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RESUMEN

El cultivo de tilapia en el Ecuador se ha posicionado como el segundo producto acuicola
mas exportado, generando ganancias de $ 3 millones de dolares; sin embargo, existen
enfermedades de origen bacteriano que representan un riesgo en su produccion a nivel
mundial, siendo la estreptococosis una de las mas importantes. Diversos antibidticos se
han usado para controlar la infeccion por Streptococcus spp., pero ninguno ha probado
ser eficaz; por lo que se plantean nuevas alternativas, una de ellas es el uso de extractos
de microalgas, mismas que poseen propiedades antimicrobianas que pueden ser
aplicadas como tratamiento contra estos patégenos. En la presente investigacion se
buscO evaluar la actividad antimicrobiana de tres especies de microalgas
(Chlamydomona agloeformis, Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia pseudoalveolaris),
usando distintos tipos de extractos (intracelular, extracelular, y extracto crudo), contra
un patégeno causal de la estreptococosis en tilapia (Streptococcus sp.). El potencial
antimicrobiano de los extractos de microalga frente a Streptococcus sp. se evaluo
mediante el método de Kirby Bauer, resultando el extracto intracelular de P. pectinatus
como la microalga con mayor capacidad inhibitoria con un halo promedio de 31,71 +
2.81. De igual manera, el extracto intracelular de P. pectinatus presentd los mejores
resultados en cuanto a CMI (6.25-12.5 %) y CMB (12.5 %), que las demas especies de
microalgas. El extracto intracelular de las tres especies de microalgas fue el que
manifestd los mejores resultados durante los ensayos. Con dicha investigacion se
determiné que las microalgas poseen propiedades antimicrobianas, las cuales pueden ser
aplicadas como un potencial tratamiento alternativo en el control de la estreptococosis

en cultivos de tilapia.

Palabras

Microalga, Tilapia, Estreptococosis, Antimicrobiano, Bioactividad.

Xii



ABSTRACT

Tilapia culture in Ecuador has positioned itself as the second most exported aquaculture
product, earning $ 3 million dollars; however, there are diseases of bacterial origin that
represent a risk in its production worldwide streptococcosis being one of the most
important. Several antibiotics have been used to control Streptococcus spp. infection,
but none have proven to be effective; therefore, new alternatives are proposed, one of
them is the use of microalgae extracts, which have antimicrobial properties that can be
applied as a treatment against these pathogens. In the present investigation, we sought to
evaluate the antimicrobial activity of three species of microalgae (Chlamydomona
agloeformis, Pectinodesmus pectinatus, and Ettlia pseudoalveolaris), using distinct
types of extracts (intracellular, extracellular, and crude extract), against a causal
pathogen of streptococcosis in tilapia (Streptococcus sp.). The antimicrobial potential of
microalgae extracts against Streptococcus sp. was developed using the Kirby Bauer
method, resulting in the intracellular extract of P. pectinatus as the microalgae with the
highest inhibitory capacity with an average halo of 31,71 + 2.81. Similarly, the
intracellular extract of P. pectinatus presented the best results in terms of MIC (6.25-
12.5%) and CMB (12.5%), than the other species of microalgae. The intracellular
extract of the three species of microalgae was the one that showed the best results
during the tests. With this research, it was determined that microalgae have
antimicrobial properties, which can be applied as a potential alternative treatment in the

control of streptococcosis in tilapia cultures.

Keywords

Microalgae, Tilapia, Streptococcosis, Antimicrobial, Bioactivity.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1  Antecedentes
Se presume que la insercion de la tilapia al Ecuador inicié con Oreochromis

mossambicus (1965), Oreochromis niloticus (1974), y posteriormente el hibrido rojo
(Oreochromis sp.) a principios de los 80 (Abad, 2019; Zambrano et al., 2006). El
cultivo y producciéon de tilapia comenzo en la provincia del Guayas, como una
alternativa al cultivo de camardn, el cual, al ser afectado por el sindrome de Taura, dejo
una disponibilidad de 14 000 hectéreas, para la introduccion y posterior policultivo
Tilapia-Camardn en 1995; actualmente existen cerca de 2 000 hectareas dedicadas al

cultivo de tilapia en esta provincia (Alvarado et al., 2016; FAO, 2010).

