FDI
5%
% -
FOI
DS

Figura 19. Valores promedio de la cantidad de fibra dietética en muestras de U. clathrata +
desviacion estandar (LSS n=1; MSS n=3; total n=4). Donde: FDT=fibra dietética total;
FDS=fibra dietética soluble; FDI=fibra dietética insoluble
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En el perfil promedio de AA de U. clathrata, encontramos hasta un 35% de AAE
y un 45% de AANE (resto no identificado) respecto a la proteina. De los AAE
encontramos un alto contenido de arginina (6.3%), leucina (5.1%) y valina (5.0%), de
los no esenciales los mas abundantes son el acido glutdmico y el &cido aspartico con

11.5 y 12% respectivamente (Figura 20).

Perfil de Aminoacidos de Ulva clathrata
14

Aminoacidos en % de la proteina

AA esenciales AA no esenciales

Figura 20. Perfil de aminoéacidos de muestras de U. clathrata cultivadas en sistema LSS
(n=2) y MSS (n=4).

El perfil promedio de FA de muestras de U. clathrata se presenta en la Figura 21.
De los FA mas abundantes encontramos acido palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n7),
vaccénico (18:1n7), linoleico (LA, 18:2n6) y linolénico (LNA, 18:3n3). La suma
promedio de SFAs (acidos grasos saturados) es de 32.5%, de MUFAs (acidos grasos
monosaturados) 14.5% y de PUFAs (acidos grasos poliinsaturados) es de 29.5%. De los
FA de las familias de los omega 3 se encontré un promedio de 17.4% mientras que de
las omega 6 un 9.5% del total de FA (Figura 22).
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Figura 21. Perfil promedio de acidos grasos de U. clathrata. Los valores son el
promedio del analisis de muestras de todos los sistemas de cultivo + desviacion estandar
(LSS n=1; MSS n=3; CCp n=1; UPM n=1, total n=6). Donde: SFA = FA saturados;
MUFA = FA monosaturados; PUFA = FA poliinsaturados.
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Figura 22. Promedio de &cidos grasos de las familias de omega 3

Los azlcares mas abundantes en la U. clathrata fueron la
urénico (27%), glucosa (13%) y la xilosa (11%) (Figura 23), los ¢

glucosa, forman parte esencial del ulvan (polisacarido sulfatado) y de la fraccion soluble

de la fibra dietética.

Ac. urénico
Galactosa
Glucosa
Manosa
Xilosa
Arabidosa
Fucosa

Ribosa

Ramnosa

20%

, 6y 9en las muestras
de U. clathrata analizadas (LSS n=1; MSS n=3; CCp n=1; UPM n=1, total n=6).

ramnosa (37%), acido

uales a excepcion de la

4 37.4%

0% 10% 20% 30% 40%

% del total de azucares

Figura 23. Perfil de azlcares de U. clathrata (LSS n=1; MSS n=3, total n=4).




En la Figura 24 se muestra el contenido de carotenoides totales de cuatro
diferentes muestras de U. clathrata, donde se puede apreciar la alta variabilidad con un
promedio de 311 mg kg™ pero variando hasta +/- 112 mg kg™ en base seca de la

muestra.

Carotenoides totales

500 -
400 -

300 + I

mg kgt

200 -

100 -

MSS1 MSS2 MSS3 LSS

Figura 24. Contenido de carotenoides de diferentes muestras de U. clathrata (mg kg™
en base seca cada muestra analizada por triplicado).

El contenido promedio de minerales y metales en muestras de U. clathrata de los
sistemas LSS y MSS se muestra en la Tabla 9. De los elementos analizados, el Ca fue el
més abundante llegando hasta 18 g kg™ en una muestra del sistema LSS, también en esta
muestra se encontrd con una gran cantidad de Fe (4.17 g kg™), sin embargo para esta
misma muestra encontramos los niveles més bajos de Zn y Cu con 16.6 y 13.8 g kg™
respectivamente. En el caso del As y Pb los valores maximos encontrados fueron de 9.7
y3.5mgkg™.

Tabla 9. Concentracion de metales en muestras de U. clathrata (mg kg™*de peso seco)

promedio maximo minimo
Calcio 12023 18800 8850
Hierro 1509 4172 340.1
Zinc 74.0 188.91 16.66
Cobre 36.7 5417 13.8
Nickel 3.84 5.72 2.37
Arsénico 3.87 9.73 1.63
Plomo 2.38 3.49 1.09
Cadmio 0.90 1.32 0.48
Cromo 1.08 1.53 0.52

Valor promedio de cuatro muestras de U. clathrata (LSS n=1; MSS n=3, total n=4).
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6.2 Efecto de la inclusion de harina de U. clathrata en el alimento sobre

parametros zootécnicos del camaron (experimento 1)

La composicion proximal de la U. clathrata utilizada en los alimentos
experimentales se presenta en la Tabla 10. La composicion proximal y la estabilidad en
el agua de los alimentos experimentales se presentan en la Tabla 11. El contenido de
humedad y proteina entra las dietas experimentales fue de 8.2 a 9.2% y 30.5 a 31.5%

respectivamente.

Tabla 10. Composicion de la U. clathrata utilizada en alimentos experimentales con
diferentes niveles de inclusion de harina del alga del experimento 1 (g 100g™).

Analisis

Humedad U. clathrata fresca 87.3+0.5
Humedad harina de U. clathrata 9.7+0.4
Proteina 21.3+0.9
Lipidos 0.8+0.2
Ceniza 43.2+1.2
Fibra cruda 3.5+0.2
ELN 31.1+0.2
Energia (Kcal/g) 2.8

Valores expresados en base seca + desviacion estdndar. ELN = extracto libre de nitrogeno

La PMS fue significativamente mayor (P<0.001) en la dieta control (19.1%)
comparado a las dietas con U. clathrata (15.7% a 16.5%). Un efecto similar se observa
para la PP, donde las dietas con U. clathrata fueron significativamente mas estables
(menor pérdida de proteina) que la dieta control (P=0.003). La WA del la dieta control
(160%) se increment6 significativamente (P<0.001) con la inclusion de la harina de U.
clathrata (173 a 206%).

Los pardmetros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
cuatro dietas experimentales se muestran en la Tabla 12. Los resultados indican que la
inclusion de harina de U. clathrata no afecto significativamente los parametros de
crecimiento evaluados. Todos los tratamientos terminaron con una sobrevivencia mayor

al 90% sin presentar diferencias significativas.
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Tabla 11. Composicién proximal en base himeda (g 100g™), y estabilidad en el agua de
alimentos experimentales con diferentes niveles de inclusion de harina del alga del
experimento 1.

Dieta
Ctrl UM2 UM4 UM6
Nutriente
Humedad 8.4+0.2 8.2+0.3 9.1+0.1 9.2+0.3
Proteina 31.5+0.2 31.1+0.3 30.5£0.4 30.6+£0.2
Lipidos 8.7+0.1 8.6x0.2 8.2+0.6 8.3x0.7
Ceniza 6.3+0.2 6.4+0.4 6.7+0.3 6.8+0.6
Fibra cruda 1.89+0.2 1.87+£0.3 1.91+0.1 1.93+0.1
ELN 43.2+0.3 43.8+0.4 43.6+0.3 43.2+0.2
Energia (Kcal/g) 4.58 4.58 4.50 4.50
Estabilidad en el agua
PMS (%) 19.1+1.4° 15.7+0.7° 16.5+1.3° 16.4+1.6°
PP (%) 25.1+1.3° 21.1+2.3° 21.2+1.3° 22.6+1.2°
WA (%) 160+5.1*  175+7.2°  173+4.1°  206+9.6°

Ctrl = dieta control; UM2 = 2% harina de U. clathrata; UM4 = 4% harina de U. clathrata; UM6 = 6%
harina de U. clathrata. ELN = extracto libre de nitrégeno; PMS = pérdida de material seca; PP = pérdida
de proteina; WA= absorcion de agua. Los valores son el promedio de tres replicados + desviacion
estandar. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Duncan, a=0.05).

Tabla 12. Parametros zootécnicos de camarones alimentados con dietas con diferentes
niveles de inclusion de harina de U. clathrata en el experimento 1.

Dieta

Ctrl UM?2 UM4 UM6
WTF () 3.15+0.25 3.14+0.29 3.09+0.12 3.17+0.08
BA (9) 31.5+2.55 29.3%£3.19 28.8+0.68 30.6+2.45
TC (%) 1774215 178+24.2 172+10.4 175+6.7
Cl (9) 3.16+0.17 3.2+0.14 3.1+0.1 3.21+0.08
TCE (% d) 3.64+0.28 3.64+0.3 3.57+0.14 3.61+0.09
TCA 1.58+0.12 1.61+0.2 1.59+0.06 1.6+0.03
PER 2.01+0.15 2.06+0.28 2.03+0.07 2.07+0.04
C Kcal 4,58 4,58 4,50 450
% S 100 93+6 9316 97+6

Ctrl = dieta control; UM2 = 2% harina de U. clathrata; UM4 = 4% harina de U. clathrata; UM6 = 6%
harina de U. clathrata. Wf = peso final; BA = biomasa del acuario; TC = tasa de crecimiento; ClI =
consumo individual; TCE = tasa de crecimiento especifico; TCA = tasa de conversién alimenticia; PER =
tasa de eficiencia proteica; C Kcal= consumo de kilocalorias; S = tasa de sobrevivencia. Los valores son el
promedio de tres replicados + desviacion estandar. Letras diferentes en una misma hilera indican
diferencias significativas (Duncan, a=0.05).
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6.3 Efecto del procesado de U. clathrata y del alimento sobre parametros
zootécnicos del camarén (Experimento 2)
La composicion de la muestra de U. clathrata utilizada se presenta en la Tabla 13.
La composicion proximal y la estabilidad en el agua de los alimentos experimentales se
presentan en la Tabla 14. La humedad, proteina y el contenido de fibra cruda, fueron
similares en todas las dietas experimentales; sin embargo, el contenido de ceniza fue

mayor en las dietas con U. clathrata (7.9 - 8.1%) que en la dieta control (7.3%).

Tabla 13. Composicion de U. clathrata utilizada en alimentos elaborados bajo
diferentes procesos de inclusién de U. clathrata en experimento 2 (g 100g™).

Analisis

Humedad U. clathrata fresca 88.4+0.2
Humedad harina de U. clathrata 9.1+0.2
Proteina 21.7+0.3
Lipidos 0.7£0.1
Ceniza 46.0+0.3
Fibra cruda 3.2+0.2
ELN 28.4+0.2
Energia (Kcal/g) 2.7

Valores expresados en base seca + desviacién estandar. ELN = extracto libre de nitrégeno

Tabla 14. Composicion proximal (base humeda), y estabilidad en el agua de dietas
elaboradas bajo diferentes procesos de inclusion de U. clathrata en experimento 2

Dieta
Dctrl DHU DLU DCU
Nutriente
Humedad 9.5+0.2 9.240.1 9.3+0.2 9.3+0.1
Proteina 31.1#0.3  31.0+04  30.9+0.3 31.0+0.5
Lipidos 8.4+0.3 8.2+0.2 8.3+0.3 8.6+0.3
Ceniza 7.3+0.2 7.940.1 8.1+0.4 7.940.2
Fibra cruda 1.95+0.2 1.95+0.2 1.94+0.2 1.96+0.3
ELN 41.8+0.3  41.84#0.3  415+0.3  41.2+04
Energia (Kcal/g) 4.47 4.45 4.44 4.46
Estabilidad en el agua
% PMS 24.742.0°  145+3.9%  115+3.7°  24.61.8
% PP 25.1+1.1°  16.5+2.1*  13.3+3.1°  255+2.1°
% WA 104+7.0° 158+12.1° 162+10.2° 101+7.1°

Dctrl = dieta control; DHU = 2% de harina de U. clathrata; DLU = 2% U. clathrata licuada; DCU = 2%
U. clathrata recubierta. ELN = extracto libre de nitrégeno; PMS = pérdida de material seca; PP = pérdida
de proteina; WA= absorcion de agua. Los valores son el promedio de tres replicados + desviacion
estandar. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Duncan, a=0.05).
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Cuando la U. clathrata se incluyd en el alimento antes del proceso de extrusion
(DHU and DLU), la PMS y PP disminuyeron significativamente (mejor estabilidad)
(P<0.001). La WA en la dieta DHU (158%) y DLU (162%) se incrementd
significativamente (P<0.001) respecto al control (104%) y DCU (101%) (Figura 25).

Los resultados zootécnicos de los camarones al final del experimento se presentan
en la Tabla 15. Los camarones alimentados con la dieta recubierta con U. clathrata
(DCU) presentaron un crecimiento significativamente mayor en términos de peso final
(1.84g, P<0.001), TC (251%, P<0.001) y TCE (4.65 % d*, P=0.002) comparado con los
camarones alimentados con la dieta control y las otras dietas con U. clathrata (Figura
26). La TCA no presentan diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.05). Los
camarones alimentados con las dietas DHU y DCU presentaron mayor PER (2.21y 2.22
respectivamente) que los alimentados con la dieta control (2.19) y DLU (2.09). El
tratamiento DLU mostrd la tasa de sobrevivencia mayor (97%) y el menor crecimiento
por efecto de densidad entre los tratamientos, sin embargo no se presentaron diferencias
significativas (P=0.13).

Tabla 15 Parametros zootécnicos de camarones alimentados con dietas elaboradas bajo
diferentes procesos de inclusion de U. clathrata (experimento 2)

Dieta

Detrl DHU DLU DCU
WH (g) 1.79+0.03° 1.774£0.02° 1.71%0.01° 1.84%0.03°
BA (g) 13.7+1.9 13.6+2.6 15.9+1.0 16.60.3
TC (%) 239+5.7° 237+5.2° 225+2.0° 251+6.7°
Cl (g) 1.89+0.01% 1.84+0.04° 1.860.01* 1.94+0.03°
TCE (% d) 4.53+0.06 4.50+0.06 4.37+0.02 4.65+0.07
TCA 1.50+0.04 1.48+0.05 1.57+0.02 1.47+0.05
PER 2.19+0.05% 2.21+0.08° 2.09+0.02° 2.22+0.07°
C Kcal 1.89 1.84 1.86 1.94
% S 80+12 80+13 97+6 87+6

Dctrl = dieta control; DHU = 2% de harina de U. clathrata; DLU = 2% U. clathrata licuada; DCU = 2%
U. clathrata recubierta. Wf = peso final; BA = biomasa del acuario; TC = tasa de crecimiento; Cl =
consumo alimento; TCE = tasa de crecimiento especifico; TCA = tasa de conversion alimenticia; PER =
tasa de eficiencia proteica; C Kcal= consumo de kilocalorias; S = tasa de sobrevivencia. Los valores son el
promedio de tres replicados. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas
(Duncan, a=0.05).
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Figura 25. Caracteristicas fisicas de los alimentos experimentales bajo diferentes
procesos de inclusion de U. clathrata, en términos de a) porcentaje de absorcion de agua
y b) pérdida de materia seca
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Figura 26. Crecimiento de los camarones alimentados con las dietas experimentales
bajo diferentes procesos de inclusion de U. clathrata en términos de a) peso final y b)
tasa de crecimiento.
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6.4 Efecto sobre la digestibilidad aparente del alimento con inclusion de U.

clathrata (Experimento 3)

La composiciéon de la harina de U. clathrata utilizada en este experimento se
presenta en el experimento 1. En la Tabla 16 se presentan la composicién bromatoldgica
y estabilidad en el agua de la dieta control y la dieta con 6% inclusion de U. clathrata.
Se observa un incremento de casi 2% de ceniza en base seca en el alimento DEC debido
al alto contenido de ceniza en la harina de U. clathrata (Tabla 10). Por otro lado, el
alimento DEC resulto con una menor PP y una mayor WA (P<0.05).

Los resultados de digestibilidad aparente de materia seca y de proteina de las
dietas experimentales se presentan en las Figuras 27 y 28 respectivamente. Tanto en la
DAMS como en la DAP se observa un incremento de la digestibilidad para ambas dietas
conforme avanzan los dias de bioensayo, sugiriendo un acondicionamiento enzimatico a
las dietas. En el caso de la DAMS, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
entre las dos dietas para ningun tiempo de muestreo.

Tabla 16. Composicién bromatoldgica y estabilidad en el agua de alimentos control
(DCC) y con 6% inclusion harina de U. clathrata (DEC) del experimento 3.

DCC DEC
Analisis
Humedad 7.5+£0.2 7.9+0.2
Proteina 33.0+0.1 32.940.2
Lipidos 9.6+0.1 9.6+0.1
Fibra cruda 0.9+0.1 1.2+0.1
Ceniza 9.0+0.2 10.840.1
ELN 47.5+0.1 45.6+0.1
Energia (Kcal/g) 4.9 4.8
Estabilidad en el agua
% PMS 6.59+1.9 6.47+1.4
% PP 16.42+1.2 13.44+1.1*
% WA 277+11 301+3.5*

DCC = dieta control; DEC = dieta con 6% de inclusién de harina de U. clathrata y 1% 6xido de cromo.
Valores de bromatolégico reportados en g 100g™* de muestra en base seca.* Indica diferencias
significativas (P<0.05)

En los tiempo de muestreo del dia 1-4 y del dia 20-25, se observa una mayor DAP

en la dieta con 6% de harina de U. clathrata donde desde el primer muestreo la
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digestibilidad fue mayor al 90%, mientras que la DAP de la dieta control fue hasta
después del segundo muestreo que presento una DAP mayor al 90%.

En la Tabla 17 se presentan el perfil de FA de los camarones enteros despues de
las cuatro semanas de bioensayo, donde podemos notar que no se observan diferencias

significativas entre los tratamientos.

Digestibilidad aparante de la materia seca
88

85.6 858

86 | -

H DCC

% DAMS

E DEC

Dial-4 Dia5-8 Dia 20 - 25
(P=0.763) (P=0.577) (P=0.740)

Figura 27. Digestibilidad aparente de la materia seca de las dietas experimentales con 0
y 6% de inclusién de U. clathrata a diferentes tiempos durante el experimento

Digestibilidad aparante de la proteina
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.2
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% DAP

 DCC

i DEC

Dial-4 Dia5-8 Dia 20 - 25
(P=0.018) (P=0.111) (P=0.038)

Figura 28. Digestibilidad aparente de la proteina de las dietas experimentales con 0 y
6% de inclusion de U. clathrata a diferentes tiempos durante el experimento
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Tabla 17. Composicion de &cidos grasos (% del total de FA) de camarones completos
alimentados con una dieta control (DCC) y una dieta con 6% de harina de U. clathrata
(DEC) en experimento 3.

Camarones

DCC DEC t- student
14:0 0.74+ 0.03 0.70+ 0.06 0.260
15:0 0.66+ 0.76 0.68+ 0.78 0.312
16:0 18.45+ 0.51 17.82+ 0.67 0.181
17:0 0.86+ 0.05 0.85+ 0.03 0.735
18:0 10.90+ 0.33 10.84 + 0.45 0.838
20:0 0.72+ 0.04 0.72+ 0.05 0.937
22:0 055+ 0.64 090+ 0.61 0.484
>SFA 3299+ 2.15 3250+ 1.55 0.720
16:1n-7 1.33+ 0.05 1.27+ 0.12 0.374
18:1n-9 1214+ 0.26 11.60+ 0.39 0.062
18:1n-7 2.86 + 0.05 276+ 0.11 0.137
20:1n-9 0.85+ 0.03 0.83+ 0.04 0.333
24:1n-9 0.49+ 0.03 0.37+ 0.25 0.889
>MUFA 17.67+ 0.35 16.82+ 0.60 0.050
18:2n-6 16.44 + 0.97 16.25+ 0.66 0.759
18:3n-3 1.02+ 0.09 1.01+ 0.06 0.794
20:4n-6 2.73+ 0.13 2.83+ 0.19 0.430
20:5n-3 12.25+ 0.27 1244+ 0.74 0.657
22:5n3 0.76 + 0.03 0.75+ 0.04 0.848
22:6n-3 8.28+ 0.26 8.28+ 0.22 0.977
>PUFA 4148+ 145 4154+ 152 0.951
>HUFA 24.02+ 0.56 2429+ 1.00 0.655
>n-3 22.31+ 0.53 2247+ 0.87 0.765
>n-6 19.17+ 0.97 19.08 + 0.71 0.882
n-3/n-6 1.17+ 0.04 1.18+ 0.03 0.596

DCC = dieta control; DEC = dieta con 6% de inclusién de harina de U. clathrata y 1% 6xido de cromo.
>'SFA = sumatoria de FA saturados; > MUFA = sumatoria de FA monosaturados; Y PUFA = sumatoria de
FA polinsaturados; > HUFA = sumatoria de FA altamente insaturados. Los valores son el promedio de tres
replicados + DE.