En Ecuador el cultivo de tilapia se posiciona como el segundo a nivel nacional del
sector acuicola, después del camardn, considerando produccién y exportacion , (FAO,
2010). Representa una de las actividades con mayor crecimiento del mercado en los
ultimos afios, gracias a su rapido desarrollo, adaptabilidad a condiciones de cautiverio,
una carne de buena calidad y precio asequible, pasando de exportar 21 731 libras en
1993, a 1 835 184 libras en 2018 (Abad, 2019).

La variedad de tilapia que el pais exporta es un tetrahibrido resultante del cruce
entre las especies del género Oreochromis: O. mossambicus (Mozambica), O.
niloticus (Nil6tico), O. hornorumy O. aureus (Aurea); siendo Estados Unidos el
principal mercado con el 91% de estas exportaciones (FAO, 2010), ademéas es
considerado uno de los principales paises productores de tilapia a nivel mundial (Abad,
2019). Sin embargo, esta industria ha presentado desafios globales en los Gltimos afos,
pues la frecuente ocurrencia de ciertos patdgenos como Pseudomonas spp., Aeromonas
spp., Y Streptococcus spp. (Cao et al.,, 2022; FAO, 2011), han llegado a frenar el
desarrollo de este sector, no solo en cultivos de tilapia, sino en otras especies, como el
salmon, la trucha, o la lubina (Kayansamruaj et al., 2014).

En América central y del sur, las enfermedades bacterianas mas importantes
reportadas en tilapias son: el sindrome de la septicemia hemorrégica bacteriana (SHB),
causado por Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Pseudomonas fluorescens,

Pseudomonas spp., Vibrio spp. y otras especies de aeromonadidos mdviles; la
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estreptococosis, causada por Streptococcus sp.; y columnaris, causada por Flexibacter

columnaris o Flexibacter maritimus (Conroy, 2010).

La estreptococosis es uno de los problemas sanitarios mas importantes en la
acuicultura mundial, debido a su amplia distribucion geografica, la diversidad de
especies afectadas, cuantiosas pérdidas por mortalidad, costos de tratamiento,
disminucion en el crecimiento y dificultad en la comercializacion (Rey et al., 2007). S.
iniae, S. agalactiae, S. dysagalactiae y Lactococcus garviae son las especies causales
mas relevantes en Oreochromis spp. (Anshary et al., 2014). Los sintomas suelen ser
variados: letargo, natacién erratica (natacion en espiral o giratoria), oscurecimiento de la
piel, anorexia, exoftalmia con opacidad y hemorragia ocular, distension abdominal,
hemorragia difusa en el opérculo, alrededor de la boca, del anoy en la base de las aletas
(Y. W. Lietal., 2013; Pumchan et al., 2020).

Segun lo indican Bromage et al., (1999); Michel et al., (1997); Yanong & Francis-
floyd, (2013) y Yuasa et al., (1999), existen dos formas de manifestacion de la
estreptococosis en tilapias: casos agudos con presentacion sistémica, con subita y alta
mortalidad, y formas cronicas, donde la mortalidad se extiende por varias semanas.
Osman et al. (2017), explica que, en los casos mas agudos, los peces contagiados
inducen tasas de mortalidad > 50% dentro de 3 a 7 dias. Por otro lado en infecciones
cronicas, la mortalidad podria extenderse a varias semanas, con una muerte diaria de

uno o dos peces (Li et al., 2013).

Se han desarrollado formas de diagnéstico para identificar estreptococosis en
tilapias, donde las mas importantes para determinar el patdgeno causal de la
enfermedad, son realizadas en laboratorio mediante técnicas microbioldgicas vy
moleculares (He et al., 2020; Legario et al., 2020); no obstante a pesar de los esfuerzos,
tanto en identificacion del patdégeno, como en el desarrollo de un tratamiento, se ha
presentado un eficacia limitada a la hora de actuar en el control de dicha enfermedad
(Intervet, 2006).

De acuerdo con Alvarez et al., (2004) y Zilberg et al., (2010), el uso de
antibidticos, es una de las herramientas mas empleadas a la hora de tratar y controlar la
estreptococosis en tilapias. No obstante, Elala et al., (2020), menciona que, el uso

excesivo e inapropiado de antibioticos para tratar infecciones por estreptococos en
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peces, ha generado el desarrollo de patdgenos acuicolas resistentes a dichos

compuestos.