6.5 Efecto del consumo de Ulva fresca en condiciones controladas de laboratorio
sobre parametros zootécnicos del camaron (Experimento 4)
La composicién bromatoldgica y estabilidad en el agua del alimento artificial
(comercial) y la composicién de la U. clathrata utilizada en el bioensayo se presenta en
la Tabla 18. La estabilidad en el agua del alimento artificial se considera buena, con

valores de pérdida de materia seca y proteina por debajo del 10% en ambos casos.
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Tabla 18. Composicion bromatologica y estabilidad en el agua del alimento artificial
(comercial) y composicion de la U. clathrata utilizados en experimento 4.

Alimento artificial U. clathrata
Analisis
Humedad 10.5+0.2 89.240.1
Proteina 36.8+0.2 21.8+0.1
Lipidos 8.1+0.1 0.5+0.2
Fibra cruda 1.5+0.1 3.840.1
Ceniza 7.2+0.1 44.0+0.2
ELN 46.4+0.1 29.8+0.1
Energia (Kcal/g) 5.0 2.8
Estabilidad en el agua
% PMS 4.0£0.2
% PP 9.6+0.4
% WA 64.4+2.6

Valores de bromatolégico reportados en g 100g™ de muestra en base seca

En la Tabla 19 se presentan los resultados zootécnicos del bioensayo. El promedio
de consumo de alga por dia fue mayor en los camarones del tratamiento UC75, sin
embargo no presentd diferencias significativas (P=0.251) con el tratamiento UC50.

Durante la mayor parte del experimento, los camarones UC75 consumian mas alga que
los camarones UCS50 (Figura 29).

Consumo de Ulva
0.6

0.5
0.4 - =

L 4 - \
0.3 r— = uc7s

0.2 f==< -===UC50
0.1

gindldial

1 3 5 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29

Dia de bioensayo

Figura 29. Consumo de U. clathrata fresca de los diferentes regimenes alimenticios
durante el experimento 4.
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Tabla 19. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con un alimento
artificial (comercial) y U. clathrata fresca en diferentes regimenes alimenticios en
condiciones controladas de laboratorio en el experimento 4.

Tratamiento

C100 UC75 UC50 ANOVA
W () 2.36+0.04° 2.57+0.06° 2.29+0.10° 0.007
TC (%) 95.3+3.3% 113.2+4.4° 90.1+8.5% 0.007
CA(gd?h 0.39+1.01 0.33+1.91 0.251
Cl(0) 1.99+0.06° 1.64+0.03° 1.00+0.07% <0.001
Cl Kcal 9.86 8.12 4,95
CA Kcal -- 3.67 3.11
Ct Kcal 9.86 11.80 8.06
TCE (% d) 2.47+0.07° 2.80+0.10° 2.37+0.15° 0.008
pTCA 1.73+0.11° 1.21+0.03° 0.93+0.05* <0.001
tTCA 1.73+0.11 2.01+0.1 1.79+0.29 0.244
% S 82+6 9548 86+0 0.830

C100 = racion ad libitum de alimento artificial; UC75 = 75% de la racion del alimento artificial y U.
clathrata fresca ad libitum; UC50 = 50% de la racion del alimento artificial y U. clathrata fresca ad
libitum. Wf = peso final; TC = tasa de crecimiento; CA = consumo individual de alga fresca por dia; Cl=
consumo de alimento artificial; ClI Kcal= consumo de kilocalorias del alimento artificial;, CA Kcal=
consumo de kilocalorias de la U. clathrata; Ct Kcal= consumo total de kilocalorias; TCE = tasa de
crecimiento especifico; pTCA = tasa de conversion alimenticia relativa al alimento artificial; tTCA = tasa
de conversién alimenticia considerando alimento y U. clathrata; S = tasa de sobrevivencia. Los valores
son el promedio de cuatro replicados. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias
significativas (Duncan, a=0.05).

El peso final y la tasa de crecimiento especifico (Figura 30a y b) de los camarones
bajo el tratamiento UC75, fueron significativamente mayores (P=0.008 y P<0.001
respectivamente) comparado con los otros dos tratamientos.

El consumo total de alimento (incluyendo la U. clathrata en base seca) fue
significativamente mayor en el tratamiento UC75 (Figura 31a). Si consideramos el
alimento artificial como la unica fuente de nutrientes, la tasa de conversion alimenticia
(pTCA) fue mejorada significativamente (p=0.006) en los tratamientos con 75 y 50% de
racion de alimento artificial. Considerando la suma del consumo de alimento artificial y
el alga en base seca, la tasa total de conversion alimenticia (tTCA) no present6
diferencias significativas (P=0.244) entre tratamientos (Figura 31b). Todos los
tratamientos finalizaron con una tasa de sobrevivencia mayor al 80% sin presentar

diferencias significativas entre ellos.
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Figura 30. Crecimiento de los camarones alimentados con los diferentes regimenes
alimenticios en experimento 4, en términos de a) peso final y b) tasa de crecimiento

especifico.
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Figura 31. Consumo Y tasa de conversion alimenticia en experimento 4. a) Consumo de
alimento artificial y U. clathrata; b) tasa de conversion alimenticia total y tomando en
cuenta solo el consumo de alimento artificial.
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6.6 Efecto del consumo de U. clathrata fresca sobre los acidos grasos y esteroles
en el musculo de camardn en condiciones controladas de laboratorio
(Experimento 5)

El contenido de proteina cruda y lipidos en el alimento artificial fue de 37.5 y
7.5% mientras que en la U. clathrata fue de 20.4 y 1.4% respectivamente (Tabla 20).
Los resultados de los pardmetros zootécnicos evaluados en el bioensayo se muestran en
la Tabla 21. Al término de los 28 dias de bioensayo los camarones bajo el tratamiento
DUU tuvieron una mortalidad elevada (40%) y un pobre crecimiento. Los camarones del
tratamiento DAU presentaron un crecimiento significativamente mayor (P<0.05) que los
otros tratamientos. Se observa un mejor aprovechamiento del alimento artificial en
presencia de U. clathrata, en términos de la tasa de conversion alimenticia relativa al
alimento artificial (pTCA) (P=0.014).

Tabla 20. Composicién del alimento artificial y U. clathrata utilizados en experimento 5
(g 100g™ de materia seca)

Alimento artificial U. clathrata
Humedad 8.81 89.2
Proteina cruda 37.53 20.4
Lipidos 7.55 1.4
Ceniza 6.91 34.4
Fibra cruda 1.92 5.6
ELN 46.1 38.2
Energia (Kcal/g) 4.9 3.2

ELN = extracto libre de nitrégeno

Tabla 21. Resultados zootécnicos sobre los camarones alimentados bajo diferentes
regimenes con alimento artificial y U. clathrata en el experimento 5.

Tratamiento

DAA DAU DUU Anova

TC (%) 142+4° 167+18° 32427 <0.001

TCE (% d) 3.2+0.1° 3.5+0.2° 1.0+0.1° <0.001

Cl (g) 2.38+0.02  2.36+0.03 ND 0.208
Cl Kcal 11.78 11.68 ND

pTCA 1.3240.04  1.12+0.10 ND 0.014

% S 90+7" 96+8" 60+10° 0.005

DAA = solo alimento artificial; DAU = alimento artificial y U. clathrata fresca; DUU = solo U. clathrata fresca. TC = tasa
de crecimiento; Cl = consumo alimento artificial; Cl Kcal= consumo de kilocalorias del alimento artificial; TCE =
tasa de crecimiento especifico; pTCA = tasa de conversion relativa al alimento artificial; S = tasa de sobrevivencia
ND, no determinado. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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En el perfil de FA del alimento artificial se tiene que el 47.3% corresponden a
PUFAs mientras que en la U. clathrata representaron solo 13.6% (Tabla 22). Del total
de FA presentes en U. clathrata, 9.8% corresponden a acidos grasos esenciales (EFA)
para el camaron, siendo el 18:3n3 (LNA) el mas abundante con 4.12%, seguido del
18:2n6 (LA) con 3.64% y en menor proporcion, 20:5n3 (&cido eicosapentanoico; EPA) y
22:6n3 (4cido docosahexanoico; DHA) con 1.82% y 0.32% respectivamente. Los
MUFAs mas predominantes en la U. clathrata fueron el acido palmitoleico (16:1n7) y el
vaccénico (18:1n7) (6.6 y 12.5% respectivamente). Los esteroles analizados en el
alimento y U. clathrata se presentan en la Tabla 23. El principal esterol que se presenta
en el alimento artificial es el colesterol (61.4%) mientras que en la U. clathrata es el
isofucosterol (87.7%). Del total de esteroles en la U. clathrata y en el alimento artificial
se encontraron entre 7.0 y 8.1% de esteroles no identificados.

Las diferencias en la composicion de FA de los camarones alimentados bajo los
diferentes tratamientos se presentan en la Tabla 24. Globalmente se observa una
reduccidn significativa (P<0.05) en el total de FA en los camarones DUU con respecto a
los otros tratamientos. Los camarones de los tratamientos con U. clathrata (DAU y
DUU) presentaron un incremento significativo (P<0.05) en la proporcion y cantidad de
acido linolénico (18:3n3) y una disminucidon significativa (P<0.05) en la cantidad de
acido oleico (18:1n9) y EPA, esto con respecto a los camarones control (DAA). Se
observa un aumento en la proporcion de MUFASs y altamente insaturados (HUFA) en los
camarones DUU, sin embargo en cantidad de estos mismos, se observa una reduccion
significativa (P<0.05) respecto a los camarones DAA. En los tratamientos DAU y DUU
se presentd un incremento general en los esteroles analizados encontrando
acumulamientos significativos en brassicasterol, isofucosterol y otros esteroles no
identificados (Tabla 25). Se observé un incremento significativo (P<0.05) en el

contenido de colesterol en los camarones DUU.
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Tabla 22. Composicién de acidos grasos (mg 100g™ peso hiimedo y % del total de FA)

del alimento artificial y la U. clathrata utilizados en el experimento 5.

mg 100g™ peso hiimedo

% del total de acidos grasos

) Alimento

Acido graso artificial U. clathrata
14:00 124.80 £ 5.83 1.26 +0.04
15:00 0.00 £ 0.00 0.59 £0.02
16:00 653.93 + 13.43 58.04 + 6.44
17:00 0.00 £ 0.00 0.10 £ 0.00
18:00 139.46 + 2.67 0.48 £ 0.02
20:00 0.58+0.04 0.28 £0.15
21:00 0.00 £ 0.00 0.60 + 0.06
22:00 1.28+0.34 3.50+£0.32
24:00 0.08 £ 0.08 1.54+0.20
>'SFA 920.13+22.14 66.40 £ 7.02
14:1n-8 0.00 £ 0.00 0.03+0.03
15:1n-8 0.00 £ 0.00 0.15+0.02
16:1n-9 8.20£0.38 1.73+0.42
16:1n-7 130.15+5.81 7.25+0.39
16:1n-5 4,95+ 0.24 0.04 £0.02
17:1n-8 0.61£0.03 1.99+0.25
18:1n-9 382.46 +11.88 1.05+0.14
18:1n-7 1.40+0.01 13.95+1.29
20:1n-11 2.66+1.34 0.45+0.08
20:1n-9 0.44 £0.22 0.16 £ 0.05
22:1n-11 11.40 £ 0.79 0.20 £ 0.06
22:1n-9 2.23+0.34 0.18 £0.00
24:1n-9 7.56 £0.30 250+0.11
SMUFA 552.06 + 19.06 29.49 +1.88
18:2n-6 834.60 + 12.19 4.09 £ 0.59
18:3n-6

18:3n-3 2.06 £0.12 4.62 + 0.68
18:4n-3 3.97+0.23 1.80+£0.33
20:2n-6 0.81+£0.03 0.14 £0.05
20:3n-3 0.05+0.05 0.05+0.03
20:4n-6 0.65 £ 0.02 1.17 £ 0.05
20:5n-3 268.72 £ 14.99 2.00+£0.14
22:6n-3 209.49 +7.00 0.35+0.13
>PUFA 1,320.35+ 3445 14.22+1.91
SHUFA 478.86 +21.99 3.53+0.30
>'(n-6) 836.06 + 12.22 5.40 £ 0.65
> (n-3) 484.29 +22.28 8.82 £1.27
(n-3)/(n-6)

Total (FA) 2,792.54 + 7494 110.28 +10.51

Alimento

artificial U. clathrata
4.46 £ 0.09 1.15+0.08
0.00 £0.00 0.54 £ 0.04
23.40+0.18 52.00%+1.12
0.00 £0.00 0.09+£0.01
4,99 £ 0.05 0.44 £0.03
0.02£0.00 0.26 £0.15
0.00£0.00 0.55+0.05
0.05+£0.01 3.15+0.04
0.00 £0.00 1.37 £0.06
32.93+0.18 59.55 + 0.97
0.00 £ 0.00 0.03+£0.03
0.00 £ 0.00 0.14 £0.03
0.29+£0.01 1.55+0.33
4.65 % 0.08 6.57 £0.30
0.18 £0.00 0.03+£0.01
0.02£0.00 1.85+0.39
13.68 £ 0.07 0.93+0.04
0.05+0.00 12.54 £ 0.05
0.09 £ 0.05 0.39+0.04
0.02+£0.01 0.16 £ 0.06
0.41+0.02 0.17 +0.04
0.08£0.01 0.17+0.01
0.27 +0.02 2.30+0.29
14.60 + 0.06 16.67 + 0.34
29.88 £ 0.36 3.64+£0.20
0.09 £ 0.03 0.87 £ 0.07
0.07 £0.00 4,12 +0.29
0.14 £0.00 1.59 +0.16
0.03+£0.00 0.13+£0.04
0.00£0.00 0.04 +0.02
0.02£0.00 1.07 £0.07
9.60 £ 0.28 1.82+0.11
7.49 £ 0.07 0.32+0.11
47.33+0.16 13.59 £ 0.80
17.12£0.34 3.20+£0.26
29.93 +0.36 4.83+0.19
17.31 +0.35 7.89+£0.35
0.58 £ 0.02 1.63+0.06

>'SFA = sumatoria de FA saturados; > MUFA = sumatoria de FA monosaturados; Y PUFA = sumatoria de
FA polinsaturados; Y HUFA = sumatoria de FA altamente insaturados. Los valores son el promedio *
desviacion estandar (n=3).
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Tabla 23. Composicién de esteroles (mg 100g™ peso hiimedo y % del total de esteroles)
del alimento artificial y la U. clathrata utilizados en el experimento 5.

mg 100g™* peso hiimedo

% del total de esteroles

Alimento
Esteroles artificial U. clathrata Alimento artificial U. clathrata
s12.38 1.01+£0.18 0.00 £ 0.00 0.56 £ 0.12 0.00 +0.00
s12.62 1.81+£0.10 0.05+0.01 0.98 +0.06 1.31£0.05
s14.03 4.43+0.19 0.04 £0.01 2.42£0.17 0.91+0.12
s14.2 0.63 +0.08 0.00+£0.00 0.34 +0.03 0.00 £ 0.00
s14.46 4.40+043 0.00 £ 0.00 2.38+0.13 0.00 +0.00
s15.3 0.63+0.17 0.16 +£0.01 0.33+0.08 4.81+1.65
s16.1 0.94 £1.09 0.00 £ 0.00 0.50 +0.59 0.00 +0.00
s17.6 1.09 £0.09 0.00+£0.00 0.59+0.01 0.00 £ 0.00
dehidrosterol 3.92+£0.40 0.00 £ 0.00 2.11+£0.06 0.00 £ 0.00
Colesterol 113.79+8.49  0.06+£0.01 61.45 + 0.09 1.66 £0.44
s20.81 157+0.11 0.00 £ 0.00 0.85+0.07 0.00 £ 0.00
Brassicasterol 2.34£0.23 0.00 £0.00 1.27 £0.10 0.00£0.00
Desmosterol 1.51 +0.05 0.00 £0.00 0.82 £ 0.06 0.00 £0.00
Campesterol 9.56 £ 0.84 0.00+0.00 5.15+0.08 0.00 £ 0.00
Dehidroergosterol 3.66 £0.17 0.00 £ 0.00 2.59+£0.06 0.00 £ 0.00
Estigmasterol 4.81+0.47 0.00+0.00 1.99+£0.06 0.00 £ 0.00
s23.14 221+£0.14 0.00 £ 0.00 1.20+0.03 0.00 £ 0.00
B-Sitosterol 23.90 +1.99 0.10+0.00 12.89+0.14 2.75+0.83
7-
Dehidroporiferaster
ol 0.26 +0.26 0.00+0.00 0.15+0.15 0.00 £ 0.00
Fucosterol 1.08 £ 0.06 0.03+£0.00 0.60 £ 0.07 0.82 £0.27
Isofucosterol 0.93 +0.47 3.70+1.03 0.48+0.24 87.74 + 3.33
Total (esteroles) 185.14+1356 4.13+1.05

Los valores son el promedio + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 24. Composicion de &cidos grasos (mg 100g™ peso hiimedo y % del total de FA)
en el musculo de camarones alimentados con alimento artificial y/o U. clathrata en
experimento 5.

mg 100g™ peso hiimedo

% del total de acidos grasos

FA DAA DAU DUU DAA DAU DUU
14:00 1.9+0.1 19+0.1 15+0.1 0.3+0.02 0.3+0.01 0.4 +0.02
15:00 14+0.1a 19+0.1b 16+0.1ab 02%0.01a 0.3+0.01b 0.4+0.02¢c
16:00 121.9+7.4b 106.7£6.3b 72.8+18a 19.2+0.3b 19.0+0.2b 174+03a
17:00 6.2+0.3 6.0+0.4 55+0.3 1.0+0.02a 1.1+£0.01b 1.3+0.03¢c
18:00 73.2+39b 64.1+3.2ab 54.0+30a 116+0.2a 11.5+0.2a 128+04b
20:00 1.3+0.2 12402 1.2+04 0.2+0.03a 02+0.01a 03+0.1b
21:00 05+0.1a 08+0.1b 06+0.1ab 0.1+0.01a 0.1+0.01b 02+0.01b
22:00 15+0.1b 13+0.1a 1.9+0.3ab 0.3+0.02a 02+0.01a 04+0.1b
24:00 72+0.6 73+0.6 50+0.3 1.1+01 1.3+0.1 1.2+01
>SFA 215.0+12.2b 191.0+106b 1441+55a 33.9+0.2 34.0+0.2 343+05
14:1n-8 1.0£0.1 1.0£0.03 1.0 £0.03 02+0.01a 02+0.01a 02+0.01b
15:1n-8 124+05hb 11.4+03b 85+1.7a 20%0.1 21+0.1 2.02+04
16:1n-9 95+04 9.0£0.3 85+0.3 15+0.1a 16+0.1a 2.03+0.03b
16:1n-7 54+0.4b 52+0.6ab 34+03a 0.8 +0.04 09+0.1 08+0.1
16:1n-5 20+02b 1.7+0.2b 09+0.2a 0.3+0.02b 03+0.02ab 0.2%0.04a
17:1n-8 0.0 04+0.1b 04+0.1a 0.0 0.1+0.02b 0.1+0.03b
18:1n-9 63.6+45hb 497+35a 376+41a 9.9+0.2b 88+0.2a 8.8+0.6ab
18:1n-7 18.1+16b 16.7+15b 10.2+0.6a 28+0.1 29+0.1 24+0.1
20:1n-11 39+03b 33%0.2b 21+0.1a 0.6+0.02b 0.6+0.02b 05+0.02a
20:1n-9 0.6 +0.04 06%0.1 0.5 +0.04 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.01
22:1n-9 0.3+0.03 0.4 +0.04 04+0.1 0.1+0.01 0.1+0.01 0.1+0.02
24:1n-9 10.7+05a 13.4+0.7b 226+15¢ 1.8+0.2a 25+0.2b 54+03c
SMUFA  1142+7.04b 100.2+59b 86.5+6.3a 153+0.2a 15.0+£0.2a 174+08Db
18:2n-6 809+6.1b 68.8+4.8h 31.1+08a 12.6 +0.4b 12.2+0.2b 74+02a
18:3n-6 02+00a 02+0.01la 0.2+0.01b
18:3n-3 39+04a 6.4+0.7b 50+0.8ab 0.6+0.03a 1.1+0.1b 1.2+0.2b
18:4n-3 0.5+0.02ab 0.7+0.1b 03%0.1a 0.1+0.0a 0.1+0.01b 0.1+0.03ab
20:2n-6 95+0.8b 74+06b 39+04a 1.5+0.1b 1.3+0.04b 09+0.1a
20:3n-3 0.7+0.1ab 11+0.1b 05+0.04a 0.1+0.0a 02+0.01b 01+0.01la
20:4n-6 151+0.3a 155+05a 208+1.0b 25+0.1a 28+0.1a 49+0.2b
20:5n-3 106.7+46b 93.3+3.3a 85.3+2.7a 17.04+05a 16.8+04a 204+08b
22:6n-3 72.8+48b 62.9+4.0b 326+13a 11.4+0.2b 11.2+0.2b 78+02a
>PUFA 290.2+16.4 b 256.1+13.4b 1795+42a 46.0+03b 459+02b 430+11a
SHUFA 1946 +9.4b 171.7+75ab 138.7+3.8a 3093+052a 308+04a 33.1+09b
>'(n-6) 1055+7.0b 91.7+57h 55.7+18a 16.54+0.31b 16.3+02b 13.3+0.1a
3 (n-3) 184.7+9.7b 164.4+7.8b 123.8 + 3.6a 29.26+042  29.4%03 296+1.1
(n-3)/(n-6) 1.78+0.06a 1.8+0.03a 22+0.1b
Total (FA)  632.8+355b 559.7+30.1b  4195+142a

DAA = solo alimento artificial; DAU = alimento artificial y U. clathrata fresca; DUU = solo U. clathrata
fresca. Y SFA = sumatoria de FA saturados; Y MUFA = sumatoria de FA monosaturados; Y PUFA =
sumatoria de FA polinsaturados; Y HUFA = sumatoria de FA altamente insaturados. Los valores son el
promedio + desviacion estandar (n=12). Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias
significativas (Tukey, 0=0.05).
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Tabla 25. Composicién de esteroles (mg 100g™ peso hiimedo y % del total de FA) en el
musculo de camarones alimentados con alimento artificial y/o U. clathrata en
experimento 5.

mg 100g™* peso himedo % del total de esteroles
DAA DAU DUU DAA DAU DUU

s12.38 0.7£0.03 a 1.1+0.1b 1.10+0.11b 0.47+0.02 a 0.65+0.05 b 0.53+0.02 ab
$12.62 0.5+0.02 a 0.740.04 b 0.73+0.07 b 0.32+0.01a 0.42+0.02 b 0.35+0.02 ab
s14.03 0.2+0.01 a 0.5£0.03 b 0.56+0.08 b 0.16+0.01 a 0.30+0.02 b 0.27+0.03 b
$14.46 0.2+0.1 0.2+0.02 0.25+0.08 0.16+0.03 0.09+0.02 0.12+0.03
dehidrosterol 4.2+0.3 4.0£0.4 4.13+0.38 2.98+0.57 b 2.49+0.90 ab 2.01+0.30 a
Colesterol 125.1+0.2 a 140.6+0.7 a 186.2+0.57 b 87.9+0.45a 87.0+£0.37 a 89.6+0.45b
s20.81 0.2+0.03 a 0.7#0.1b 0.57+0.07 b 0.14+0.84a 0.41+1.24¢c 0.27+1.18 b
Brassicasterol 1.2+0.1a 2.03+0.2b 2.43+0.18 b 0.84+0.04 a 1.24+0.09 b 1.18+0.03 b
Campesterol 4.7+0.4 5.03+0.2 4.08+0.51 3.25+0.21b 3.13+0.14 b 2.00+0.24 a
Estigmasterol 0.3+0.1 0.2+0.1 0.32+0.05 0.21+0.05 0.12+0.04 0.15+0.02
s23.14 0.7£0.02 a 1.2+0.1b 1.31+0.10 b 0.48+0.02 a 0.73+0.04 b 0.64+0.02 b
B-Sitosterol 4.0+0.4 44404 4.47+0.52 2.77£0.27 2.72+0.21 2.17+0.18
Isofucosterol 0.04+0.0 a 0.4+0.1b 0.59+0.16 b 0.03+0.00 a 0.22+0.05b 0.29+0.08 b
Eg?érmes) 1424434 a 161.5+5.1a 207.5+18.1 b

DAA = solo alimento artificial; DAU = alimento artificial y U. clathrata fresca; DUU = solo U. clathrata
fresca. Los valores son el promedio + desviacién estandar (n=12). Letras diferentes en una misma hilera
indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).

6.6.1 Integracion de resultados de crecimiento de ensayos con U. clathrata fresca en

condiciones controladas de laboratorio (Experimentos 4 y 5)

En la Figura 32 se integran los valores de tasa de crecimiento relativo de los
tratamientos en los experimentos 4 y 5, donde se considera el crecimiento de los
camarones control (100% de racion de alimento artificial) como 100% y a partir de ahi
la ganancia o perdida de crecimiento de los demas tratamientos respecto a este control;
se observa que el consumo de U. clathrata fresca mas la utilizacion de entre 75 y 100%
de la racién de alimento artificial (control) ocasiona una ganancia en el crecimiento de
hasta 19% por encima del tratamiento control, sin embargo, cuando se consume U.
clathrata fresca mas una racion de alimento artificial de 50% o menos, el crecimiento no
se ve mejorado respecto al control. En el caso de los camarones alimentados solo con U.
clathrata fresca, el crecimiento es muy inferior (hasta -78%) respecto al control de solo

alimento artificial. En el caso de la sobrevivencia relativa al control (tomada como
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100%), se observa un efecto positivo en una mayor sobrevivencia de los camarones
cuando se combina alimento artificial y U. clathrata fresca, sin embargo los camarones
alimentados solo con U. clathrata fresca tienen un aumento en la mortalidad respecto a

los camarones alimentados solo con el alimento artificial (Figura 33).

% Tasa de crecimento relativo al control (laboratorio)
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-20 atificial + U.  atificial + U.  atificial + U. c a
40 clathrata clathrata clathrata

-60

-80
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Figura 32. Tasa de crecimiento relativo al tratamiento control (linea base) de los
diferentes tratamientos experimentales con U. clathrata fresca, obtenidos en los
experimentos en condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 33. Tasa de sobrevivencia relativa al tratamiento control (linea base) de los
diferentes tratamientos experimentales con U. clathrata fresca, obtenidos en los
experimentos en condiciones controladas de laboratorio.
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6.7 Evaluacion del cocultivo de U. clathrata y camardon en tanques piloto
6.7.1 Cocultivo de U. clathrata y camardon en tanques piloto a temperatura

promedio de 28°C (primavera) (Experimento 6)

Los parametros de calidad de agua monitoreados durante el experimento se
presentan en la Tabla 26. La temperatura dentro de los tanques experimentales se
mantuvo en un rango de entre 24 y 28 °C, con una pH alcalino alrededor de 9. Durante
las tardes, se presentd un aumento en la cantidad de oxigeno disuelto en el agua de hasta
3 mg L, por encima de la medicién matutina. El total de concentracién de NHs, varié
entre 0.1 y 0.25 mg L™, sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos
(P=0.54). Los niveles de nitratos estuvieron por debajo del limite de sensibilidad del kit

empleado para su evaluacion.

Tabla 26. Pardmetros de calidad de agua durante el experimento de cocultivo en época
de primavera (experimento 6).

Pardmetro Promedio general
T°C am 24.5+0.11
T°C pm 27.5+0.14
pH 9.1+0.10
Salinidad (ppt) 34.4+0.29
Oxigeno disuelto (mg L™)
sin Ulva AM 3.9+2.1
PM 7.9£1.6
con Ulva AM 4.2+0.13
PM 6.2+0.36

Los resultados de produccion natural dentro los tanques experimentales se
presentan en las tablas 27 y 28, donde se promediaron los resultados por tratamiento y
en el tiempo, de ahi las grandes desviaciones estandar, sin embargo aungue no se
aprecien diferencias significativas en ninguna de las fracciones del analisis, podemos
observar que en el tratamiento F100 (sin U. clathrata) predominaba una mayor
produccién primaria, reflejado de forma simplificada en la turbidez del agua (Figura 34).
Casi el 90% del total de células de plancton producidas en los tanques fueron

dinoflagelados y diatomeas, solo el 5% eran ciliados.
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La composicion proximal del alimento artificial y la U. clathrata se presentan en
la Tabla 29, donde los valores del alga estan constituidos por un promedio de tres
muestreos durante el bioensayo, siendo el contenido de ceniza y proteina los parametros
mas variables en la U. clathrata.

El perfil de &cidos grasos del alimento artificial y de la U. clathrata utilizados en
el experimento se muestra en la Tabla 30. EI FA mas abundante y en similar proporcion
tanto para el alimento y la U. clathrata fue el 4acido palmitico (>23%).
Proporcionalmente al contenido de grasa, el total SFA en el alimento artificial fue 7%
mayor que en la U. clathrata. La U. clathrata presenta un alto porcentaje de PUFAs
(34%), principalmente LNA (18:3n-3) y LA (18:2n6) con 14.5 y 9.6% respectivamente.

Tabla 27. Analisis de produccién natural en los tanques experimentales de acuerdo a
una clasificacién por tipo de célula en experimento de cocultivo en primavera
(experimento 6).

Diatomeas (cel/mL) Dinoflajelados (cel/mL) Cianofitas (cel/mL)
U100 1327 + 616 798 + 1181 38 + 60
UF55 703 + 728 703 + 477 10 £ 13
UF90 1159 + 869 500 + 428 12 + 22
F100 25511 + 43319 3113 + 5171 18 £ 19
Anova 0.459 0.613 0.729

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. Valores promedio de tres replicas en tres tiempos + desviacion estandar durante el
experimento.

Tabla 28. Andlisis de produccion natural en los tanques experimentales de acuerdo al
tamano de las células en experimento de cocultivo en primavera (experimento 6).

Microfitoplancton (cel/mL)  Nanoplacton (cel/mL) Total (cel/mL)
U100 2166 *+ 1194 41955 + 36756 44121 + 36383
UF55 1416 + 291 26492 + 27709 27908 + 27993
UF90 1671 + 534 18291 + 19640 19962 + 19972
F100 28641 + 48508 42220 + 29764 70861 + 73627
Anova 0.473 0.694 0.545

Microfitoplancton (>20 um), estd constituido por protozoos y microalgas; Nanoplancton (< 20um),
incluye dinoflagelados en un porcentaje importante. Valores promedio de tres replicas en tres tiempos
durante el experimento. Valores promedio de tres replicas en tres tiempos + desviacion estandar durante el
experimento.
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Figura 34. Andlisis de turbidez en los estanques experimentales de cocultivo en época

de primavera (experimento 6). U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55%
de la racion del alimento artificial; UF90 = cocultivo con 90% de la racién del alimento artificial; F100 =
monocultivo con 100% de la racion del alimento artificial.

Tabla 29. Composicion proximal del alimento artificial y la U. clathrata, utilizados en
el bioensayo de cocultivo en época de primavera (experimento 6).

Alimento artificial U. clathrata

Humedad 9.5+0.2 89.2+0.5
Proteina 33.3+0.1 20.743.1
Lipidos 8.9+0.2 1.5+0.3
Fibra cruda 1.3+0.1 5.6+0.5
Ceniza 8.6+0.1 38.445.5
ELN 47.9+0.1 33.3£3.5
Energia (Kcal/g) 4.9 3.1

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racién del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racién
del alimento artificial. ELN = extracto libre de nitrégeno. Valores promedio de tres replicas = desviacion
estandar. En el caso de la U. clathrata, el valor promedio es a partir de 3 muestras colectadas y analizadas
por triplicado (n=3x3).
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Tabla 30. Perfil de acidos grasos (% relativo al total de FA) del alimento artificial y la
U. clathrata del cocultivo en época de primavera (experimento 6).

Acido graso Alimento artificial U. clathrata
14:0 3.27 ND
14:1n-3 ND 1.57
16:0 23.07 23.5
16:1n-7 3.20 0.62
18:0 3.10 ND
18:1n-9 28.5 6.99
18:2n-6 19.3 9.61
18:3n-3 3.03 14.5
18:4n-3 0.20 5.7
20:0 3.25 0.27
20:1n-9 0.70 ND
20:5n-3 5.51 2.04
22:1n-9 ND ND
22:5n-3 0.93 0.74
22:6n-3 5.56 1.76
24:1n-9 0.04 ND
ySFA 32.7 25.3
yMUFA 32.4 9.18
yPUFA 34.6 34.1

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del alimento artificial; UF90 =
cocultivo con 90% de la racién del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racién del alimento
artificial. ND = no detectado. Y SFA = sumatoria de FA saturados; Y MUFA = sumatoria de FA monosaturados;
> PUFA = sumatoria de FA polinsaturados.

Los resultados zootécnicos de los camarones en el experimento bajo los diferentes
tratamientos, se presentan en la Tabla 31. La tasa de sobrevivencia entre los tratamientos
(80-90%) no presentd diferencias significativas (P=0.61). Después de las seis semanas
de bioensayo, los camarones de los tratamientos UF55 y UF90 mostraron una clara
mejora en el crecimiento respecto al control de monocultivo (F100) y el cocultivo sin
alimento artificial (U100), observandose diferencias altamente significativas en términos
de TC y TCE (P<0.001 y P=0.001 respectivamente). La pTCA se mejord
significativamente en los tratamientos de cocultivo (P=0.004). En la figura 35 se observa
la tasa de crecimiento relativo, donde se considera el crecimiento de los camarones
control (F100) como 100% Yy a partir de ahi la ganancia o perdida de crecimiento de los
demas tratamientos respecto a este control; se hace evidente una ganancia de entre 51 y
64% en crecimiento en los camarones en cocultivo con suplementacion de alimento

artificial, mientras que en los camarones en cocultivo sin alimento artificial tienen una
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pérdida de crecimiento de 44% respecto al control. El consumo de U. clathrata se
confirmdé mediante la observacion de las heces, donde las heces de color verde
correspondian a la U. clathrata (referencia tratamiento U100) y las heces café oscuro al
alimento artificial (referencia tratamiento F100), en el caso de los tratamientos de
cocultivo suplementados con alimento artificial se observaron heces bicolor con bandas
longitudinales verde / café (Figura 36), sugiriendo un consumo alternado pero con una

segregacion estomacal con un transito intestinal simultaneo de las fuentes alimentarias.

Tabla 31. Parametros zootécnicos de los camarones en cocultivo (primavera) con U.
clathrata y monocultivo en diferentes regimenes alimenticios del experimento 6.
Tratamiento
U100 UF55 UF90 F100 Anova
WF (g) 5.6+0.4°  9.4+09°  9.5+0.6° 7.3+0.1° 0.008

TC (%) 61+13° 165+25° 179+18° 1094 <0.001

CI (g) - 7.1+¢04* 11.0+05° 12.9+0.7°  0.001
Cl Kcal - 34.8 54.0 63.2
TCE 113402 232+¢0.2° 2.44+0.1° 1.30:04°  0.001
PTCA - 1.24+0.2° 162+0.4* 261+0.8°  0.004
% S 92+11 80+10 95+4 89+10 0.610

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racién del alimento artificial; UF90 =
cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racién del alimento
artificial. Wf = peso final; CI = consumo alimento artificial; Cl Kcal= consumo de kilocalorias del alimento artificial;
TC = tasa de crecimiento; TCE = tasa de crecimiento especifico; pTCA = tasa de conversion alimenticia relativa al
alimento artificial; S = tasa de sobrevivencia. Los valores son el promedio de tres replicados + desviacion estandar.
Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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Figura 35. Tasa de crecimiento relativo al tratamiento control (linea base) de los
diferentes tratamientos experimentales con U. clathrata en cocultivo.

82



Figura 36. Foto de heces de camaron alimentados con alimento artificial y U. clathrata
en cocultivo de primavera (experimento 6). Heces verdes corresponden al consumo de
U. clathrata, heces cafés corresponden al consumo de alimento artificial.

La composicion proximal del cuerpo entero de los camarones de los diferentes
tratamientos después de las 6 semanas de bioensayo se presenta en la Tabla 32. Los
camarones del tratamiento UF90 presentaron un menor contenido de humedad (73.4%) y
la mayor cantidad de proteina (18.7%) comparado con los demas tratamientos. El
contenido de grasa en los camarones se correlacioné (R?=0.997, siguiendo un modelo
cuadratico) con la relacion de alimento artificial ofrecido a los camarones (Figura 37).
En el caso de los camarones U100 (sin alimento artificial) se observo un incremento
significativo (P=0.025) en el contenido de ceniza (3.6%) respecto a los tratamientos en
cocultivo con adicion de alimento artificial (2.5-2.8%).

El perfil de FA de los camarones completos de los diferentes tratamientos al final
del experimento se presenta en la Tabla 33. EI FA predominante en todos los camarones
es el acido palmitico (16:0), siendo los camarones del tratamiento en monocultivo
(F100) los que presentaron una mayor proporcion de este FA pero sin obtener
diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.079). Los niveles de EPA (20:5n3)
y DHA (22:6n3) en los camarones U100 fueron hasta en 3 y 4% mayores en proporcién
al total de FA, comparado con el resto de los tratamientos (P<0.05). El porcentaje de

MUFAs en los camarones F100 fue menor pero no significativo respecto a los
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tratamientos en cocultivo (P=0.05). Los camarones del tratamiento U100 presentaron
una disminucion significativa de la proporcion de LA (18:2n6) y un aumento
significativo de la proporcion de LNA (18:3n3) comparado con los demas tratamientos
(P=0.001 y P=0.004 respectivamente).

Tabla 32. Composicién proximal de los camarones enteros (g 100g™ en base himeda)
de cocultivo (primavera) con U. clathrata y en monocultivo con diferentes raciones de
alimento artificial, después de seis semanas de experimentacion.

Tratamiento

U100 UF55 UF90 F100 Anova
Humedad 76.310.2°  76.3+1.2°  73.4+1.4°  74.4+1.0° 0.028
Lipidos 1.4+0.1° 2.1+0.1° 2.6+0.1° 2.60.1° <0.001
Proteina 17.040.3*  16.9+0.7*  18.7+0.3° 17.8+0.8® 0.035
Ceniza 3.6+0.4° 2.5+0.3° 2.8+05%  3.1+0.1%* 0.025
Fibra Cruda 1.53+0.03® 1.40+0.11° 1.48+0.12* 1.63+0.03" 0.043

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racién del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racién
del alimento artificial Los valores son el promedio de tres replicados *+ desviacion estandar. Letras
diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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Figura 37. Correlacion entre el contenido de grasa en el camardn completo y la cantidad
de alimento artificial suministrado en cocultivo de primavera (experimento 6).
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Tabla 33. Perfil de FA (% relativo al total de FA) de camarones completos de cocultivo
(primavera) con U. clathrata y en monocultivo con diferentes raciones de alimento
artificial (experimento 6).

Acido graso U100 UF55 UF90 F100 Anova
14:0 0.69+0.2° 1.13+0.1° 1.08+0.2b" 1.30+0.1° 0.009
16:0 20.91+1.6 20.70+0.6 21.05+0.9 24.51+2.9 0.079
16:1n-7 1.34+0.8 0.70+0.1 0.47+0.1 0.54+0.2 0.108
18:0 11.65+4.4 8.80+2.1 7.12+0.5 6.20+0.7 0.119
18:1n-9 16.03+2.4°  20.92+25°  17.94+5.4®  12.20+0.7 0.056
18:2n-6 6.19+1.5% 15.51+0.6°  16.02+0.9°  15.61+3.0° 0.001
18:3n-3 2.20+0.4° 1.81+0.3" 1.47+0.1% 1.02+0.12 0.004
18:4n-3 0.63+0.4 1.20+0.4 1.23+0.2 0.98+0.2 0.157
20:1n-9 0.84+0.1 1.28+0.4 1.45+0.2 1.42+0.6 0.282
20:5n-3 13.95+1.3" 10.43+0.58  10.79+0.92  10.32+0.9 0.003
22:1n-9 ND 0.16+0.5 0.13+0.0 0.12+0.1 0.967
22:5n-3 1.18+0.1° 0.71+0.5® 0.42+0.12 0.51+0.22 0.005
22:6n-3 8.07+2.0° 3.74+0.42 3.78+0.8 3.59+0.62 0.032
24:1n-9 0.24+0.0 0.51+0.2 0.48+0.1 0.35+0.3 0.266
sSFA 33.245.8 30.6+2.7 29.2+1.1 32.0+3.5 0.605
sMUFA 18.5+3.2 23.5+1.8 20.445.1 14.6+0.6 0.050
sPUFA 32.2+15 33.4+0.4 33.7+#1.1 32.0+3.1 0.061
sHUFA 23.242.8" 14.9+1.7° 15.0+2.0° 14.4+0.8° 0.003

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. ND = no detectado. > SFA = sumatoria de FA saturados; > MUFA = sumatoria de
FA monosaturados; > PUFA = sumatoria de FA polinsaturados; Y HUFA = sumatoria de FA altamente
insaturados). Los valores son el promedio de tres replicados + desviacién estandar. Letras diferentes en
una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

El andlisis cuantitativo de carotenoides en los camarones completos muestran que
el consumo de U. clathrata incrementa significativamente (P=0.02) el contenido total de
carotenoides, siendo el tratamiento U100 con la mayor pigmentacion en los camarones
(Figura 38). La astaxantina fue el carotenoide méas abundante en los camarones (76 a
89% del total de carotenoides). La astaxantina libre y esterificada vario de entre 12.5y
22.1, y entre 80.3 y 81.9 mg kg™ respectivamente. El contenido de carotenoides en los
camarones se correlaciond negativamente con el consumo de alimento artificial (Figura
39).
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Figura 38. Camarones cosechados y cocidos provenientes de cocultivo con U. clathrata

(primavera). U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del
alimento artificial; UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con
100% de la racién del alimento artificial.
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Figura 39. Correlacion negativa entre el contenido de carotenoides en los camarones y
el alimento artificial consumido en cocultivo de primavera (experimento 6).