Garcia et al., (2009) y Carvalho et al., (2014), argumentan que, la basqueda de
compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas a partir de plantas, ha
presenciado un enorme crecimiento en el ambito de desarrollo e investigacion contra
patdgenos de importancia clinica como; Escherichia coli, Staphylococcus aureus
(Pascoal et al.,, 2020), Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, e incluso hongos como Candida albicans, y

Aspergillus fumigatus (Bocanegra-Garcia et al., 2009; Panghal et al., 2011).

Un nuevo avance en la busqueda de estos compuestos bioactivos, contempla el
uso de recursos marinos, tales como, macro y microalgas, cianobacterias, e
invertebrados (Hayes, 2012); de los cuales segun Falkenberg et al., (2019) y Maadane et
al., (2017), han reportado que las microalgas poseen una bioactividad interesante frente
a patogenos como Streptococcus, Mycobacterium, klebsiella, y Staphylococcus.
Investigaciones para evaluar el potencial antibacterial de distintos extractos de
microalgas de agua dulce y salada, frente a bacterias patdgenas, se han llevado a cabo
(Cannell et al., 1988; Katircioglu et al., 2006; Srinivasakumar y Rajashekhar, 2009;
Viso et al., 1987); y demuestran una potente actividad bacteriostatica contra bacterias
Gram (+) y Gram (-) (Falaise et al., 2016).

Luna (2015), indica que estos organismos fotosintéticos son prometedoramente
Optimos para la produccion de sustancias de interés quimico, farmacéutico e industrial.
Se reporta que, epecies como Chlorella vulgaris y Porphyridium cruentum poseen
caracteristicas idoneas con amplias apliaciones en campos de interes farmaceutico,
quimico, o industrial; siendo el género Chlorella, el que ha presentado un mayor
espectro bioactivo, ya sea como antimicrobiano, antimicotico o antiviral., (Amaro et al.,
2011; Kellam & Walker, 1989; Sanmukh, 2014).

Existen reportes de estudios en el Ecuador, sobre diversidad de microalgas, y su
potencial antimicrobiano desarrollados en Carchi, Guayas, Pichincha y Santa Elena
(Morales et al., 2017; Suasnavas et al., 2017); donde se han evaluado los extractos de
microalgas (Chlorella sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Stichococcus sp.), frente a
patdgenos como Staphylococcus aureus, y Escherichia coli, encontrando que sus

extractos metanodlicos poseen una actividad inhibitoria frente a estos patdgenos; se
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reporté adicionalmente su composicion fitoquimica, describiendo presencia de
alcaloides, flavonoides, terpenoides, fenoles, taninos, saponinas, y carbohidratos
(Barona, 2014; Suasnavas et al., 2017). Dichos compuestos, junto con otros, son los
responsables de la propiedad antimicrobiana en las microalgas (Cardozo et al., 2007;

Mayer y Hamann, 2005).

Es por eso que, en investigaciones con microalgas se obtienen resultados
favorables en bioactividad, gracias a su amplio espectro de compuestos organicos
complejos; por lo que, especies de microalgas como, Chlamydomona agloeformis,
Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia pseudoalveolaris, resultan interesantes de ser
evaluadas contra bacterias patdgenas de importancia humana, vegetal o animal;

recopilando resultados positivos y datos relevantes para posteriores investigaciones.

1.2 Planteamiento del problema
En Ecuador, el sector acuicola representa rubros importantes de exportacion no

petroleros, comprendiendo unos $ 3 millones de ddlares en el caso de la tilapia, con una
produccién de alrededor de 1 millén de libras en el afio 2020, segun la Camara Nacional
de Acuicultura (CNA, 2020). De acuerdo con la FAO (2005), Ecuador es uno de los
principales paises productores de O. niloticus, aunque existen inconvenientes en la
produccidn, debido a patologias que han llegado a causar la mortalidad de estos peces.

La principal amenaza para el desarrollo en la produccion de tilapia son las
enfermedades infecciosas, especialmente la estreptococosis, la cual llega a presentar
tasas de mortalidad del 30 % hasta el 90 % (Cao et al., 2022; FAO, 2005b). Se han
descubierto que distintos géneros y especies de cocos y cocobacilos Gram positivos
pueden estar implicados en la etiologia de la "Estreptococosis"”, pero se reporta que
Streptococcus agalactiae y S. iniae, son las especies patdgenas dominantes de la
estreptococosis alrededor del mundo (Abu-Elala et al., 2020). Estos patégenos se
pueden diseminar facilmente entre peces infectados en contacto con otros no infectados,
llegando a causar que las bacterias alcancen la circulacion sanguinea y los 6rganos
internos como cerebro, higado, y rifién (Thai Agricultural Standard, 2010).