86



También se realizo el anélisis de pigmentacion del primer segmento abdominal de
los camarones por reflactancia (cromémetro), donde se observé una coloracion roja
significativamente mayor (P=0.001) en los camarones de los tratamientos U100 y UF55
(Tabla 34). Los camarones del tratamiento U100 resultaron en una coloracion amarilla

mayor (P<0.001) con la menor claridad (P=0.02) (siendo mayor en la ausencia de color).

Tabla 34. Analisis de pigmentacion del musculo de los camarones por reflactancia
(cocultivo en primavera).

Coloracion
Roja Amarilla Claridad
U100 16.8+3.9° 34.0+4.3° 65.2+2.3%
UF55 16.2+4.5 30.746.1° 69.1+3.2°
UF90 11.5+2.9% 26.3+2.8° 73.742.5°
F100 12.1+4.0° 29.1+4.3® 71.6+4.0°
Anova 0.001 <0.001 0.020

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racion del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. Analizados después de haber sido cocidos por 3 min. Los valores son el promedio
de tres replicados + desviacion estandar. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias
significativas (Tukey, 0=0.05).

La textura (firmeza) del musculo de los camarones es un importante pardmetro de
calidad con el que un producto puede ser aceptado 0 no por el consumidor. En la tabla
35, se presentan los resultados de firmeza de los camarones de los diferentes
tratamientos, donde los camarones del tratamiento UF55 presentaron mayor resistencia

al corte, sin embargo no se presentaron diferencias significativas.

Tabla 35. Analisis de textura de los camarones del cocultivo en primavera.

Peso promedio de Firmeza (Ib-fy*
segmentos (g)

U100 5.5+0.86% 1.6+0.31%
UF55 9.6+0.75° 2.1+0.59°
UF90 9.7+0.70° 1.8+0.19%
F100 7.0+1.14° 1.9+0.20%
Anova 0.001 0.070

U100 = cocultivo sin alimento artificial; UF55 = cocultivo con 55% de la racion del alimento artificial;
UF90 = cocultivo con 90% de la racién del alimento artificial; F100 = monocultivo con 100% de la racién
del alimento artificial. *La textura se reporta como las libras (Ib-f) requeridas para romper el tejido.

Las letras diferentes en la misma columna denotan diferencias significativas, (Duncan, a= 0.05)
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6.7.2 Cocultivo de U. clathrata y camardn en tanques piloto a temperatura
promedio de 30°C (verano) (Experimento 7)

Los promedios de calidad de agua durante el experimento se presentan en la Tabla
36. La temperatura dentro de los tanques experimentales se mantuvo en un rango de
entre 29 y 31 °C, con una pH alcalino alrededor de 9. En todos los tanques
experimentales se presenté un aumento de oxigeno disuelto de 1 mg L™ por las tardes
respecto a la mafiana. Los niveles de NHj estuvieron por debajo de 0.5 mg L™, sin
presentar diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05). El contenido de

nitratos no fue posible cuantificarse por que la concentracion era muy baja.

Tabla 36. Parametros de calidad de agua durante el experimento de cocultivo en época
de verano (experimento 7)

Parametro Promedio general
T°C am 29.0£0.5
T°C pm 30.4+0.6
pH 9.2+0.3
Salinidad (ppt) 37.4+1.0
Oxigeno disuelto (mg L™)
. AM 3.3x0.4
sinUlva gy 4.3+0.9
AM 3.3x0.4
conUlva p 4.5+0.6

Para el caso de este experimento, no fue posible cuantificar la produccién natural
de plancton dentro de los tanques experimentales, sin embargo, de forma indirecta en el
analisis de turbidez del agua se observa una diferencia significativa (P<0.05) en los
tanques del tratamiento de monocultivo (A100) con respecto a los demas tratamientos en
cocultivo con U. clathrata (Figura 40), obteniendo un efecto similar que en experimento
en época de primavera.

La composicion proximal del alimento artificial y la U. clathrata se presentan en
la Tabla 37, donde los valores del alga estan constituidos por un promedio de tres
muestreos durante el bioensayo, siendo en este caso el contenido de proteina y fibra

cruda los mas variables para la U. clathrata.
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Figura 40. Andlisis de turbidez en los estanques experimentales de cocultivo en época
de verano (experimento 7).

Tabla 37. Composicion proximal del alimento artificial y la U. clathrata del bioensayo
de cocultivo en época de verano (experimento 7)

Alimento artificial U. clathrata

Humedad 7.6+0.2 88.3+1.2
Proteina 32.0+0.1 20.0+3.6
Lipidos 11.8+0.2 2.9+1.7
Fibra cruda 1.2+0.1 7.0£3.0
Ceniza 8.6+0.2 28.1+1.4
ELN 46.5+0.3 40.2+2.3
Energia (Kcal/g) 5.0 3.6

ELN = extracto libre de nitrdgeno. Valores promedio de tres replicas + desviacion estandar. En el caso de
la U. clathrata, el valor promedio es a partir de 3 muestras colectadas y analizadas por triplicado (n=3x3).

Los resultados zootécnicos de los camarones en el experimento se presentan en la
Tabla 38. Después de las cuatro semanas de bioensayo, la tasa de sobrevivencia entre los
tratamientos fue mayor al 95% para todos los tratamientos. A diferencia del experimento
Ilevado a cabo en época de primavera, el tratamiento de monocultivo (A100) presentd un
crecimiento significativamente mejor que los camarones en cocultivo (P<0.001). La
pTCA de los tratamientos con alimento artificial fue menor a 1, donde los tratamiento
AE25 y AE50 resultaron con valores para este parametro de 0.4 y 0.6 (P<0.001). Se hizo

89



evidente el consumo de U. clathrata en las heces siguiendo la observacion del
experimento en época de primavera.

La composicion proximal del cuerpo entero de los camarones de los diferentes
tratamientos después de las cuatro semanas de bioensayo se presenta en la Tabla 39. Se
presentaron diferencias significativas en el contenido de lipidos (P=0.007) y ceniza
(P=0.001), siendo en los camarones A100 los de mayor contenido de lipidos (2.3%) y
menor contenido de ceniza (2.2%). Se evidencia, al igual que en el experimento de
primavera, el efecto del consumo de U. clathrata sobre la disminucion de lipidos totales

en el camaron.

Tabla 38 Parametros zootécnicos de los camarones en cocultivo (verano) con U.
clathrata y monocultivo en diferentes regimenes alimenticios (experimento 7)

Tratamiento
E100 AE25 AE50 A100 Anova
WF(g)  15£02* 2.3+0.2° 3.1£0.2° 4.0+0.2° <0.001
TC 131#26°  252+26" 360+29° 501+17¢ <0.001

Cl (g) 0.70£0.01°  1.40+0.01° 2.73+0.01°  <0.001

Cl Kcal - 35 7.0 13.7

PTCA 0.43+0.01° 0.57+0.01° 0.80+0.01°  <0.001
%S 100 97+2 96+2 98+2 0.264

E100 = cocultivo sin alimento artificial; AE25 = cocultivo con 25% de la racion del alimento artificial;
AES50 = cocultivo con 50% de la racién del alimento artificial; A100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. Wf = peso final; TC = tasa de crecimiento; Cl = consumo de alimento artificial; CI
Kcal= consumo de kilocalorias del alimento artificial; pTCA = tasa de conversion alimenticia relativa al
alimento artificial; S = tasa de sobrevivencia. Los valores son el promedio de tres replicados + desviacion
estandar. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

Tabla 39. Composicién proximal de los camarones completos (g 100g™ en base
himeda) de cocultivo (verano) con U. clathrata y en monocultivo con diferentes
raciones de alimento artificial (experimento 7).

Tratamiento

E100 AE25 AE50 A100 Anova
Humedad 75.5+0.5 76.312.2 75.2+1.3 74.9+1.2 0.055
Lipidos 1.6+0.1a 1.8#0.1ab 2.1+0.1bc  2.3%0.1c 0.007
Proteina 12.7£0.3 12.8+04  13.2+1.0  13.1+04 0.249
Ceniza 3.0£0.2c  2.7£0.2bc  2.6+0.2b 2.2+0.1a 0.001
FibraCruda 1.1+0.1 1.0+0.1 1.0+0.1 1.0+0.1 0.471

E100 = cocultivo sin alimento artificial; AE25 = cocultivo con 25% de la racién del alimento artificial;
AE50 = cocultivo con 50% de la racion del alimento artificial; A100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. Los valores son el promedio de tres replicados + desviacidn estandar. Letras
diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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El perfil de FA de los camarones completos de los diferentes tratamientos al final
del experimento se presenta en la Tabla 40. En este experimento los FA més abundantes
en los camarones fueron el 16:0 y 18:0, obteniendo diferencias significativas entre los
tratamientos (P=0.001), donde los camarones del tratamiento E100 resultaron con la
mayor proporcion de 16:0 pero a su vez con la menor proporcion de 18:0. En los
tratamientos con alimento artificial, los camarones resultaron con un acumulamiento
significativamente mayor (P<0.05) en el total de SFAs y MUFAs respecto a los
camarones E100 (33% contra >42% y 29% contra >32% respectivamente). De igual
forma que en el experimento en época de primavera, los camarones en cocultivo sin
adicion de alimento artificial, presentaron un acumulamiento significativamente mayor

de 18:3n3, sin embargo en el caso del 18:2n6 este efecto no se repitio.

Tabla 40. Perfil de FA (% relativo al total de FA) de camarones completos de cocultivo
(verano) con U. clathrata y en monocultivo con diferentes raciones de alimento artificial
(experimento 7).

Acido graso E100 AE25 AE50 A100 Anova
14:0 0.3+0.2a 0.3+0.1a 0.3+0.2 a 0.9+0.0b <0.001
16:0 26.4+25d 19.5+1.4ab 19.0+1.8a 22.7+0.4 ¢ 0.002
16:1n-7 ND 3.6+2.2 4.6+3.6 0.7+0.2 0.111
18:0 6.2t0.4a 22.6+10.0b 25.8+10.3b 21.3+1.3b <0.001
18:1n-9 10.6+2.4a 10.6+2.4a 17.6+1.8b 18.6+2.1b 0.039
18:2n-6 17.4+0.7ab  17.6x1.8 ab 16.9+5.3 a 18.1+05b 0.001
18:3n-3 6.2+0.3 C 1.9+0.3b 1.3+0.3 ab 0.9+0.0a <0.001
18:4n-3 0.6+0.1a 1.0+0.1a 1.0+0.3a 1.5£0.0 b 0.039
20:5n-3 1.44+0.1a 50+1l.1c 3.1+09b 2.440.1 ab 0.001
22:1n-9 12.740.2 10.4+2.0 10.7+£2.2 12.4+0.2 0.203
22:5n-3 0.6+0.1 1.1+0.6 0.7+0.6 0.3+0.1 0.051
22:6n-3 11.6+£0.8 ¢ 8.5%+1.7 a 9.9+2.1 bc 13.2+0.3d 0.001
24:1n-9 5.9+1.1ab 7.1£15b 5.7£1.0ab 44+04 a 0.029
>'SFA 33.0+2.1a 42.4+£25b 45.0£2.6 b  44.9+0.63 b <0.001
>MUFA 29.1+2.6 a 32.0+2.1b 38.7+1.3b 36.2+1.2 b 0.007
> PUFA 37.9+0.7b  35.2t1.8ab 33.0+2.3a 36.3+0.4 ab 0.021
>HUFA 13.741.2a 14.7+0.8ab 13.7t15a 15.8+1.3 b 0.021

E100 = cocultivo sin alimento artificial; AE25 = cocultivo con 25% de la racion del alimento artificial;
AES50 = cocultivo con 50% de la racion del alimento artificial; A100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. ND = no detectado. Y SFA = sumatoria de FA saturados; Y MUFA = sumatoria de
FA monosaturados; ) PUFA = sumatoria de FA polinsaturados; Y HUFA = sumatoria de FA altamente
insaturados). Los valores son el promedio de tres replicados + desviacion estandar. Letras diferentes en
una misma hilera indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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El andlisis cuantitativo de carotenoides en los camarones muestra un
comportamiento similar de acumulacion de carotenoides totales en los camarones en
cocultivo a excepcion del tratamiento AE25 el cual no presentd diferencias significativas
respecto al control de monocultivo (A100) (Tabla 41). En los camarones bajo cocultivo
se detectd la presencia de luteina libre, la cual es el carotenoide principal de la U.
clathrata.

Tabla 41. Composicién de carotenoides (mg 100 g™) en camarones completos del
experimento de cocultivo en época de verano (experimento 7).

E100 AE25 AE50 A100 Anova
Astaxantina libre 2.6+0.2c 0.8+0.1a 3.3+£0.4d 1.5+0.5b <0.001
Astaxantina esterificada 4.6x£0.5b 2.1+0.1a 4.2+0.5b 2.6+0.3a <0.001
Astaxantina total 7.2+0.6C 2.9+0.2a 7.5+£0.9¢c 4.0+0.7b <0.001
Carotenoides totales 14.3£1.0b 4.2+0.4a 12.8£1.9b 4.510.6a <0.001
Luteina libre 3.9+0.8b 3.9+0.8b 0.1+0.3a ND <0.001
j-caroteno 0.1+0.0a ND 0.3+0.1b ND <0.001

E100 = cocultivo sin alimento artificial; AE25 = cocultivo con 25% de la racién del alimento artificial;
AE50 = cocultivo con 50% de la racion del alimento artificial; A100 = monocultivo con 100% de la racion
del alimento artificial. ND = no detectado. Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias
significativas (Tukey, 0=0.05).

6.8  Determinacion de contribuciones nutricionales de carbono y nitrégeno en el
camaron a partir de U. clathrata y alimento artificial, mediante el analisis de
isotopos estables (Experimento 8)

Se presentd una gran variabilidad en el crecimiento de los camarones bajo los
distintos regimenes alimenticios (Tabla 42), sin embargo, se observa una clara tendencia
de incremento en la tasa de crecimiento de los camarones del tratamiento 75F/25U
(467%), seguidos por los camarones del tratamiento 100F (429%) (Figura 41). Los
camarones alimentados solo con U. clathrata (100U) mostraron muy pobre crecimiento
(18%) donde solo el 23% de los organismos sobrevivieron al dia 21 (tomados para
analisis isotopico). Las tasas de sobrevivencia mas altas al final del experimento (93-
95%), corresponden a los regimenes alimenticios de 100F y 75F/25U, mientras que los
tratamientos 50F/50U y 25F/75U presentaron sobrevivencias de 78 y 65%

respectivamente.
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Tabla 42. Pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con diferentes
regimenes alimenticios de U. clathrata y alimento artificial (experimento 8).

Tratamiento

100F 75F/25U 50F/50U 25F/75U 100U*
Wi (mg) 995 + 289a 1067 +364a 768 +273ab 424 +207b 221 + 49c
TC % 429 +154a 467 +193a 308 +145ab 125 +110b 18+126¢
Cl (9) 0.94 0.81 0.43 0.14 -
CA (g) - 0.4 0.44 0.65 1.32
Cl Kcal 4.8 4.1 2.2 0.7
%S 95+ 13a 93 +11la 78 + 11ab 60 + 21b 23 +4c

100F = alimento artificial ad libitum; 75F/25U = 75% de alimento artificial y 25% U. clathrata fresca;
50F/50U =50% de alimento artificial y 50% U. clathrata fresca; 25F/75U = 25% de alimento artificial y
75% U. clathrata fresca; 100U = U. clathrata fresca ad libitum. Wf = peso final; TC = tasa de
crecimiento; Cl = consumo de alimento artificial en base seca; CA = consumo de alga en base seca; ClI
Kcal= consumo de kilocalorias del alimento artificial; S = tasa de sobrevivencia. * Valores calculados al
dia 21 de bioensayo. Los valores esta expresados como promedios * deviacidn estandar (n=8-20). Letras
diferentes en una misma hilera indican diferencias significativas (Duncan, a=0.05).
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Figura 41. Tasa de crecimiento de camarones alimentados durante 28 dias con
diferentes regimenes alimenticios con U. clathrata fresca y alimento artificial. * Valor

estimado a los 21 dias de bioensayo. 100F = alimento artificial ad libitum; 75F/25U = 75% de
alimento artificial y 25% U. clathrata fresca; 50F/50U = 50% de alimento artificial y 50% U. clathrata
fresca; 25F/75U = 25% de alimento artificial y 75% U. clathrata fresca; 100U = U. clathrata fresca ad
libitum.

Cambio isotopico y factores de discriminacion

El alimento artificial y la U. clathrata presentaron valores contrastantes de §*3C (-
23.0+0.1 y -13.1 +0.6 %o, respectivamente) y &°N (9.7 0.2 y -3.5 £0.4 %o,
respectivamente). Los valores de §**C y 8'°N en la U. clathrata variaron ligeramente
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durante el experimento, debido al tiempo de cultivo del alga y su almacenaje en
refrigeracion, sin embargo, esta variabilidad fue considerada dentro de los modelos de
mezclado para estimar las contribuciones relativas dietarias. Ambas fuentes dietarias
tuvieron una influencia en los valores de 8°C y 8*°N de los camarones en todos los
tratamientos. Al final del experimento, los valores isotopicos del tejido de los camarones
en los tratamientos con co-alimentacion, presentaron una tendencia fuerte hacia los
valores isotopicos de la U. clathrata.

Al dia 3 de experimentacion, hubo un incremento de los valores de §*3C en el
tejido de todo el cuerpo en los camarones de los tratamientos 50F/50U y 25F/75U
(Figura 42), atribuido posiblemente al periodo de adaptacion de los nutrientes. Los
cambios isotopicos fueron mas pronunciados para los valores de §°N que para los
valores de 5"°C. El promedio de los valores de §°C y 5'°N entre los tratamientos vari6
entre 3.9 y 4.5 %o, respectivamente. Los camarones en todos los tratamientos alcanzaron
el equilibrio isotdpico respecto a su dietas, a los 14 dias, excepto los camarones
alimentados solo con U. clathrata (100U), los cuales presentaron un crecimiento minimo
y una alta mortalidad. Como los camarones sobrevivientes en este tratamiento fueron
muestreados antes del término del experimento (al dia 21), el equilibrio isotopico no fue
alcanzado (Figuras 42 y 43), por lo que se estimo este valor para el dia 28 a partir del
modelo de Hesslein. El valor promedio predicho para 8*3C fue -16.17 %o, ¢l cual es muy
similar al promedio de los valores observados en los camarones en el dia 21 (-16.30 %o).
El valor promedio predicho para 8N fue de 6.60 %o para el dia 28, de igual forma
cercano al valor promedio del dia 21 (6.86 %o). Los valores isotopicos predichos para
este tratamiento fueron usados como valores isotopicos control negativos para corregir
los factores de discriminacion entre los camarones y la U. clathrata.