Varias alternativas en el tratamiento a la estreptococosis en cultivos de tilapia han
sido empleadas, como por ejemplo; dietas alimenticias con el uso Rosmarinus
officinalis (romero) (Zilberg et al., 2010); vacuna polivalente inyectable, en
reproductores y crias de tilapia del Nilo (Abu-Elala et al., 2019); y antibiéticos (Alvarez

et al., 2004). Es importante notar que, Ecuador al ser un pais relevante en la produccion
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de tilapia, carece de investigaciones sobre la presencia de estreptococosis en cultivos de
tilapia; a pesar de que la estreptococosis también se ha reportado en los paises
fronterizos de Colombia y Peru, en los que se han aislado los microrganismos causantes,
identificando Streptococcus agalactiae y Streptococcus spp. respectivamente (Jiménez
et al., 2007; Ortega Asencios et al., 2016; Yessica Ortega et al., 2017).

Por otra parte, aunque existen varias investigaciones con microalgas en el
Ecuador, exponiendo su versatilidad para la obtencién de productos como; produccion
de aceite (Koch, Kaiser, Portilla Gil, 2010); obtencién de un biofertilizante a partir del
residuo ultra fino de la microalga Spirulina platensis (Albuja et al., 2011); y la
obtencion de compuestos con actividad antibacterial a partir de las microalgas
Nannochloropsis oculata y Porphyridium cruentum (Marcela Alvarez, 2007), no existen
investigaciones enfocadas en la aplicacion de estas sobre patdgenos causantes de
enfermedades acuicolas en el pais.

Adicionalmente, aunque existen reportes de Barona, (2014) y Suasnavas et al.,
(2017), en donde las microalgas mostraron tener un potencial bioactivo contra
patégenos de importancia clinica en humanos, ademas de poseer un gran espectro de
sintesis de compuestos antimicrobianos, no existen investigaciones en las cuales se
proponga el uso de estos microorganismos fotosintéticos como un posible tratamiento
sobre estreptococosis en cultivos de tilapia; esto permite que se plantee un tema de
investigacion que permita aprovechar los recursos naturales del pais, para solventar una

problematica en un campo industrial importante.

1.3 Justificacion

Dentro de la gran biodiversidad que caracteriza al Ecuador, se encuentra la
diversidad de especies de microalgas (Morales et al., 2017). Estas se han reportado por
Singh, Kate, y Banerjee (2005), como organismos Utiles por sus diversas aplicaciones
en sectores como el alimenticio, industrial, y farmacéutico. Sin embargo, a pesar de
encontrarnos en un pais con diversos ecosistemas y condiciones que favorecen el
desarrollo de microalgas en casi cualquier lugar, se desconocen las propiedades y
beneficios que estas pueden llegar a brindar (antivirales, antimicrobianas,
antimicoticas).

Segun Zilberg et al., (2010), la busqueda de compuestos naturales, libres de
sustancias quimicas sintéticas, para el desarrollo de tratamientos antibioticos, se ha
convertido en algo esencial a la hora de tratar infecciones en peces. Por lo tanto, las

propiedades de las microalgas pueden ser aprovechadas en varios campos de
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importancia economica en el pais. Esta investigacion pretende enfocar a las microalgas
como un potencial recurso antimicrobiano, que puede ser desarrollado como un
tratamiento frente a un problema patolégico que afecta a uno de los sectores con mayor
crecimiento en el marcado de exportacion a nivel mundial, como lo es la produccion de
tilapia, y donde se han reportado pérdidas economicas significativas, debido a

infecciones por estreptococosis.

La investigacion se centra en el aprovechamiento de microalgas nativas como un
recurso propio del pais, su factibilidad radica en que las microalgas pueden llegar a ser
tomadas de varios lugares de nuestro territorio y aisladas en un laboratorio, pudiendo asi
determinar los componentes fitoquimicos de cada microalga, e identificar el metabolito
antimicrobiano responsable de controlar el desarrollo de algin patégeno de interés. En
el caso de este estudio, el patdgeno de interés es Streptococcus sp. el cual afecta los
cultivos de tilapia a nivel mundial, y representa dafios importantes a nivel econémico y

productivo en este sector.