Los factores de discriminacion entre los camarones y las dietas fueron de igual
forma contrastantes. El valor de A™C entre los camarones y el alimento artificial
después de alcanzar el equilibrio isotopico fue 3.0 %o, mientras que los camarones
alimentados solo con U. clathrata presentaron un inusual valor negativo de -3.1%o
(Figura 42). Por otro lado, el valor promedio de A™N entre los camarones y las dietas
fue de 1.6 %o para los alimentados solo con alimento artificial y 10.4 %o para los

alimentados solo con U. clathrata fresca (Figura 43).
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Figura 42 Cambios en los valores isotopicos de carbono (%o) en el cuerpo completo de los camarones
alimentados con regimenes alimenticios consistentes en diferentes proporciones de alimento artificial y U.
clathrata fresca. Las lineas representan los valores predichos generados por el modelo de Hesslein et al.
(1993) mostrando el mejor ajuste a los datos observados. Las flechas representan los factores de
discriminacion entre ambas fuentes dietarias y los camarones alimentados con el alimento artificial y la U.
clathrata fresca.
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Figura 43. Cambios en los valores isotopicos de nitrogeno (%o) en el cuerpo completo de los
camarones alimentados con regimenes alimenticios consistentes en diferentes proporciones de alimento
artificial y U. clathrata fresca. Las lineas representan los valores predichos generados por el modelo de
Hesslein et al. (1993) mostrando el mejor ajuste a los datos observados. Las flechas representan los
factores de discriminacion entre ambas fuentes dietarias y los camarones alimentados con el alimento
artificial y la U. clathrata fresca.
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En la Tabla 43 se muestra la tasa de recambio y tiempo medio en el tejido
estimada para carbono y nitrdgeno. Las tasas de recambio metabdlico variaron entre
0.049 a 0.191 d™* para carbono y de 0.013 a 0.100 d™* para nitrégeno. Como las tasas de
recambio de nitrégeno fueron mas lentas que las de carbono, tomo mas tiempo para que
los valores de 5™°N alcanzaran un estado estable (Figura 43). Las tasas de recambio
siguieron una tendencia a incrementarse en funcién al consumo de U. clathrata, siendo
mas notorio para el nitrogeno dietético. Los valores de tso en el tejido completo del
camardn descendieron de forma constante a lo largo de los diferentes tratamientos desde
9.5 d (100F) hasta 6.4 d (100U). No fue posible estimar la tasa de recambio de carbono
en los camarones de los tratamientos 75F/25U y 50F/50U ya que los valores isotdpicos
provocados por los regimenes alimenticios durante el experimento, no presentaron una
tendencia exponencial en relacion a los valores establecidos por la dieta basal (Figura
42), evitando asi el uso del modelo Hesslein, que se basa en los cambios isotopicos

exponenciales.

Tabla 43. Tasa de crecimiento (k), tasa metabdlica estimada (m) y tiempo medio (ts) de
carbono y nitrogeno en los camarones completos alimentados con regimenes
alimenticios a diferentes proporciones de alimento artificial y U. clathrata fresca.

Carbone Nitrogeno
Tratamiento Ed) m{d1)* 150 (d) ALBC (%) m(d) 150 (d) ABN (%)
100F 0.060140.011* 0.04910.0142 641100 30 0.013 10.0092 951192 16
T5F25U0 0.06210.011* nd nd - 0.01340.015* 921242 -
50F/50U 0.0504.015* nd nd - 0.048 4015 7.1 4] 53 -
25F/75U0 0.029 10015 0.19110.042% 32472 - 0.06210.0122* 761193 -
100U 0.008 10.019* 0.176 10.008 6.4 10.6° 3.1 0.10040.013* 6.4 H0.9* 104

100F = alimento artificial ad libitum; 75F/25U = 75% de alimento artificial y 25% U. clathrata fresca;
50F/50U = 50% de alimento artificial y 50% U. clathrata fresca; 25F/75U = 25% de alimento artificial y
75% U. clathrata fresca; 100U = U. clathrata fresca ad libitum. nd = no determinado. *Los valores de m
fueron estimados de valores esperados ajustados sobre los valores observados, R?=0.63 a 0.98. Letras
diferentes en una misma columna indican diferencias significativas a P<0.05.

Los resultados del modelo isotopico de mezclado indicaron que los camarones de
los tres regimenes de co-alimentacion, incorporaron de forma significativa, una mayor
cantidad de carbono y nitrégeno dietario de la U. clathrata fresca que del alimento

artificial (Tabla 44). Al final del experimento, los camarones del tratamiento 75F/25U
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incorporaron 52% del carbono proveniente del alimento artificial y 48% de la U.
clathrata. Los camarones de los tratamientos 50F/50U y 25F/75U, incorporaron de
forma significativa, mayor cantidad de carbono dietario proveniente de la U. clathrata
comparado con el valor esperado de la proporcion de carbono ofrecida en los regimenes
de co-alimentacién. Los camarones en co-alimentacion 25F/75U y 50F/50U,
incorporaron la mayoria de su nitrogeno dietario a partir de la U. clathrata. Las
contribuciones dietarias estimadas para el musculo del camarén, siguieron un patron
similar a las contribuciones nutricionales incorporadas en el organismo completo. El
carbono incorporado en el tejido muscular a partir del alimento artificial fue 5-10%
mayor que la proporcion estimada para todo el cuerpo (con extraccién de lipidos),
mientras que el nitrogeno depositado fue 4-8 % mayor en el musculo, comparado con las
muestras de camaron completo sin tratar (sin extraccion) (Tabla 44), siendo estas

diferencias no significativas.

En la Figura 44 se combina los valores de §*C y &°N de los camarones
completes y del tejido muscular, donde se puede observar graficamente la contribucién
en materia organica a partir del alimento artificial y la U. clathrata. Aunque las distancia
euclidianas indican que los camarones de los tratamientos 75F/25U y 50F/50U
incorporan cantidades similares (~50%) de materia seca de ambas fuentes, los valores de
contribucion corregidos por la concentracion elemental (Tabla 44) en estos tratamiento
muestran una mayor incorporacion de materia seca a partir de la U. clathrata (70-80%).
Debido a su menor contenido de carbono y nitrégeno, la U. clathrata tenia que ser
consumida e incorporada en mayor cantidad con la finalidad de abastecer la contribucién

elemental observada en los camarones completos y en el tejido muscular.
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Tabla 44. Estimacion relativa de proporciones del total de material seca, carbono y
nitrogeno suministrado a partir del alimento artificial y la U. clathrata fresca, y
contribucion al crecimiento de los camarones indicada por un modelo de mezclado para
dos fuentes y un isotopo.

Esperado Observado

Todo el organismo Musculo
Tratamiento min. prom max. min. prom max.
Carbono
75A/25U
Alimento art  79.9° 43.7 52.1°  60.6 54.6 57.9°  61.2
U. clathrata 20.1 394 47.9 56.3 38.8 42.1 454
50A/50U
Alimento art  66.5° 27.9 345°  41.0 389  435° 481
U. clathrata 335 59.0 655  72.1 519 565 61.1
25A/75U
Alimento art  30.5° 0 11.3° 227 9.2 18.2° 273
U. clathrata 69.5 77.3 88.7 100 727 818 90.8
Nitrégeno
75A/25U
Alimento art  79.6° 23  159° 294 9.4 205° 316
U. clathrata 20.4 70.6 84.1 97.7 68.4 79.5 90.6
50A/50U
Alimento art  66.1° 0 2.2° 19.1 0 6.9° 141
U. clathrata 33.9 93.5 97.8 100 76.2 93.1 100
25A/75U
Alimento art  30.1° 0 1.0° 158 0 3.2° 8.6
U. clathrata 69.9 96.9 99.0 100 82.0 96.8 100
Total MS**
75F/25U
Alimento art  66.9° 19.3 30.3° 413 23.1 303° 375
U. clathrata 33.1 58.7 69.7 80.7 62.5 69.7 76.9
50F/50U
Alimento art  49.4° 8.5 202° 320 8.7 19.4° 302
U. clathrata 50.6 68.0 798 915 69.8 80.6 91.3
25F/75U
Alimento art  17.7° 0 69° 200 0 8.4° 20.3
U. clathrata 82.3 800 931 100 79.7 91.6 100

100F = alimento artificial ad libitum; 75F/25U = 75% de alimento artificial y 25% U. clathrata fresca;
50F/50U =50% de alimento artificial y 50% U. clathrata fresca; 25F/75U = 25% de alimento artificial y
75% U. clathrata fresca; 100U = U. clathrata fresca ad libitum. *Las letras indican diferencias
significativas entre los valores esperados y el promedio observado de las contribuciones dietarias. **Las
contribuciones totales de materia seca fueron estimadas después de corregir por la concentracion de
carbono y nitrégeno en ambas fuentes dietarias usando la ecuacion propuesta por Fry (2006).
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Figura 44. Analisis dual de isotopos de carbono y nitrogeno (%o) de cuerpo completo y de
tejido muscular de camardn alimentados con regimenes alimenticios, consistentes en diferentes
proporciones de alimento artificial (100F) y U. clathrata fresca (100U). Valores promediox
deviacion estandar (n= 2-4).

6.9 Valores promedio de composicion quimica de los lotes de U. clathrata y de los
alimentos experimentales utilizados en los experimentos.

En la Figura 45 se presenta la composicién bromatolégica, contenido de energia,
ademas de la energia digestible promedio tanto de los lotes de U. clathrata como de los
alimentos experimentales utilizados en los diferentes experimentos del trabajo de tesis.
El célculo de la energia digestible se realiz6 utilizando un factor de digestibilidad de
energia de 89% para el alimento artificial y de 88% para la U. clathrata, dichos factores
son los obtenidos por Villarreal-Cavazos en su tesis de Doctorado (2011). Se observa
una diferencia evidente entre la composicion de nutrientes en base seca entre el alimento
y el alga, siendo el contenido de proteina, lipidos, y extracto libre de nitrdgeno menor en
U. clathrata que en el alimento experimental, lo que se ve reflejado en una menor
disponibilidad de energia en el alga que en el equivalente en peso seco del alimento
artificial (Figura 46).

En el perfil promedio de &cidos grasos (del total de lipidos) se observa una menor
proporcion de LA, EPA y DHA, y una mayor proporcion de LNA en U. clathrata que en
los alimentos experimentales, en el caso de la proporcion de ARA y total de omegas-3,

el alga y el alimento son similares (Figura 47). En el perfil promedio de aminoacidos
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(del total de proteina) no presenta grandes diferencias entre la U. clathrata y el alimento
experimental, sin embargo de los AAE, Lys, His, Leu y lle resultan en menor proporcion

en el alga que en al alimento artificial (Figura 48).

Composicion U. clathrata y alimento artificial (Base seca)

50 - 46.7
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Figura 45. Composicion quimica promedio de los lotes de U. clathrata y los alimentos
experimentales utilizados en los diferentes ensayos bioldgicos. La energia digestible se
calculo en base a coeficientes de digestibilidad obtenidos por Cavazos-Villarreal en su

tesis de doctorado (2011).
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Figura 46. Contribucion energética promedio por nutriente de los lotes de U. clathrata y
los alimentos experimentales utilizados en los diferentes ensayos bioldgicos.
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Figura 48.

Perfil de FA (% del total de lipidos)
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Perfil de acidos grasos promedio de los lotes de U. clathrata y los alimentos
experimentales utilizados en los diferentes ensayos bioldgicos.
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Perfil de aminoacidos promedio de los lotes de U. clathrata y los alimentos
experimentales utilizados en los diferentes ensayos bioldgicos.
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6.10 Efecto antiviral de harina entera y extracto de U. clathrata en el alimento

contra WSSV (Experimento 9)

El lote de camarones SPF utilizados en el bioensayo fue analizado (5 camarones)
previo a iniciar el experimento, resultando negativos para WSSV por PCR e histologia,
ademas de no presentar signos clinicos aparentes de alguna patologia. El peso promedio
de los camarones fue determinado al incio y al final del experimento sobre los
camarones control negativo, observandose un incremento de casi 2 g al final de los 18
dias de estudio.

Previo a la exposicion con WSSV, 2 camarones de los acuarios control negativo se
encontraron muertos, presumiblemente resultado del canibalismo por muda reciente. La
mortalidad de los acuarios expuestos a WSSV se presentd a las primeras 48 h post-
exposicion (Figura 49). A la terminacion del estudio al dia 18 solo 3 acuarios de los 12
originalmente expuestos a WSSV mantuvieron una poblacion de un camaron. En
contraste, la poblacién remanente entre los acuarios control negativo varié entre 88 y
100% hasta la terminacién al dia 18. El andlisis de Kaplan-Meier no indica una
diferencia estadistica entre las diferentes dietas, sin embargo se observa el doble de
sobrevivencia para las dietas DEx-0.7% y DFu-0.4% respecto a la dieta control Dctrl a
las 72 h post-exposicion. Al dia 4 post- exposicion, se observa una mayor sobrevivencia
en los tratamientos con dietas con alga o extracto respecto al control (Dctrl). Al dia 5 el
tratamiento DEx-0.7% presenta una mayor sobrevivencia (17%) que el resto de los
tratamientos (< 13%) (Tabla 45).

Tabla 45 Porcentaje de sobrevivencia de los camarones de los diferentes tratamientos
después de la exposicion a WSSV.

Dia post-infeccion

Tratamiento 3 4 5
Dctrl 25 12.5 4.2
DU-6% 34.8 21.7 13

DEx-0.7% 52.2 34.8 17.4
DFu-0.4% 52.6 42.1 5.3

Dctrl = dieta control; DU-6% = dieta con 6% harina de U. clathrata; DEx-0.7% = dieta con 0.7% extracto
de U. clathrata; DFu-0.4% = dieta con 0.4% fucoidan.
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Figura 49. Sobrevivencia de los camarones post-exposicion a WSSV alimentados con
cuatro dietas experimentales. Dctrl = dieta control; DU-6% = dieta con 6% harina de U.
clathrata; DEx-0.7% = dieta con 0.7% extracto de U. clathrata; DFu-0.4% = dieta con

0.4% fucoidan.

Después de la exposicion a WSSV, los camarones presentaron signos clinicos

caracteristicos de la infeccion, incluyendo enrojecimiento de urépodos y antenas junto

con coloracién oscura debido a la expansion de cromatoforos (Figura 50).

Figura 50. Camar6n moribundo después al dia 2 post-exposicién per os a WSSV
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Una observacion interesante sobre las mudas de cefalotérax de los camarones,
tanto de los control negativo asi como de los camarones expuestos a WSSV, fue la
aparicion de depodsitos de minerales de “manchas blancas” (Figura 51) similares a las
caracteristicas de la infeccion viral en P. monodon (no reportadas en L. vannamei).
Examinando los camarones congelados desde su llegada al laboratorio, se determind que
estas manchas venian desde el envio de la granja, quedando desconocida la causa

original de este fenomeno.

Figura 51. Mudas de cefalotérax de camaron con “manchas blancas”

Anélisis Histolégico y por PCR

En los camarones analizados a la llegada de los camarones al laboratorio, se
detect6 una anormalidad debido a la presencia de esferoides en el érgano linfoide medio.
En los camarones muertos colectados de los acuarios control negativos previo a la
exposicién viral, no se les detectd alguna enfermedad infecciosa, por lo que
presumiblemente fueron resultado del canibalismo por muda. El andlisis histologico de
20 camarones moribundos (5 por tratamiento) colectados dos dias post-exposicion al
virus (d 13), mostr6 una infeccion severa de WSSV en todas las muestras. Las lesiones
virales provocadas por WSSV presentaron cuerpos de inclusion intranucleares (Figura
52) en varios tejidos diferentes, incluyendo epitelio cuticular de las branquias, tejido
conectivo, epitelio de la glandula antenal, tejido hematopoyético y 6rgano linfoide,
ademés de inflamacion hemocitica de las branquias, escasos esferoides en Organo

linfoide y adenitis hemocitica en glandula antenal (ver fotos de laminilla Anexo B). El
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andlisis por PCR a partir de pledpodos de estos camarones dieron positivo para WSSV
(Figura 53), confirmando el analisis histologico. Al término de los 18 dias de ensayo, los
camarones sobrevivientes de los acuarios con exposicion a WSSV, no presentaron
lesiones histoldgicas tipicas de la infeccion.

Etapa tardia de la infeccion (Cuerpos de =
inclusion intranucleares)

8 Epitelio estdmago infectado

————

Figura 52. Corte histologico de epitelio de estomago de una camarén 48 h después de
haber sido expuesto a WSSV.

1 23 4 56

Figura 53. PCR positivo para camarones a dos dias de ser expuestos a WSSV. 1=
marcador de peso molecular; 2 = control enddgeno actina, camardn no infectado; 3-5 =
camarones positivos a WSSV.
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6.11 Expresion diferencial de 292 genes en hepatopancreas de camaron bajo

consumo de U. clathrata y alimento artificial (Experimento 10)

En la Figura 54 se presentan las imagenes de las laminillas tipo microarreglo
obtenidas de las muestras de hepatopancreas del experimento. La informacion general de
los elementos expresados diferencialmente en los camarones alimentados con alimento
artificial y U. clathrata fresca respecto al control de solo alimento artificial se presenta
en la Tabla 46.

a) Serie 1, correspondiente al b} Serie 2, correspondiente al
tratamiento control, solo tratamiento de alimento artificial
alimento artificial. mas Ulva fresca

Figura 54. Fotos de laminillas tipo microarreglo a) correspondientes a hepatopancreas
de camarones gue solo consumieron alimento artificial (control) y b) de hepatopancreas
de camarones que consumieron alimento artificial y U. clathrata fresca

De un total de 292 genes que contenia la laminilla, 155 fueron detectados
(expresados), de los cuales 46 presentaron una expresion diferencial entre los
tratamientos. De los elementos determinados con una expresion diferencial, 22 fueron
sobre estimulados mientras que 24 fueron reprimidos en los camarones alimentados con
alimento artificial y U. clathrata fresca (Tabla 46 y Figura 55). 50% de los genes
suprimidos corresponden a proteinas involucradas en respuesta inmune, mientras que el
27% de los genes sobre-expresados corresponden a genes de proteinas ribosomales
(Figura 56).
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Tabla 46. Resultados generales del analisis del microarreglo
No. de clones % del total de clones

No detectados 137 46.4

Total de genes expresados 155 53.6
Genes sobre-estimulados 22 7.5
Genes reprimidos 24 8.2
Genes expresados sin diferencia 109 38.4

Total de genes 292 100.0

Genes expresados

@ Estimulados
H Suprimidos

4 Sin diferencia

Figura 55. Porcentaje de genes estimulados, reprimidos o sin diferencia en los
camarones alimentado con alimento artificial y U. clathrata fresca.

Los elementos sobre-expresados y reprimidos en los camarones alimentados con
alimento artificial y U. clathrata se enlistan en la Tabla 47. Los genes de las proteinas de
“ATPase sub 6, “Cytochrome P450” y “Acyl-CoA-Binding Protein” fueron los genes
significativamente mas sobre-expresados, mientras que los diferentes clones de las
proteinas “Crustin” y la “Diphenol Oxidase A2” resultaron en los mas

significativamente reprimidos.
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Estimulados

Suprimidos

8%

1%

M Proteinas ribosomales M Respuestainmune
Ligandos y transductores de senales B Enzimaticas
Reguladoras de transcripcion Reguladoras de traduccion
Reguladores de apoptosis Proteinas estructurales
Otras

Figura 56. Porcentaje de genes expresados diferencialmente en camarones alimentados
con alimento artificial y Ulva clathrata, divididos de acuerdo a su funcion bioldgica.

Tabla 47. Expresion diferencial de genes de hepatopancreas de camardn alimentados
con alimento artificial y U. clathrata fresca respecto a camarones alimentados solo con
alimento artificial

Estimulados
ID Gen Definicion Relacion Cy5/Cy3*
Enzimaticas
SM1 016 ATPase sub 6 4.0087
SMX-0196 Cytochrome P450 3.9933
SM1 006 Cytochrome oxidase 2.1106
gi_047 fumarate hydrolase 1.3799
Ligandos y transductores de sefiales
SMX-0093 Acyl-CoA-Binding Protein 3.1407
SM1 029 Acyl-CoA Binding protein 2.8482
SMX-0269 Fatty Acid-Binding Protein 10 2.4128
SMX-0306 Guanine Nucleotide-Binding Protein 2.3536
SMX-0114 Apolipoprotein D 2.0589
Proteinas ribosomales
gi_333 60S ribosomal L5 2.4695
gi_453 40S ribosomal S26 2.1592
gi_050 60S ribosomal L13 1.8667
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gi_007 40S ribosomal S8 1.8578
gi_233 60S ribosomal L31 1.2851
gi_421 60S ribosomal L18 1.2073
Respuesta inmune
SM1 040 Hemocyanin 2.2911
SMX-0257 Interferon gamma-inducible Prot 30 1.9915
SM1 028 destabilase 1 EST y nucleotide 1.5254
Reguladoras de transcripcion
SM1 035 Elongation factor 1.8301
gi_115 Transcription initiation Factor TFIID
subunit 1.6937
Otras
gi_117 Hypotetical 2.0882
gi_171 Salivary Cys-Rich Secreted Prot 1.2266
Reprimidos
ID Gen Definicion Relacion Cy5/Cy3*
Enzimaticas
gi_057 Mak3p -1.7475
gi_020 Thioredoxin peroxidase -2.7461
Respuesta inmune
gi_448 Proteinase inhibitor Kazal I -1.3475
SM1_068 Lectin -2.0890
SM1 004 Cathepsin L -2.5679
SMX-0110 Secretory Leukocyte Proteinase
Inhibitor -2.6456
gi_096 Proteinase inhibitor Kazal | -2.7442
gi_004 SLPI -2.8022
SMX-0103 Toll protein -2.9184
SMX-0219 Diphenol Oxidase A2 -3.4919
SMX-0173 Crustin -3.6459
SM1 021 Crustin -3.7060
SM1_077 Crustin -3.3143
gi_582 Crustin -3.4695
Proteinas estructurales
gi_253 Actin-related protein2/3 -1.2943
SMX-0158 Centromere/microtubule binding
protein -1.7433
gi_014 Thymosin -1.9194
SMX-0126 Mouse Nidogen -1.9318
SMX-0317 Histone H3 NP_511095 -2.9355
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Reguladoras de traduccion

SM1 080 Translation initiation factor 3 subunit -1.6135
SMX-0254 Eukaryotic Translation Initiation Factor
EIF1IA -2.3626

Reguladores de apoptosis

gi_313 Programmed cell death 10 -1.3357
Otras

SMX-0088 WD repeat protein 18 -2.9460

gi_144 NNN 144 -1.2055

*Log2 de la diferencias de la sefial (expresion) dada en las muestras de hepatopancreas de camarén con
alimento artificial y U. clathrata fresca entre los hepatopancreas de los camarones control (solo alimento
artificial) tomando los valores entre -1.2 y 1.2 como sin cambio de expresion (+/-20%)
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7 DISCUSION

7.1 Composicion quimica de la macroalga Ulva clathrata

Los contenidos de proteina, carbohidratos (ELN) y ceniza, fueron los componentes
mas abundantes en las muestras analizadas de U. clathrata producida en los diferentes
sistemas de cultivo. En el caso de las muestras del sistema LSS, el contenido de ceniza
fue significativamente menor, presumiblemente porque para estas muestras se llevo un
proceso de lavado con agua dulce, lo que elimina un excedente de sales en el alga de
hasta 15% del peso seco de la muestra. Las muestras LSS no presentaron diferencias
significativas en el contenido de proteina respecto a los demas sistemas, aun cuando las
muestras de fueron lavadas bajando el contenido de ceniza y concentrando los otros
componentes incluyendo la proteina, esto pudo ser ocasionado por que en este sistema
(gran escala) el control de la fertilizacién es mas complicado. De acuerdo con Lahaye et
al. (1995), Gomez-Pinchetti et al. (1998), y Msuya y Neori (2008) una menor
fertilizacion de nitrégeno puede explicar estas diferencias en composicion.

Niveles similares de proteina y ceniza de U. clathrata reportados en el presente
estudio (14.9-27.3 y 18.6-48.9 en base seca, respectivamente) han sido reportados para
Ulva lactuca cultivada en Espafia (Ventura y Castarion, 1998), Ulva rigida de la costa en
Portugal producida como subproducto de un efluente de granja de pescado (Valente et
al., 2006), Ulva lactuca de la costa norte de Chile (Ortiz et al., 2006), de Holbeck, en
Reino Unido (Marsham et al., 2007) y para Enteromorpha prolifera, E. linza, y U.
fasciata cultivada y colectada en India (13.4-22.6 y 6.6-35.6% en base seca,
respectivamente) (Naidu et al., 1993). Sin embargo, valores de baja proteina y alta
ceniza (5.9-17 % y 17.5-55 % BS, respectivamente) han sido también reportados para
las siguientes muestras colectadas de bancos naturales: U. fasciata y U. intestinalis
(McDermid y Stuercke, 2003), U. lactuca (Wong y Cheung, 2000) y para Enteromorpha
intestinalis y Enteromorpha sp colectadsa de playas de la ciudad de La Paz, Baja
California Sur, México (Aguilera-Morales., et al., 2005). En general, los valores de
proteina y ceniza reportadas para Ulvales silvestres estan inversamente correlacionados,
y el rango de variacion es mayor que el de las algas cultivadas, las cuales parecieran

relacionadas al grado de variacion de las condiciones ambientales. La alta concentracion
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de materia inorganica en las algas es muy comun y es debido a su extraordinaria
capacidad para acumular elementos presentes en el agua donde se encuentran (Chapman
y Chapman, 1980). El contenido de proteina encontrado en la Ulva clathrata cultivada,
es comparable con plantas terrestres ricas en proteina como la soya.

El contenido de fibra dietética presentd una gran variacion entre las muestras de
Ulva analizadas, donde la muestra de LSS fue la de mayor contenido de FDT (40.6%
BS) comparado con muestras del sistema MSS (24.8-26.3%), esto concuerda con
Lahaye et al. (1995) quienes reportan que el contenido de nitrogeno en el medio afecta
la biosintesis de la pared celular del alga como la proteina y pigmentos. Gomez-
Pinchetti et al. (1998) reportd para Ulva rigida, que cuando el nitrégeno es limitante
para el crecimiento, la sintesis de carbohidratos predomina y en condiciones de
enriquecimiento de nitrogeno, se observa un decremento en el contenido de fibra
dietética. El contenido promedio de FDT de las muestras de Ulva analizadas (29.7%
BS), fue menor que lo reportado por Wong y Cheung, (2000), Lahaye (1991) y Ortiz et
al. (2006) para U. lactuca silvestre (55.4, 38.1 y 60.5% BS), y lo reportado por Gémez-
Pinchetti et al. (1998) para U. rigida (54.4% BS), sin embargo, son semejantes a los
valores reportados para Ulva sp. (33.4% BS) y U. rigida (36.9% BS) (Lahaye y Jegou,
1993; Lahaye 1991). El contenido de FDS en las muestras de Ulva analizadas (16-22%
BS) representa la fraccion principal del total de la fibra dietética (>50% de FDT), siendo
mayor la cantidad de FDS en la muestra LSS, donde la relacion FDS y FDI (S/1) fue
menor (1.2) para la muestra LSS que para las muestras MSS (1.7). En un estudio de
Lahaye et al. (1995), observaron que las condiciones de cultivo afectaron la relacion S/I,
encontrando una proporcion mayor de polisacaridos solubles en U. rigida enriquecida
con nitrégeno (S/1 = 1.23) comparada con el alga de medio silvestre (S/1 = 0.93), lo cual
estaba relacionado con la tasa de crecimiento. La division rapida del alga produce
nuevas paredes celulares que contienen mas polisacaridos con menor capacidad de
gelificacion. Gomez-Pinchetti et al. (1998) también analizaron U. rigida cultivada en
tanques y observo una relacion S/I mayor (2.5 a 4.8) que la obtenida en éste trabajo con

Ulva clathrata (1.47 general).

112



En el caso de los AA, el acido aspartico y el acido glutamico fueron los mas
abundantes, representando mas del 23 % del total de AA en la Ulva clathrata del
presente estudio, coincidiendo con lo reportado por otro autores para otras especies de
Ulva y Enteromorpha (Ortiz et al., 2006; Taboada et al., 2009; Wong y Cheung, 2000).
De acuerdo con Mabeau y Fleurence (1993), los altos niveles de acido aspértico y acido
glutdmico son los responsables del sabor caracteristico del alga. En el caso de los AAE,
encontramos altos niveles de arginina siendo poco comun para las Ulvales, coincidiendo
con analisis reportados para U. pertusa (Fujiwara-Arasaki et al., 1984), U. lactuca
(Wong y Cheung, 2000) y U. rigida (Taboada et al., 2009). El promedio general de
AAE en las muestras de Ulva fue de 35% del total de AA analizados, lo cual concuerda
con lo obtenido en otros estudios en U. lactuca y Enteromorpha sp. (Aguilera-Morales
et al., 2005; Wong & Cheung, 2000). La relacion AAE/AANE fue de 0.8 promedio de
las muestra analizadas, lo cual es menor que la relacion de 1.0 reportada por Taboada et
al. (2009).

Los lipidos totales (por soxhlet) en las diferentes muestras de Ulva analizadas en
este trabajo (<1.7) caen dentro del rango reportado para diferentes especies de Ulva (0.2-
5.6%) (Ventura y Castarion, 1998; Wong y Cheung, 2000; McDermid y Stuercke, 2003;
Aguilera-Morales et al., 2005; Ortiz et al., 2006; Valente et al., 2006; Marsham et al.,
2007; Taboada et al., 2009; Kumar et al., 2010; Kumari et al., 2010). La proporcion de
SFAs, MUFAs y PUFAs son similares a los presentados por otros autores en otras
especies de Ulva (Kumar et al., 2010; Rohani-Ghadikolaei et al., 2011). La suma
promedio de SFA en las muestras de Ulva (32.5%) fue mucho menor que lo reportado
por Kumari et al. (2010) para otras Ulvales (51-64%), sin embargo en el caso de las
suma promedio de MUFAs y PUFAs (14.5 y 29.5% respectivamente) fueron similares a
los reportados por el mismo autor para otras especies de Ulva (15-26 y 15-29%
respectivamente). En general, el perfil de FA analizado en las diferentes muestras,
presenta un perfil caracteristico de Ulvales, con alto contenido de PUFAs de 18
carbonos (Kumari et al., 2010). La proporcion promedio de LA (18:2n6) encontrada en
las diferentes muestras (7.91%) fue similar a la reportada por Kumari et al. (2010) para
siete especies de Ulva (7.6-11.7%), en contraste, la proporcion promedio de &cido
linolénico (18:3n3) encontrada en este estudio, fue hasta diez veces mayor (11.1%) que

113



los valores reportados por el mismo autor (0.95-2.25%). La proporcién promedio de FA
de la familia de los omega 3 y 6 (17.4% y 9.5% respectivamente) en las muestras
analizadas, es congruente con lo reportado para otras especies de Ulvaceas (Aguilera-
Morales et al., 2005; Ortiz et al., 2006). El alto contenido de PUFASs de la familia de los
omega 3 es una importante cualidad de la Ulva, la cual se ha utilizado para mejorar la
calidad de huevos enriqueciéndolos en omega 3 mediante la alimentacién de las gallinas
ponedoras con dietas suplementadas con aceite de sardina y alga (Carrillo et al., 2008).

La caracterizacion y perfil de los azlcares presentes en diferentes especies de Ulva
sp. y Enteromorpha sp. (Lahaye,1991; Lahaye et al., 1995; Ray, 2006; Lahaye y Robic,
2007), y recientemente en U. clathrata (Herndndez-Garibay et al., 2011). La
composicion de monosacaridos en las muestras de U. clathrata en el presente trabajo
coincide con lo reportado para Enteromorpha intestinalis (Dodson y Aronson, 1978),
Ulva lactuca (Lahaye y Jegou, 1993), Ulva rigida (Lahaye et al., 1995), y para
Enteromorpha compressa (Lahaye y Jegou, 1993; Ray, 2006). En el presente trabajo se
reporta un valor promedio de acido urdnico, donde se incluye al acido glucurénico e
idurénico que forman parte del Ulvan (Lahaye, 2001; Lahaye y Robic, 2007). En los
andlisis de monosacéridos en las muestras, se encontré ribosa, presumiblemente
proveniente de los nucledtidos de las células del alga. Ray (2006) indica que el
rendimiento y la composicion de azlcares de las diferentes fracciones obtenidas de
Ulvaceas de diferentes lugares pueden ser muy diferentes cuando se comparan en base
molar. Sin embargo, es bien sabido que la época del afio y los cambios de los parametros
quimicos y fisicos del lugar de colecta o también las condiciones de cultivo del alga, son
responsables de la variacion de su composicién (Lahaye, 1991; Lahaye et al., 1995; Ray,
2006).

En el contenido de carotenoides totales en las muestras de Ulva analizadas, se
observé una gran variabilidad (169 a 441 mg Kg™) siendo la intensidad de luz, el foto
periodo, condiciones de secado y almacenaje los principales factores para esta variacion,
sin embargo, este rango es comparable a lo presentado en zanahorias o frutas como
papaya y mango (Yahia et al., 2009). La luteina, el carotenoide mas abundante en la

Ulva, es conocido por ser promotor de piel y vista saludables (Lewis, 2008), y en el caso
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de camaron, es una buena fuente de pigmentos que metaboliza hasta astaxantina (Cruz-
Suérez et al., 2009).

De los minerales y metales analizados en las muestras de Ulva, el Ca fue el méas
abundante con hasta 18g kg™ en base seca, sin embargo este valor fue inferior a lo
reportado para E. intestinalis (25 a 122g Ca kg™) colectada de la bahia de La Paz y una
laguna Baja California México (Rodriguez-Castafieda et al., 2006) y también méas bajo
que los valores reportados por Kumar et al. (2010) para otras Ulvaceas (26 a 479 Ca kg
1. Los valores de Fe encontrados en las muestras de Ulva (0.3 a 4.2 g kg™ BS) son muy
similares a los reportados para Enteromorpha sp. y otras Ulvaceas (0.12 a 4 g kg™ BS)
colectadas de la costa del pacifico de México (Paez-Osuna et al., 2000) y para E.
intestinalis, E. linza y U. lactuca colectadas en la bahia de EI-Mex, Egipto (Mohamed y
Khaled, 2005) més bajo respecto a los reportado para E. intestinalis (7 a 14 g Fe kg™)
colectada en la bahia de La Paz, B.C.S, por Rodriguez-Castafieda et al. (2006). El valor
promedio de Cu en las muestras de Ulva (36.7 mg kg™ BS) fue similar al reportado por
Ordufia-Rojas y Longoria-Espinoza (2006) para U. lactuca colectada en la bahia de
Navachiste, México. En general el contenido de Cu y Zn en las muestras de Ulva
analizadas coincide con lo reportado para otras Ulvaceas (Kumar et al., 2010; Mohamed
et al., 2005; Paez-Osuna et al., 2000). En el presente estudio, el promedio de As (3.9 mg
kg™ BS) encontrado en las muestras de Ulva, esta dentro del rango reportada para otras
especies de Ulva (1.1 a 16 mg kg™ BS) donde se reporto que no era téxico para consumo
humano (Pérez et al., 2010; Rodriguez-Castafieda, et al., 2006; Besada et al., 2009). La
concentracién de Pb vari6 entre 1.1 y 3.5 mg kg™ en base seca, siendo estos valores
inferiores a los reportados en otras Ulvaceas (Mohamed et al., 2005; Ordufia-Rojas y
Longoria-Espinoza, 2006). Todas las muestras presentaron concentraciones bajas de Cd
(0.48 a 1.25 mg kg™ BS) y Cr (0.52 a 1.53 mg kg™ BS); donde para Cd, los valores
fueron similares a lo reportado por Ordufia-Rojas y Longoria-Espinoza (2006) y Paez-
Osuna et al. (2000), mientras que para Cr, los valores fueron menores comparado con
los reportados en otras Ulvaceas (Paez-Osuna et al., 2000; Rodriguez-Castafieda et al.,
2006). Los valores de Ni entre las muestras (2.37 a 5.72 mg kg™ BS) son consistentes
con lo reportado por Kumar et al. (2010) y Paez-Osuna et al. (2000). Es poco la

legislacion en el uso de algas marinas para consumo humano; Francia fue el primer pais
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en establecer regulaciones sobre el uso de algas marinas para consumo humano como
alimentos no tradicionales (Besada et al., 2009). Los limites franceses para algas
marinas comestibles son: Pb<5mg kg?*; Cd<0.5mg kg*; Hg<0.lmg kg y As
inorganico <3 mg kg, todos en base seca, siendo estos limites excedidos para algunas
muestras del presente estudio para algunos elementos. Como las algas pueden concentrar
varias veces los niveles de metales encontrados en el agua en un corto plazo, los niveles
traza de los elementos detectados en el agua, fertilizantes y suelo en el sistema de
cultivo, debe ser controlado antes de iniciar la produccién de alga, con la finalidad de ser

no toxica para consumo animal y/ humano.

7.2 Efecto de diferentes niveles y procesos de inclusion de U. clathrata en el

alimento para camaroén

En el presente estudio se observld esta mejoria en la estabilidad en el agua y
absorcion de agua en los alimentos experimentales cuando la harina de Ulva o Ulva
fresca fue incorporada en niveles de inclusion de 2,4 y 6% en la mezcla de ingredientes
de la dieta antes de ser peletizada, mientras que cuando el alga se afiadié después de la
peletizacion del alimento, este efecto se perdi6. En general la inclusion de harinas de
algas marinas en alimentos para organismos acuaticos resulta en un mejoramiento de la
absorcion de agua y la estabilidad del alimento en agua la cual es modulada por el tipo
de polisacéridos presentes en las algas (Paradossi 1999; Percival 1986; Ray y Lahaye
1995; Wong y Cheung 2001). Pefiaflorida y Golez (1996) no encontraron diferencias
significativas en PMS cuando se afiadié a la dieta harinas de Kappaphycus alvarezii y
Gracilaria heteroclada a niveles entre 0 y 10%, mientras que cuando la inclusion fue de
15% de cualquiera de estas harinas algas, se increment6 significativamente la PMS
respecto al alimento control (0% alga). Briggs y Funge-Smith (1996) incluyeron alga
roja Gracilaria sp. en el alimento, encontrando que las dietas conteniendo hasta 10% de
la harina del alga no mostraban diferencias significativas en la estabilidad en el agua
(después de 12 h) comparado con la dieta control (0% alga). Cruz-Suarez et al. (2000)
formularon dietas con niveles de inclusion de 2 a 8% de harina de Macrocystis pyrifera

de diferentes origenes, resultando una correlacion positiva de la WA conforme se
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incrementaba el nivel de inclusion y valores entre 2 y 23.3% de PMS después de una
hora de inmersion en agua marina, encontrando diferencias entre los origenes de las
algas, pero con la misma tendencia de mejorar la PMS a partir de un nivel de inclusion
de 4%, mientras que en el presente trabajo se mejor6 la PMS a partir de 2% de inclusion
de U. clathrata en el alimento. En otro estudio, la inclusion de 3.3% de harina de U.
clathrata en el alimento, resulté en una menor PMS y mayor WA comparado con
alimentos con el mismo nivel de inclusion de harina de Ascophyllum sp. y Macrocystis
sp. (Cruz-Suarez et al. 2009).

Tanto en el experimento de diferentes niveles de inclusion de harina de U.
clathrata (2,4 y 6%) como en el de efecto de procesado en el alimento con U. clathrata
(2%), no se observaron diferencias significativas en el crecimiento de los camarones
respecto al control 0% U. clathrata, a excepcion de cuando la U. clathrata fresca licuada
(2% de inclusion en BS) se utilizo para recubrir el alimento, resultando un incremento
significativo en el crecimiento de los camarones comparado con el control. Como no se
observaron diferencias significativas en el consumo de alimento entre la dieta recubierta
con alga fresca, los otros alimentos con inclusion de U. clathrata y el control, asumimos
que el mejoramiento del crecimiento del camardn no es causado por un efecto de
atractabilidad pero si por un efecto nutricional agregado por la contribucion del alga,
sugiriendo que la manipulacion tecnoldgica para deshidratar el alga, ademas del proceso
de manufactura del alimento, puede reducir los efectos promotores de crecimiento en el
camaron. Pefaflorida y Golez (1996) reportan que la inclusion de 5% de harina K.
alvarezii y 10% de harina de G. heteroclada (10%) (secadas a 60°C y molidas a <425
pum) en el alimento para camaron P. monodon, mejoro la tasa de crecimiento especifico
comparado con una dieta control con 5% de almidén de maiz y 5% harina de trigo sin
inclusion de algas. Marinho-Soriano et al. (2007) probaron una dieta para camaron
hecha con 50% Gracilaria cerviconis (secada a 50°C/24 h) y 50% de una dieta
comercial, donde no encontraron diferencias significativas en parametros de crecimiento
cuando lo compararon con una dieta 100% comercial, demostrando la efectividad de esta
alga para remplazar parcialmente la proteina en la dieta para camarén. Wong y Cheung
(2001) analizaron los efectos del secado en estufa y el liofilizado en tres especies de
Sargassum, encontrando que la cantidad de aminoacidos y la capacidad de retencion de
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agua y aceite era significativamente mayor en las muestras liofilizadas (p< 0.05). Da
Silva y Barbosa (2009) probaron una mezcla hecha de Hypnea cervicornis y
Cryptonemia crenulata (secadas a 55°C/36 h) como fuente de proteina en alimento para
camaron a niveles de inclusion de 13, 26 y 39%, observando un incremento en la tasa de
conversion alimenticia cuando los niveles de inclusion de alga en el alimento se
incrementaban, lo cual no coincide con los resultados del presente estudio, donde no se
obtuvieron diferencias significativas en la TCA con los diferentes niveles de inclusién
utilizados. En un estudio de Cruz-Suérez et al. (2009), evaluaron harina de Ascophillum
nodosum secada al sol y harinas de Macrocystis pyrifera y U. clathrata secadas en estufa
a 55°C, incluidas a 3.3% en el alimento para camaron, donde las tasas de crecimiento
(170 a 203%) fueron similares a los presentados en este estudio en alimentos con
inclusion de Ulva de entre 2y 6% (172 a 251%).