Los resultados obtenidos seran de relevancia cientifica, ya que no existen
antecedentes donde se evalle el potencial bioactivo de las microalgas sobre los
patdgenos causales de la estreptococosis en tilapia; asi como también representara un
aporte a la investigacion en el area de Biotecnologia Marina, area que ain no se ha
aprovechado de manera significativa en el pais, y que puede llegar a ser explotada de

manera productiva debido a su ubicacién geogréfica.

1.4 Pregunta directriz
¢Los extractos de microalgas poseen potencial antimicrobiano frente a Streptococcus
sp.?

1.5  Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Determinar el potencial antimicrobiano de extractos de microalgas sobre Streptococcus

sp. en tilapia.
1.5.2 Objetivos especificos

e Obtener los extractos de las microalgas cultivadas en laboratorio.

e Aislar Streptococcus sp., de tejidos afectados en tilapia.
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e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de microalga sobre
Streptococcus sp. en tilapia.
1.6 Hipdtesis
Los extractos de microalgas poseen una actividad antimicrobiana frente a Streptococcus

sp., microorganismo patdgeno causante de la estreptococosis en tilapia.
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CAPITULO 1l

2 MARCO TEORICO

2.1  Tilapia
Las tilapias pertenecen a la familia Cichlidae y comprende tres géneros: Tilapia,

Oreochromis, y Sarotherodon, con més de 100 especies conocidas (Canonico y
Arthington, 2005; Trewavas y History, 1983; Wicki, Gustavo A., 2018); Segun Leon
(2009), las tilapias son peces endémicos originarios de Africa y el cercano Oriente, los
cuales a principios del siglo XX ya eran un factor importante en la alimentacion humana
y el pez mas producido en el mundo. El término “Tilapia” esta basado en el vocablo
Africano del idioma “Shwabhili”(poblacion indigena de la costa del lago Ngami),
derivado de la palabra “Tilapi”, el cual significa “Pez”(Castillo, 2001).

La tilapia es una especie tropical que prefiere vivir en aguas poco profundas, las
temperaturas letales superior e inferior son de 42 °C y 12 °C, respectivamente, mientras
que la temperatura preferida oscila entre 28 °C y 32 °C, adicionalmente esta se
desarrolla en un rango de pH de 6 a 9 (FAO, 2005a; Phuoc et al., 2021). En cuanto a su
alimentacion, este pez es un omnivoro-vegetariano, que se alimenta de fitoplancton,
plantas acuaticas, pequefios invertebrados, fauna bentdnica, detritus y peliculas

bacterianas asociadas con detritus (Little y Hulata, 2000).

2.2  Anatomia del pez

El conocimiento de la anatomia del pez es importante, pues esta proporciona las
condiciones bésicas para un diagndstico presuntivo del tipo de enfermedad, basandose
en la identificacién de 6rganos diana afectados, en la Figura 1 (a) y (b) se describe la
anatomia de un pez (FAO, 2011).
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Figura 1. (2) Anatomia externa de un pez, (b) Anatomia interna de un pez (FAO, 2011).
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2.3  Enfermedades comunes presentes tilapia

En las granjas piscicolas, las enfermedades se presentan por la interaccion de
variables ambientales o de manejo, presencia de agentes patdgenos y condiciones sub-
Optimas tanto nutricionales como inmunoldgicas de los organismos en cultivo (FAO,
2011). Este factor de estrés provoca una baja en el sistema inmunologico del animal,
haciéndolo susceptible a distintas enfermedades como el sindrome de septicemia
hemorragica bacteriana,

micobacteriosis, pseudomoniasis y estreptococosis; a

continuacion se describen anormalidades que se suelen presentarse en peces enfermos

(Tabla 1) (Abdel-Latif et al., 2020; FAO, 2005b)

Tabla 1.

Diferencias en el comportamiento y la apariencia fisica externa de un pez sano y de un enfermo.