Aun y cuando la digestibilidad aparente de materia seca y proteina de la harina de
U. clathrata es mayor a 90%, segin lo reportado por Cavazos-Villarreal (2011),
aparentemente la U. clathrata no contiene suficiente energia metabolizable para suplir
por completo el alimento artificial del camaron (Ventura et al., 1994), sin embargo en
combinacién con un alimento artificial, puede aumentar la digestibilidad de los
nutrientes provenientes de los otros ingredientes de la dieta (Nandeesha et al. 2001). En
el presente estudio, aun nivel de inclusion de 6% de harina de U. clathrata, la
digestibilidad a aparente de la proteina de la dieta se vié mejorada respecto al control, lo
cual significa que esta dieta seria menos contaminante. En el caso de la digestibilidad
aparente de materia seca no se observan diferencias respecto al control, pudiera ser

debido a que el aporte de ceniza (casi 2%) de la U. clathrata a la dieta no sea digestible.

7.3 Efecto del consumo de U. clathrata fresca en el camardn en condiciones
controladas de laboratorio
La combinacion de alimento artificial y U. clathrata en condiciones controladas
tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de los camarones, sin embargo este efecto
se potencia cuando la U. clathrata se encuentra en un sistema abierto con produccion

natural. En un primer experimento, se obtuvo un incremento significativo en la tasa de
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crecimiento en camarones alimentados con U. clathrata fresca en combinacion con 25%
menos alimento artificial que los camarones control (sin U. clathrata), mientras que en
el caso del tratamiento con U. clathrata fresca y 50% menos alimento artificial, no se
presentaron diferencias significativas respecto al control, es decir que en condiciones
controladas de laboratorio (sin produccion primaria) podemos ahorrar hasta un 50% de
alimento balanceado. Porchas-Cornejo et al. (1999) reportan que la presencia de
Caulerpa sertularioides mejoré el crecimiento y sobrevivencia de camarones café
Penaeus californiensis bajo condiciones de laboratorio.

En un segundo experimento se puso como objetivo principal conocer los cambios
en sobre el perfil de FA en los camarones alimentados con U. clathrata fresca y
alimento artificial. El perfil de FA del alimento artificial utilizado para esta parte del
estudio, fue caracteristico de dietas practicas para camarén (Ju et al., 2009; Patnaik et
al., 2006; Gonzalez-Felix et al., 2010; Zhou et al., 2007). En el caso de la U. clathrata,
la proporcion de SFAs, MUFAs y PUFAs fueron similares a los presentados por otros
autores en otras especies de Ulva (Kumar et al., 2010; Rohani-Ghadikolaei et al., 2011).
Los FA mas abundantes encontrados en la U. clathrata fueron el &cido palmitico (16:0)
y el vaccénico (18:1n7) cuyos valores concuerdan con lo reportado por Gomez-Pinchetti
et al. (1998) para U. rigida analizada después de un periodo de ayuno de nitrégeno, lo
cual pudiera ser una posible causa del perfil de FA presentado en este trabajo. La alta
proporcion de acido palmitico (>50% del total de FA) en la U. clathrata en este estudio,
aungue es poco comun, se ha reportado para otras especies del mismo género
(Shanmugam y Palpandi, 2008; Gdmez-Pinchetti et al., 1998; Rohani-Ghadikolaei et al.,
2011). El alimento balanceado presentd cantidades considerables de esteroles
caracteristicos de plantas terrestres como el B-Sitosterol y campesterol los cuales son
esteroles predominantes en el frijol de soya (Meijer et al., 2003) comUnmente utilizado
en los alimentos para camaron. El principal esterol encontrado en la U. clathrata fue el
isofucosterol, lo que concuerda con lo reportado para otras Ulvales (Siddhanta et al.,
2002; Fattorusso et al., 1980), sin embargo en algunos casos, el esterol predominante
puede ser el fucosterol segun las caracteristicas del lugar y la época del afio en que se

cosecha (Popov et al., 1985).
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Uno de los efectos més evidentes del consumo de U. clathrata en los camarones,
es la disminucion en el contenido de FA con respecto a los camarones alimentados solo
con la dieta artificial (de 0.6 a 0.4 g 100g™ en peso humedo), haciendo evidente que en
el camaron, la U. clathrata tiene un efecto sobre el metabolismo de lipidos como el
reportado en diversas especies de peces y animales terrestres (Carrillo et al., 2008;
Ergun et al., 2009; Nakagawa et al., 1987; Nakagawa, 1997a,b; Pengzhan et al., 2003;
Wong et al., 1999). En los camarones alimentados con solo U. clathrata fresca (DUU),
hay un decremento en el porcentaje de 16:0, 18:1n9, 18:2n6, y un incremento en 18:0,
18:3n3, 20:5n3 con respecto a los DAA. Aun cuando la proporcion de DHA es
significativamente menor en camarones alimentados solo con U. clathrata, estos
compensan incrementando la proporcion de EPA, por lo que a final de cuenta, los
HUFA vy la relacion n-3/n-6 son incluso mayores que en los otro dos tratamientos. La
acumulacion de &cido nervénico (24:1n9) y la disminucion de FA de la familia de los
Omega-6 en los camarones DUU puede ser indicativo de que el alga por si sola no cubre
los requerimientos de PUFAs en el camardn, este efecto se ha reportado en ratas
alimentadas con diferentes fuentes de lipidos ademas de una dieta libre de grasa (Egwim
y Kummerow, 1972; Walker, 1968). Otro FA acumulado significativamente en los
camarones DUU es el ARA (&cido araquiddnico; 20:4n6), que al ser el precursor de
eicosanoides inmunoestimulantes, podria estar afectando la respuesta ante un estrés, es
decir que a nivel de cultivo, deberian de ser mas tolerantes ante un posible patégeno.

En el caso de los esteroles en el musculo de los camarones, el colesterol fue el mas
predominante, aln si la dieta consistio solamente de U. clathrata, la cual tiene muy poco
colesterol lo que indica; 1) que el camaron retiene preferencialmente el colesterol, y mas
aun si este hace falta en la dieta, por lo que la regulacion es muy estrecha; 2) el camarén
es capaz de sintetizar colesterol a partir de ciertos precursores (fitoesteroles). Contrario
la acumulaciéon de colesterol observada en el presente trabajo, Casas-Valdez et al.
(2006), demostraron que una dieta con 4% de inclusion del alga Sargassum disminuia
significativamente el contenido de colesterol en mdasculo de camarén café
Farfantepenaeus californiensis.

En un estudio descrito por Morris et al. (In press), camarones alimentados con una

dieta basal con 0.08% de colesterol y otra con 0.1% fitoesteroles, encontraron un
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crecimiento similar después de 12 semanas de alimentacion. El aumento en la cantidad
de colesterol en los camarones que consumieron Ulva, es opuesto a lo reportado en ratas

y huevos de gallinas ponedoras (Carrillo et al., 2008; Wong et al., 1999).

7.4 Evaluacion del cocultivo de U. clathrata y camardn en tanques piloto

En el presente trabajo se realizaron dos experimentos de cocultivo en tanques
piloto al exterior en diferentes épocas del afio, donde aparentemente la temperatura en el
agua juega un papel primordial en el rendimiento del cocultivo. A temperaturas en el
agua por igual o por encima de los 30°C (verano), el cocultivo no presentd los
rendimientos positivos sobre el crecimiento de los camarones observados a temperaturas
por igual o por debajo de los 28°C (primavera).

Los parametros de calidad en el agua de ambos experimentos fueron similares,
exhibiéndose una menor produccién primaria en los tanques bajo cocultivo respecto a
los de monocultivo. En los estanques de camaron, se considera como deseables para la
contribucion nutricional organismos unicelulares como diatomeas y dinoflagelados
(Bula-Meyer, 1985; Laurén-Matta et al., 1995). En diversos estudios se ha demostrado
que el alimento natural (por lo general produccion primaria) en combinacién con
alimento artificial tienen mejores resultados de productividad que solo alguno de los dos
tipos de alimentacion (Jory, 1995; Martinez-Cordova, et al., 2005). Dependiendo la
densidad de cultivo, el aporte nutricional de la produccién primaria puede cubrir hasta
mas de un 70% de los requerimientos nutricionales del camaron (Jory, 1995; Martinez-
Cordova et al., 1998, 2002), para el caso del presente trabajo, se puede asumir que la
macroalga contribuyd cerca del 50% en al crecimiento del camarén (en el caso del
experimento llevado en primavera). Clifford (1992) menciona que se debe contar con un
minimo deseado de 80,000 cel/ml de fitoplancton en estanques de cultivo semi-
intensivo, sin embargo en ninguno de los experimentos de cocultivo del presente trabajo
se lleg6 a tal cifra. La baja produccién de plancton en los tanques de cocultivo puede ser
debido a varios factores: la reduccién de intensidad de luz debido a la que la superficie
del tanque esta cubierta con U. clathrata y/o debido a que la U. clathrata trabaja como
biofiltro utilizando el nitrogeno como fuente de nutriente (Hamano et al., 2007;
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Copertino et al., 2009) y teniendo competencia directa con las microalgas por estos
compuestos, evitando su proliferacion.

La combinacidn del cocultivo y el alimento artificial mejora significativamente la
utilizacion del alimento y en el caso del experimento a temperatura menor a 28°C se
mejord significativamente el crecimiento del camarén con una reduccion de hasta 45%
del alimento artificial. En el caso del experimento en primavera (<28°C), la TCA relativa
a solo el alimento artificial, se mejord hasta poco més del doble respecto al control (2.6
contra 1.2) obteniendo crecimientos incluso superiores al control. Para el caso del
experimento en verano (>29°C) la TCA relativa al alimento artificial pasé de 0.8 del
tratamiento control (monocultivo) a 0.4 en camarones alimentados en cocultivo con 25%
de la racion de alimento, sin embargo, para este ultimo caso el crecimiento de los
camarones fue 50% menor al de los camarones en monocultivo, sugiriendo que para este
caso fue deficiente la cantidad de alimento artificial. Se sugiere pues, que en condiciones
Optimas incluyendo temperatura (<29°C) la U. clathrata puede actuar como suplemento
nutricional y/o mejorar la utilizacion de nutrientes de la dieta artificial. A pesar de la
baja concentracion de nutrientes en la U. clathrata, esta contiene una alta proporcion de
agua (~85%) la cual puede contribuir a una mayor digestibilidad del alga (Conceicéo et
al., 2010). Porchas-Cornejo et al. (1999) reporta un efecto similar cuando camarones
Farfantepenaeus californiensis incrementaron su tasa de crecimiento tres veces en
presencia del alga Caulerpa sertularioides, para este caso no se menciona el rol
nutricional del consumo del alga como posible causa del mejoramiento en el
crecimiento. En contraste, Lombardi et al. (2006) llevaron a cabo un experimento de
cocultivo de L. vannamei y el alga filipina Kappaphycus alvarezii en jaulas flotantes;
pero después de 103 dias, el crecimiento, sobrevivencia y TCA no fue
significativamente diferente entre el sistema de cocultivo y los de monocultivo. Van Tri
y Thanh Ha (2004) reportaron que larvas de camarones L. vannamei alimentados con
algas marinas frescas junto con una alimento balanceado, obtuvieron mayores tasas de
crecimiento y mayor sobrevivencia (48-53%), que aquellos alimentados con algas
deshidratadas solas o en combinacion de alimento artificial.

La composicion bromatologica se vio modificada en los camarones de ambos

experimentos bajo cocultivo, lo mas significante, es la disminucion del contenido de
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lipidos totales conforme la racion de alimento artificial fue disminuyendo, ademas las
raciones mayores al 55% no afectaron el crecimiento de los camarones respecto a los
camarones en monocultivo (100% racion de alimento artificial). En el caso de la ceniza,
los camarones en cocultivo aparentan incrementar su contenido de ceniza respecto a los
de monocultivo, probablemente debido al alto contenido de minerales en la U. clathrata,
los cuales podrian estar siendo acumulados en el camarén (Alliot y Frenet-Piron, 1990;
Ulrik-Riisgard y Famme, 1986). El perfil de FA se vio claramente modificado en los
tratamientos en cocultivo sin alimento artificial, presentdndose una mayor proporcion de
LNA (18:3n3) en los camarones de ambos experimentos, ademas de aumento en la
proporcion de &cido oleico (19:1n9), EPA (20:5n3) y DHA (22:6n3) y disminucion de
LA (18:2n6) en el experimento en primavera, todo esto comparado con el control
(camarones en monocultivo). Esto puede ser debido a la composicion y concentracion de
FA de las fuentes lipidicas consumidas (Gonzalez-Felix et al., 2002a,b, 2003; Cheng y
Hardy, 2004; Zhou et al., 2007). Pareciera que en el camarén se produjera algunos
PUFAs como el DHA, a partir de la elongacién de acido linolénico (abundante en la U.
clathrata). Aun y cuando U. clathrata puede ser buena fuente de precursores de PUFAS
esenciales en el camaron (Kanazawa et al., 1979), se observa que la macroalga por si
sola, no es capaz de soportar el maximo crecimiento del camar6n probablemente debido
a una falta de energia metabolizable como lo concluyen Ventura et al. (1994) en un
estudio con pollos. Patnaik et al. (2006) observaron que el remplazo de aceite de
pescado menhaden con harinas de algas marinas ricas en HUFAs en dietas, no tenian un
efecto significativo en el crecimiento de camarones L. vannamei, por lo que se puede
considerar que los FA provenientes del alga son de alta calidad nutricional para el
camaron.

Otro efecto significativo y de alta relevancia es el incremento6 en la pigmentacién
de los camarones en cocultivo, se confirma que la luteina de la U. clathrata es asimilada,
metabolizada y depositada en el camaron (Cruz-Suérez et al., 2009). Vernon-Carter et
al. (1996) y Arredondo-Figueroa et al. (1999), encontraron que extractos de Tagetes
erecta ricos en luteina incluidos en la dieta de camarones, era posiblemente
metabolizada a astaxantina y depositada en el cuerpo del camardn blanco del pacifico.

Adicionalmente, se llevo a cabo un analisis de colorimetria en los camarones del
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experimento de primavera, el analisis de reflactancia mostré diferencias significativas
similares a los anélisis por HPLC en los mismos camarones, sin embargo, no se
encontraron referencias del uso de este método de analisis colorimétrico en camarones,
por lo que se sugiere realizar un estudio completo para estandarizar estos valores
relacionandolos con las necesidades del mercado, tomando en cuenta la tendencia de que
al incrementar el uso de alimento artificial, el efecto de la pigmentacion por el consumo
de U. clathrata se diluye.

La textura y firmeza en el musculo de los camarones es muy importante desde el
punto de vista del consumidor. Algunos autores reportan una aparente relacion entre el
contenido de grasa y la textura del camardn, a mayor contenido de grasa menor firmeza
en el musculo (Ezquerra et al. 2003, 2004; Rivas-Vega et al. 2001), sin embargo esta
relacién no se puede apreciar claramente en los camarones analizados del experimento
de época de primavera, esto debido a la diferencia significativa de los pesos entre los
tratamientos, siendo el peso del segmento muy importante al momento de realizar el

analisis.

7.5 Determinacion de contribuciones nutricionales de carbono y nitrégeno en el

camarén mediante el andlisis de isotopos estables

El peso final y la tasa de sobrevivencia se incrementaron conforme aumento la
cantidad de alimento artificial administrado. Los camarones bajo el régimen de co-
alimentacion de 75% alimento artificial y 25% Ulva (75F/25U), resultaron en el mayor
crecimiento respecto a los otros tratamientos, por lo que en este caso la proporcion de U.
clathrata (25%) puede ser nutricionalmente equivalente o incluso mejor que el alimento
artificial en base seca. Las mejores tasas de crecimiento en camaron se han asociado a la
presencia e ingestion de diferentes elementos de la produccién natural dentro del
estanque de cultivo (Hunter et al., 1987; Nunes et al., 1997; Gamboa-Delgado et al.,
2003). Nutrientes especificos como acidos grasos y aminoacidos esenciales son
frecuentemente escasos en alimento vivo y generalmente son suplementados con
alimento artificial, como es el caso de los camarones en el tratamiento de solamente U.

clathrata (U100) los cuales tuvieron pobre crecimiento y baja sobrevivencia. El efecto
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positivo de co-alimentacion de alimento vivo y alimento artificial ha sido reportados
para larvas y juveniles de algunos crustaceos (Teshima et al., 2000; Thompson et al.,
2002; Gamboa-Delgado y Le Vay, 2009b) y peces (Kolkovski et al., 1993; Rosenlund et
al., 1997, Curnow et al., 2006).

El valor de 8*3C del alimento artificial (-23.0+0.2 %o) refleja valores de la mezcla
de ingredientes utilizados en la formula (principalmente haria de pescado, harina de soya
y harina de trigo). El valor isotépico §*3C en la Ulva (-13.1+0.6 %o) indica un relativo
enriquecimiento en *3C, el cual es consistente con lo reportado por Mercado et al. (2009)
para U. clathrata colectada del ambiente natural (-14.4+1.0 %o). El valor de §'°C en el
alga esté fuertemente vinculado con las vias metabdlicas asociadas con la fotosintesis y
la toma de carbono inorganico disuelto (CO, o HCO3) y/o el CO, atmosférico, el cual
presenta una firma isotopica diferente para las diferentes clases y especies de algas
marinas (Fry, 2006; Mercado et al., 2009). En contraste, los valores de §°N en la U.
clathrata estan sujetos a muchas variaciones de acuerdo con la fuente de nitrégeno. En
condiciones de laboratorio, la manipulacién de los valores de 3N en la algas mediante
el uso de diferentes fertilizantes en el medio de cultivo, ha sido reportado por algunos
autores (Cohen y Fong, 2004; Teichberg et al., 2008, Le Vay y Gamboa-Delgado, 2010),
de la misma forma que se hizo en este estudio.

La mayoria de los camarones llegaron al equilibrio isotopico respecto a sus dietas
en 2 semanas, esto es similar a lo reportado por Fry y Arnold (1982) y Gamboa-Delgado
y Le Vay (2009a) en experimentos con camarones peneidos. El bajo crecimiento
observado en los camarones U100, indica que alcanzaron el equilibrio isotdpico a través
del catabolismo y recambio metabdlico y no por acrecion de la U. clathrata.

La discriminacién negativa del carbono (A*C) observada entre los camarones y la
Ulva indica una disminucién de isotopos pesados '*C, siendo que en general, los
organismos tienden a enriquecerse en su isotopo pesado debido a la incorporacion
preferencial de *C y excrecion de *CO, (De Niro y Epstein, 1978). Este efecto de
enrigquecimiento negativo, ya ha sido reportado por otros autores donde se considera el
fraccionamiento isotépico y las fuentes nutricionales (Martinez del Rio y Wolf, 2005),
siendo el carbono respirado relativamente alto en contenido de **C comparado con la

dieta cuando es resultado de metabolismo de azucares (enriquecimiento en *3C),
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mientras que en el caso opuesto el metabolismo de lipidos tiende a disminuir su *C
(Breteler et al., 2002).

En el presente estudio, los valores de AN observados entre los camarones v el
alimento artificial (A™N= 1.6 %o) fue 6 veces mayor que el valor observado en los
camarones alimentados con U. clathrata (A®N= 10.4 %.). Este Gltimo valor es 3 veces
mayor a los valores de enriquecimiento frecuentemente reportado en estudios de
contribuciones  nutricionales. Los resultados del presente estudio indican que el
contenido de nitrégeno y la tasa de ingestién/excrecion pudieran jugar un role en el
grado de A™N entre los camarones y sus dietas. El contenido de proteina en el alimento
artificial fue mayor (35.2%) que el contenido de proteina en la U. clathrata (18.6 %).
Valores altos de A™®C y AN provocados por condiciones nutricionales limitantes han
sido reportadas donde se hipotetiza que los altos factores de discriminacidén ocurren
como resultado de altas tasa metabolicas de recambio en animales que estan acoplandose
fisiologicamente a la escases de nutrientes (Martinez del Rio y Wolf, 2005).

Los valores predichos generados por el modelo de Hesslein et al. (1993) se ajusta
razonablemente bien a los valores observados (R?=0.63-0.98). Las tasas metabélicas de
recambio (m) y los valores de equilibrio isotopico fueron estimados a partir de esta
ecuacion. Las tasas de recambio de carbono y nitrogeno sugieren un reciclaje mayor de
nutrientes en camarones alimentados en regimenes de co-alimentacion.