Aspecto que

. Pez sano Pez enfermo
considerar
- Irregular, erratico, puede estar
L Normal (caracteristico de cada . .
Natacion . dando giros, con hundimiento de
especie) -
costado en la superficie
Voracidad caracteristica de la

Consumo de alimento

Reaccién de fuga

Coloracién

Piel

Ojos

Branquias

especie. Sea en superficie o en
fondo, con actividad estimulada en
los horarios de rutina de
alimentacion

Responde a los ruidos y estimulos

Pigmentacion definida de acuerdo
con la especie

Suave, sin  descamacién  ni
hematomas, con secrecion de
mucus

Brillantes con cornea transparente

Con una coloracion rojo brillante y
con lamelas completas

No consume alimento o queda
volumen importante de alimento
no consumidos

No responde a los ruidos al
acercarnos al estanque

Colores claros en caso de
anemias, falta de oxigeno y
oscurecimiento en algunas
enfermedades infecciosas.

Petequias (puntos hematicos)

Descamaciones evidentes; Ulceras
0 hematomas con hipersecrecion
mucus

Opacos

Coloracion anormal (Rosa
Palidas, Ciandtica, Hemorragicas,
etc.), con lamelas discontinuas
(“deshilachadas™) con lesiones, o
con presencia evidente de
parésitos
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2.3.1 Sindrome de la septicemia hemorragica bacteriana (SHB)

Las tilapias afectadas por el sindrome muestran signos de exoftalmia, anorexia,
ulceras en las aletas pectorales y ventrales, a nivel interno se observa palidez hepaética,
necrosis del higado, corazdn, y bazo; la SHB puede manifestarse y producir pérdidas del
5% al 100% en tilapias cultivadas en aguas dulces y salobres (Conroy, 2010).

Diversas especies de bacterias Gram negativas se han aislado en varios de los
paises latinoamericanos en los cuales se cultivan tilapias y sus hibridos, entre estos
encontramos: Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas spp., Vibrio spp. y otras especies de aeromonadidos mdviles (Conroy,
2010). Ademas la septicemia hemorragica por aeromonas motiles es una entidad que
puede ser inducida por varias especies de este genero bacteriano, entre ellas A.
hydrophila, A. caviae y A. sobria (Pulido, 2004).

Estos microorganismos Gram negativos habitan el medio acuéatico y hacen parte
de la microflora gastrointestinal normal de muchos peces de agua dulce, e incluso llegan
también a afectar al ser humano (Pulido, 2004). El uso de antibioticos es el tratamiento
mas comun en este tipo de infeccion; es necesario establecer la dosis a ser aplicada,
calculando la concentracién minima inhibitoria (C.M.l1 en pg/ml = ppm) (Conroy,
2010).

2.3.2 Micobacteriosis

La micobacteriosis es una infeccién crdnica y progresiva, causada por ingesta de
detritos, alimentos o tejidos contaminados y lesiones a través de la piel o del tejido
(Lara-Flores et al., 2014). Hasta el momento esta infeccion ha sido detectada en tilapias
cultivadas en dos paises de la Region de Ameérica Central y en Cuba, especificamente en
O. aureus, basandose en el diagndstico histopatoldgico de los peces afectados (Conroy,
2010).

Los agentes etiolégicos mas reportados de la micobacteriosis son
Mycobacterium chelonae, M. fortuitum, M. marinum, M. avium, y M. haemophilum, los
cuales en los peces afectados muestran pequefios granulomas focales en el higado, bazo
y rifidn, lo que llega a dar lugar a importantes pérdidas en tilapias (Conroy, 2010; Lara-

Flores et al., 2014). Es importante sefialar que, estos agentes etioldgicos encontrados en
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numerosas especies icticas dulceacuicolas y marinas, han sido relacionados con

infecciones en el ser humano (Eslava Mocha, Malagén Rozo, 2004).
2.3.3 Pseudomoniasis

El responsable de la enfermedad son las bacterias Gram negativas Pseudomonas
sp., estas son bacterias oportunistas, se encuentra en forma natural en todos los
ambientes (acudticos, terrestres y en la atmosfera), asi como formando parte de la flora
del intestino de los peces saludables, hasta que las condiciones ambientales se alteran y
propician la enfermedad (FAO, 2011). La pseudomoniasis se manifiesta con un curso
agudo o cronico, con lesiones hemorragicas sobre la piel y tejidos internos, siendo esto
ultimo lo mas frecuente, ademas se presenta oscurecimiento de la piel, descamacion,

ascitis abdominal y exoftalmia (Eissa et al., 2010).

P. fluorescens, P. angulliseptica, P. aeruginosa, y P. putida, han sido las
especies encontradas como agentes causales de la pseudomoniasis (Eissa et al., 2010).
Para tratar estos patdgenos existen alimentos medicados con antibidticos de amplio
espectro como la terramicina o la oxitetraciclina, o el uso de antibi6ticos en solucion al
agua como la Aureomicina; sin embargo, nuevamente es importante considerar que es

mejor prevenir que curar (FAO, 2011).
2.3.4 Estreptococosis en tilapia

Se ha descubierto que distintos géneros y especies de cocos y cocobacilos Gram
positivos pueden estar implicados en la infeccidn, gracias a que estos poseen genes de
virulencia con diversidades genéticas entre especies (Legario et al., 2020); encontrando
a S. iniae y S. agalactiae, como las especies mas insidiosas en estos cultivos (Palang et
al., 2020; Sukhavachana et al., 2020).

La estreptococosis suele producir granulomas comprometiendo al bazo, cerebro,
higado y rifidn, ademas presentan movimientos natatorios desorientados y erraticos,
dado que se produce una meningoencefalitis, exoftalmia uni o bilateral con o sin
opacidad de la cornea, por otra parte, las tilapias enfermas muestran en general signos
clinicos semejantes a la SHB (Conroy, 2010; Osman et al., 2017; Ye et al., 2011).

Gracias a los modernos métodos de clasificacion bacteriana, basados en el
estudio gendémico (secuencia del 16SrRNA e hibridacion DNA-DNA) mediante PCR y
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QPCR, parte del mosaico taxonémico ha sido recientemente resuelto en la tilapia, donde
se encuentra que esta patologia se debe principalmente a S. agalactiae y
secundariamente a S. iniae (Ghittino, 1958; He et al., 2020; Legario et al., 2020).

Streptococcus agalactiae, ha sido reconocido durante mucho tiempo como un
patdégeno de mamiferos, sin embargo es una preocupacion emergente en los peces, pues
se han presentado infecciones en especies como: besugo Sparus auratus, besugo Sparus
sarba, trucha arco iris Oncorhynchus mykiss, bagre Ictalurus punctatus, lubina rayada
hibrida Morone chrysops, y tilapia Oreochromis spp.(Evans et al., 2009; Garcia et al.,
2008; Olivares-Fuster et al., 2008).

Algunas cepas de Streptococcus agalactiae que infectan peces muestran
resistencia a gentamicina, kanamicina, trimetoprima, nitrofurantoina, ampicilina,
espiramicina, oleandomicina, sulfametoxazol, acido oxolinico, penicilina, eritromicina y
oxitetraciclina (Faria et al., 2014; Soto et al., 2015).

2.4 Streptococcus agalactiae

El género Streptococcus, son bacterias Gram-positivas, que forman agrupaciones
de cocos dispuestas en cadena, pertenecientes al grupo de bacterias acido lacticas,
patdgenos responsables de causar enfermedades en humanos y animales (Chu et al.,
2016; Ryan, 2003). Este tipo de patdgenos requieren de un medio enriquecido con agar
sangre o0 suero para su aislamiento, también son capaces de fermentar carbohidratos,
produciendo acido lactico y siendo ademas catalasa negativos (Patrick Murray, Ken
Rosenthal, 2005).

Streptococcus agalactiae pertenece al grupo B de estreptococos (GBS); este
patégeno ha sido identificado tanto en animales, como en el ser humano (Chu et al.,
2016); pues segun el estudio realizado por Delannoy et al., (2013), la aparente
asociacion entre los serotipos identificados de S. agalactiae, en grupos especificos de
especies hospedadoras, sugiere que las cepas de S. agalactiae acuaticas pueden
presentar un peligro zoon6tico o antroponoético, lo cual sugiere un marco racional para
la exploracion de la patogénesis y el contenido del genoma asociado al huésped de las

cepas de S. agalactiae.