En los organismos con bajo y lento crecimiento, los cambios isotopicos fueron causados
por el cambio metabdlico, esto se ha reportado en animales alimentados con dietas
nutricionalmente deficientes, donde los organismos incrementan su tasa metabdlica
como estrategia para incorporar nutrientes escasos como los algunos aminoacidos
(Fantle et al., 1999). Las tasas de recambio de nitr6geno indican el balance entre la
sintesis y catabolismo de la proteina. En el presente trabajo, la tasa de recambio de
nitrogeno en los camarones alimentados con solo alimento artificial fueron
significativamente menores (0.013 d*) que lo observado en los camarones alimentados
solo con U. clathrata (0.100 d™). Estas altas tasas de recambio metabélico de nitrégeno
en camarén L. vannamei ya han sido reportadas por otros autores (Gamboa-Delgado y
Le Vay, 2009a). Los valores de tiempo medio (tso) integran los parametros de k

(crecimiento) y m (tasa de recambio metabolico), es por eso que los valores de ts para
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nitrdgeno en el presente estudio, se incrementaron en funcién del crecimiento
promovido por la suplementacion del alimento artificial. El bajo valor de tso para
nitrégeno (6.4 d) observado en los camarones alimentados solo con U. clathrata sugiere
que la proteina tuvo un corto tiempo de residencia en el tejido de estos camarones con
bajo crecimiento.

Los camarones de los tratamientos con mayor proporcion de alimento artificial
presentaron los mayores crecimientos, lo cual explica la alta incorporacion de carbono y
nitrdgeno (y sus isétopos) reflejado en la acrecion de biomasa con bajas tasas
catabdlicas. Cuando los organismos son alimentados con dietas nutricionalmente buenas,
la eficiencia de retencion y sintesis de proteina reflejada en el crecimiento puede llegar
hasta un 94% (Mente et al., 2002). Los diferentes nutrientes en la dieta no se
homogenizan completamente en el animal antes de la sintesis de nuevo tejido, este
efecto se le conoce como fraccionamiento isotopico (Schwarcz, 1991; Martinez del Rio
y Wolf, 2005; Wolf et al., 2009) y representa la suma de las rutas metabdlicas las cuales
movilizan nutrientes especificos a grupos especificos, por ejemplo, en el caso de cultivo
de camarones, una alta proporcion de nitrogeno en la dieta se dirige principalmente a
tejido muscular, mientras que el carbono dietario de los acidos grasos es principalmente
enviado al hepatopancreas y génadas. En el presente experimento, este efecto puede
observarse por las diferentes contribuciones de carbono y nitrégeno, comparando los
valores duales isotopicos de todo el organismo y el tejido muscular, que son ligeramente
superpuestos (sin presentar diferencias significativas entre ambos analisis). En el
presente estudio, las diferencias isotépicas entre las fuentes dietarias son grandes (8*3C
diferencia de 9.9 %o y 8N diferencia de 13.3 %o) lo que facilita determinar
correctamente las contribuciones dietarias al crecimiento mediante el modelo de
mezclado isotdpico.

Las contribuciones de carbono y nitrogeno mas altas de lo esperado en los
camarones enteros que en el tejido muscular, podrian estar relacionadas con la alta
digestibilidad de U. clathrata (Villarreal-Cavazos, 2011) y su disponibilidad continua
para los camarones, en cambio, sélo dos raciones diarias de alimento artificial fueron
suministradas a los camarones en los regimenes co-alimentacion. Experimentos

similares de co-alimentacion realizados en larvas de camardn y peces, han demostrado
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que la disponibilidad de alimento vivo (zooplancton, biofilm) frecuentemente contribuye
en mayor proporcion al crecimiento de los consumidores que el alimento artificial
suministrado (Abreu et al., 2007; Jomori et al., 2008; Gamboa-Delgado et al., 2008).
Las contribuciones del nitrogeno dietario de U. clathrata fueron muy altas y
representaron mas del 95% del nitrogeno incorporado en los regimenes de co-
alimentacion 50F/50U y 25F/75U, donde se suministré proporciones de nitrogeno de
66:34 y 30:70 de alimentacion artificial y U. clathrata respectivamente. Tal
desproporcion en la incorporacion relativa de nitrégeno dietario de la macroalga, podria
ser debido a una mayor digestibilidad y asimilacion de aminoacidos, ademas de la
disponibilidad continua de U. clathrata para camarones. Estos resultados indican que le
carbono y nitrogeno dietario de ambas fuentes fueron metabolizados de diferente

manera.

7.6 Efecto del consumo de harina de U. clathrata y un extracto acuoso de U.

clathrata en el alimento contra la infeccion WSSV

Con la finalidad de tener un tratamiento de referencia contra la infeccion de
WSSV, se utiliz6 un alimento con fucoidan como control antiviral ya que se tenia
reportes de que este tiene un efecto positivo en contra de la infeccion de mancha blanca
(Takahashi et al., 1998; Chotigeat et al., 2004; Cruz-Suarez et al., 2006). Aparentemente
el modelo de infeccion utilizado (per os) no fue el adecuado, ya que todos los camarones
presentaron un grado de infeccion severamente alto reflejado en el andlisis histoldgico
de los 6rganos blanco, debido a que posiblemente el inoculo presentaba una dosis
infectiva inusualmente alta para un sistema natural. Aunque que no se presentaron
diferencias significativas en la sobrevivencia entre los tratamientos, el efecto de la
inclusion del extracto de U. clathrata y el de fucoidan en el alimento sobre la
sobrevivencia fue similar durante los primeros cuatro dias post-infeccion, con una
sobrevivencia de mas del doble de la poblacion respecto al control sin alga, es decir: hay
un retardo en la mortalidad aunque al final no existe una proteccién completa contra el
virus. Los camarones alimentados con la dieta con inclusion de harina entera de U.

clathrata también presentaron una mejor sobrevivencia que el control, sin embargo
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tuvieron una mayor mortalidad que el tratamiento con extracto de U. clathrata, aun y
cuando la inclusion en el alimento con harina de U. clathrata se hizo en base al
porcentaje de recuperacion del extracto, para que de esta forma tedrica tuvieran la
misma cantidad de substancia activa (Ulvan). Aun y cuando se tienen reportes de
trabajos donde se describen extractos de algunas especies de Ulva como antibacteriano e
inmunoestimulante en camaron (Selvin et al., 2004; Immanuel et al., 2004), no hay
reportes del efecto antiviral contra WSSV. Se sugiere que para proximos estudios de
desafio viral, es necesario titular la carga viral con la que se va infectar (DL50) para
evitar una infeccion extremadamente severa y con esto poder evidenciar o no el efecto

antiviral de los compuestos experimentales.

7.7 Expresion diferencial de 292 genes de hepatopancreas en camarones

alimentados con U. clathrata y alimento artificial

Del total de clones en el microarreglo, solo el 53.6% fue detectado a partir de las
muestras de hepatopancreas de los camarones, esto debido a que ciertos genes son
expresado a muy bajo nivel o incluso no son expresados de acuerdo al tejido muestreado
(Fagutao et al., 2008, 2009). El uso de polisacéridos sulfatados extraidos de algas del
genero Ulva sp. se han reportado como inmunoestimulantes en peces y mamiferos
(Castro et al., 2006; Ivanova et al., 1994), por lo que en este estudio utilizado U.
clathrata fresca se esperaba observar algo congruente con estos antecedentes, sin
embargo de los 15 genes involucrados en respuesta inmune expresados diferencialmente,
solo 3 se sobre-expresaron y 12 se reprimieron (estos Ultimos 4 corresponden a
crustinas), sin embargo seria preferible realizar estas observaciones sobre los hemocitos
(tejido preferencial para estudios de respuesta inmune en camarén). De los genes sobre-
expresados en los hepatopancreas de camarén alimentados con U. clathrata se
encuentran la “subunidad 6 ATPasa”, “proteina de unién a Acil-CoA”, “Hemocianina”,
“Factor de elongacion” y una “proteina hipotética”, las cuales se han reportado como
sobre-expresadas en camarones L. vannamei resistentes a mancha blanca (Zhao et al.,
2007), pudiendo ser estas proteinas participes de la resistencia aparente observada en el
experimento de desafio viral con WSSV realizado en el presente estudio. Algunos genes
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sobre-estimulados como la “proteina 10 de unidn a acidos grasos” y la “apoliproteina D”
estan relacionados al metabolismo de lipidos, por lo que podrian estar involucrados en la
movilizacién y utilizacion de las fuentes lipidicas en el camarén como lo presentado en
este trabajo. Otro gen sobre-expresado es el “citocromo P450” mayormente encargado
de la eliminacién de compuestos xénobioticos como pesticidas (Snyder y Mulder, 2001)
pero también estd involucrado la metabolizacion de sustratos variados como acidos
grasos, eicosanoides, etc. (Snyder, 2000), por lo que pudiera indicar la presencia de
compuestos poco comunes en la U. clathrata de los cuales el camarén podria estar
intentando metabolizar. Para conocer mas ampliamente los efectos del consumo de U.
clathrata en el camardn a nivel de genes, es necesario realizar mas experimentos y en lo

posible andlisis sobre mas genes de todas las rutas metabdlicas del camaron.
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8 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se cumplié con los objetivos trazados para conocer de

manera general, el uso potencial de Ulva clathrata en la engorda de camarén blanco del

pacifico Litopenaeus vannamei, mediante andlisis quimicos, ensayos in vivo y pruebas

de biologia molecular:

1. Se describe la composicion quimica de Ulva clathrata cultivada en diferentes

sistemas de cultivo.

>

El contenido de proteina y lipidos en U. clathrata es similar entre los diferentes
sistemas de cultivo, sin embargo pueden variar entre 15y 27% y entre 0.5 y
1.6% respectivamente. Las proporciones de fibra cruda, ceniza y carbohidratos
en la macroalga, presentaron diferencias significativas entre los sistemas de
cultivo, siendo en el sistema de cocultivo con mayor contenido de fibra cruda, el
sistema de propagaciéon del laboratorio de UANL el de mayor contenido en
ceniza, y el sistema en estanque de camardén con mayor contenido de
carbohidratos. El contenido de ceniza tiende a ser alto (>40%) cuando la
macroalga no tiene un proceso de lavado con agua dulce antes de ser secada.

La macroalga U. clathrata puede ser considerada como buena fuente de fibra
dietética (30% en base seca), siendo la fraccion soluble la mas predominante.

El 35% de los aminoacidos en la proteina de U. clathrata son de los considerados
esenciales para el camaron, siendo la arginina, leucina y valina los mas
abundantes.

Cerca del 30% de é&cidos grasos en las muestras de U. clathrata son
poliinsaturados, 17% de la familia de los omega-3 (principalmente 18:3n3),
mientras que 9.5% de la familia de los omega-6 (principalmente 18:2n6).

Los monosacaridos més abundantes en U. clathrata fueron la ramnosa, acido
urénico, glucosa y xilosa.

La macroalga U. clathrata debe considerarse buena fuente de carotenoides por su

alto contenido el cual puede llegar hasta 440 mg kg™ en base seca.
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» En el caso de minerales, U. clathrata puede considerarse como fuente de macro-
elementos esenciales en el caso de Ca y otros micro-elementos esenciales como
Fe, Zn y Cu. De acuerdo a la variacion encontrada de abundancia de los
elementos analizados, es evidente que la concentracion estara ligada a la

disponibilidad de estos elementos en el medio de cultivo.

2. Se evaluaron diferentes niveles y formas de inclusion de U. clathrata en el alimento
para camaron, determinando la estabilidad en el agua de las dietas asi como su valor
nutricional en términos de crecimiento, tasa de conversion alimenticia,
sobrevivencia y digestibilidad aparente de materia seca y proteina.

» Lainclusion entre el 2 'y 6% de U. clathrata previo a la peletizacién del alimento,
mejora significativamente la estabilidad en el agua del alimento en términos de
pérdida de materia seca y proteina, ademas de aumentar su capacidad de
absorcion de agua.

» En términos de crecimiento, la inclusion hasta de 6% de harina de U. clathrata
en el alimento, no mejora el crecimiento de los camarones.

» Cuando U. clathrata es utilizada fresca (licuada) para recubrir el alimento
terminado (2% inclusién base seca) los camarones mejoran su tasa de
crecimiento respecto al control en un 5%, sugiriendo que los procesos térmicos
sobre U. clathrata pueden afectar el valor nutricional de la macroalga sobre el
camaron.

> La inclusién de 6% de harina de U. clathrata mejora significativamente la
digestibilidad aparente de la proteina en la dieta, no asi para la digestibilidad de
la materia seca en la dieta. Con este nivel de inclusion, no se presentaron
diferencias significativas respecto a un control 0% U. clathrata sobre el perfil de

acidos grasos en los camarones alimentados con estas dietas.
3. Se determind la capacidad de remplazo de alimento artificial con U. clathrata fresca

y su efecto en el perfil de &cidos grasos en el camaron, bajo condiciones controladas

de laboratorio (sin produccion primaria).
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> La U. clathrata fresca puede llegar a sustituir hasta el 50% de la racion normal
de alimento artificial (balanceado) sin tener efectos negativos en el crecimiento.
Con la reduccion de hasta 25% de la racion normal de alimento artificial y en
presencia de U. clathrata fresca, se presenta un crecimiento significativamente
mayor en los camarones que en aquellos alimentados con una racion de 100%
alimento artificial sin presencia de Ulva.

» En el caso de los camarones alimentados con 50% de la racion de alimento
artificial, la cantidad de U. clathrata consumida se puede considerar como
nutricionalmente equivalente de acuerdo a la tasa de conversion alimenticia total,
considerando el consumo de Ulva y alimento artificial en base seca.

» El consumo de U. clathrata fresca disminuye el contenido de &cidos grasos
totales en el musculo de camaron, aumentando la proporcion de acido linolénico.

» Los camarones que solo consumen U. clathrata presentan una acumulacion de

colesterol en el musculo.

Se realizaron pruebas para determinar la viabilidad y rendimiento del cocultivo de
L. vannamei y U. clathrata, evaluando pardmetros zootécnicos en los camarones y
realizando analisis quimicos especificos (bromatoldgicos, pigmentos, acidos
grasos).

» En los tanques bajo cocultivo se vié modificada la calidad de agua,
disminuyendo la turbidez y la cuenta total de células de plancton.

> La eficiencia de utilizacion de alimento artificial se ve mejorada en términos de
tasa de conversion alimenticia relativa a la dieta artificial.

» Los camarones en cocultivo disminuyen el contenido de lipidos totales
corporales, aumentando la proporcion de acido linolénico.

» El consumo de U. clathrata incrementa de forma significativa el contenido de
carotenoides totales en el camaron, disminuyendose este efecto conforme se
administra mas alimento artificial.

» Los camarones bajo cocultivo sin suplementacién de alimento artificial no
pueden alcanzar su potencial maximo de crecimiento pero presentan buena

sobrevivencia.
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> Para optimos resultados, el modelo de cocultivo con la presente cepa de U.
clathrata debe de realizarse a temperaturas no mayores a 28° C en el agua de

cultivo, donde se puede ahorrar hasta un 45% de alimento artificial.

5. Se determind la contribucion nutricional de U. clathrata en el camaron L. vannamei
en condiciones controladas de laboratorio, mediante el andlisis de isotopos estables
de carbono y nitrogeno.

» Todos los camarones alcanzaron el equilibrio isotépico a las 3 semanas de
experimentacion. Al término del ensayo, no se encontraron diferencias
significativas entre los valores isotdpicos de los camarones completos y sus
respectivos tejidos musculares.

» El carbono suministrado por el alimento artificial fue incorporado en los
camarones en mayor proporcion que el nitrdgeno disponible en esta misma
fuente.

» Los camarones alimentados solo con U. clathrata presentaron una tasa de
recambio metabolico de carbono y nitrégeno muy elevado con un crecimiento
muy pobre y baja sobrevivencia.

» El tiempo medio (tso) de residencia del nitrégeno dietario fue mayor conforme la
proporcion de alimento artificial se incremento, lo cual esta relacionado con la
sintesis de tejido en el camardn (mayor crecimiento)

» Los resultados indican que la contribucién de materia seca de U. clathrata fue
superior a la contribucion del alimentacion artificial en camarones co-

alimentados con Ulva y alimento artificial.

6. Se determind el potencial de la harina de Ulva clathrata y de un extracto de la
misma (Ulvan) contra la infeccion de WSSV en camar6n L. vannamei.

» Tanto la harina entera de U. clathrata como el extracto (Ulvan) en el alimento de
camaron, presentaron una mayor sobrevivencia que los camarones controles
alimentados con una dieta sin alga, sin llegar a ser significativa.

> El extracto de Ulva tuvo un efecto similar al fucoidan (ya probando contra
WSSV) sobre la sobrevivencia de los camarones infectados con WSSV, por lo
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que el extracto utilizado, constituido principalmente de ulvan, pudiera
considerarse como posible agente antiviral contra WSSV.

» Debido a que el modelo de infeccion utilizado en el presente estudio fue
inusualmente severo, es necesario realizar nuevos estudios de infeccion con un
virus titulado, para determinar con mayor certeza la efectividad de U. clathrata
como antiviral contra WSSV.

Se determind la expresion diferencial en hepatopancreas de camarones alimentados
con una dieta artificial y U. clathrata respecto a camarones alimentados solo con la
dieta artificial, esto por medio del analisis de microarreglos con 292 genes de
camaron.

> De los 292 elementos en el microarreglo, solo 46 se consideraron con una
expresion diferencial.

» Cerca del 30% de los genes sobre-expresados corresponden a proteinas
ribosomales, mientras que el 50% de los genes reprimidos corresponden a
proteinas de respuesta inmune.

» Algunos de los genes sobre-expresados en los camarones alimentados con Ulva
pudieran estar involucrados en la resistencia la infeccién de WSSV.

» Es necesario llevar a cabo mas estudios de biologia molecular para correlacionar
y comprender mejor los efectos ocasionados por el consumo de U. clathrata y/o

sus compuestos especificos en el camarén blanco L. vannamei.
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9 ANEXOS

ANEXO A .- Protocolo para extraccion de polisacaridos sulfatados de Ulva clathrata
para ensayo de desafio con WSSV
Material y métodos

La extraccion del ulvan se llevé a cabo con HCI 0.05 M con el cual se puede
romper la pared celular del alga para tener una mejor extraccion de ulvan. La extraccion
se realiz6 a temperatura ambiente durante 3 h en agitacion constante, repitiendo este
proceso 4 veces. Posteriormente se recuperd el ulvan por precipitacion con etanol.
Propuesta por Percivall y McDowell (1967) con algunas modificaciones desarrolladas
por Tako et al. (2000).

El porcentaje de recuperacion se calculd a partir del peso seco al término del
proceso. Una vez teniendo el extracto se realizd6 un andlisis de cuantificacion de
monosacaridos, realizando una hidrolisis de 50 mg de c/extracto en 20 mL de acido
sulfarico 1.0 M a ebullicion con reflujo por 3h (método Tako et al. 2000). Después se
afora a 25 mL, se filtra una alicuota y se inyecta en el cromatografo de liquidos de alta

resolucion (HPLC) para la separacion y cuantificacion de monosacaridos.

Material y equipo de laboratorio

- Cristaleria
o Vasos de precipitado
o Pipetas
o Matraz de aforacion

- Agitadores magnéticos

- Plancha magnética

- Balanza analitica

- HPLC

- Columna Aminex

Reactivos
~ Acido clorhidrico
- Acido sulfdrico
- Etanol 96°
- Oxalato de amonio
- Hidréxido de sodio
- Agua destilada
- Filtros HPLC 45um grandes
- Filtros HPLC 45um pequefios
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Diagrama del protocolo de extraccion de polisacaridos de Ulva clathrata

10 g de alga pulvenzada

100 mLHCIOO5M, T
28°C._ c/agitaciéon 3 hrs.
(repetir 4 veces)

Centrifugar 4000 rpm/10min

Anadir ETOH hasta 30%

Resultados

El porcentaje de recuperacion del extracto fue del 11%, con una pureza de 48%

Centrifugar 4000 rpm/10min
Precipitado
{polisacaridos no
Soblerlladante sulfatados)
Anadir ETOH hasta 65%
l Analisis de
Reposo 2 hrs mongsacandos
I HPLC
Centrifugar 4000
rpm/10min
Sobrenadante
Precipitado
- Analisis de
Liofilizary monosacaridos
almacenaren HPLC
refrigeraciéon
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ANEXO B.- Laminillas de cortes histologicos en camarones sanos e infectados con
WSSV

Tejido hematopoyético

Hematopoletic
Tissue

Glandula antenal
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Branquias

Gill Lamellae
(Cuticular Epithelium)

Organo linfoide

Lymphoid Organ
Arterioles
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Epitelio cuticular

Cuticular Epithelium
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