En conclusion, como se ha mencionado anteriormente, S. agalactiae es una
enfermedad invasiva, la cual no se limita solo a infecciones en humanos, pues se han

reportado en especies de mamiferos terrestres como perros, gatos, vacas, inclusive
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mamiferos acuaticos o semiacuaticos (Brochet et al., 2006; Sorensen et al., 2010);

ademas de cocodrilos, ranas y peces (Delannoy et al., 2013).
2.4.1 Técnicas moleculares usadas para el estudio epidemioldgico de S. agalactiae

Numerosos métodos moleculares han sido usados, incluyendo métodos
comparativos, como campos pulsados en gel de electroforesis (PFGE), el cual es
adecuado para llevar a cabo investigaciones de brotes epidemiologicos (Bishop et al.,
2007; Wang et al., 2010). Para los analisis de poblacion genética, son preferibles los
métodos de tipificacion portatiles y altamente estandarizados, tipificacion de secuencia
multilocus (MLST), que se dirige al genoma central, o genotipado de 3 conjuntos del

contenido del genoma de S. agalactiae (Van Belkum et al., 2007).

MLST es una herramienta importante para la epidemiologia molecular porque las
bases de datos MLST para especies de patégenos individuales actualmente cubren
muchos mas aislados de los que se han caracterizado en base a la secuenciacion del
genoma completo (Brochet et al., 2006). Esta herramienta ha permitido el estudio de los
ST's, determinando sus asociaciones, y discrepancias de acuerdo a los distintos

serotipos presentes en S. agalactiae (Delannoy et al., 2013; Wang et al., 2010).

2.5  Coinfecciones en Tilapia

Las coinfecciones suelen surgir cuando dos o varios patdgenos diferentes Ilegan a
infectar al mismo huésped, ya sea como infeccion simultdnea o de manera concurrente,
lo cual causa un incremento en los efectos de los patdgenos implicados, y conduce a

graves consecuencias negativas en el huésped expuesto (Abdel-Latif et al., 2020).

Numerosos estudios sobre la aparicion de coinfecciones bacterianas, parasitarias,
fangicas y virales en varias especies de tilapia, se han llevado a cabo, demostrando asi
que las coinfecciones se han asociado con graves impactos negativos en los peces
susceptibles porque aumentan las enfermedades y la probabilidad de brotes en los peces
afectados (Abdel-Latif et al., 2020); ademas las coinfecciones pueden alterar el curso de
la enfermedad y aumentar la gravedad de la misma, a través de interacciones sinérgicas

y, mas raramente, antagonistas (Bradley y Jackson, 2008).
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2.5.1 Coinfeccién bacteriana

El cultivo de tilapia es susceptible a varias enfermedades bacterianas, como la
franciselosis, causada por Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno);
estreptococosis, causada por S. agalactiae, S. iniae, y S. dysagalactiae; edwardsielosis,
causada por Edwardsiella tarda y E. ictaluri y septicemia hemorragica bacteriana,
causada por varias aeromonas, incluidos Aeromonas hydrophila, A. sobria, A.
hydrophila subsp. Dhakensis, y A. veronii (Abdel-Latif et al., 2020).

En un estudio donde se evalud la presencia de Fno en O. niloticus, criada en
granjas acuicolas, revel6 un caso de coinfecciones con un pez infectado con S.
agalactiae y Fno, posteriormente al siguiente afio se notificd otro brote infeccioso en O.

niloticus, y se atribuyd a coinfecciones entre S. agalactiae y Fno (Assis et al., 2017).

Se han inducido con éxito coinfecciones en condiciones de laboratorio, y se ha
concluido que la coinfeccion provoca una tasa de mortalidad méas temprana y
significativamente mayor en comparacion con los peces desafiados con cultivos puros
de una sola bacteria (Abdel-Latif et al., 2020).

2.6 Microalgas

Microorganismos autétrofos, consideradas como fitoplancton, representan el
primer eslabon en la cadena alimenticia; por otro lado, su organizacién celular puede
variar entre unicelular, colonial, y filamentosa, no obstante, a pesar de que muchas de
las especies se desarrollan de forma aislada, algunas crecen de manera simbiética en

asociacion con otros microorganismos (Luna, 2015; Richmond, 2005).

Las microalgas poseen clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, siendo capaces
de realizar fotosintesis oxigénica (Luna, 2015); y siendo asi consideradas como los
mayores organismos productores de oxigeno, puesto que su mayor area de desarrollo
son los océanos, los cuales cubren el 71% de la superficie terrestre, aportando asi entre

el 40% y 50% de oxigeno a la atmésfera (Andersen, 2005).

Las microalgas poseen un alto potencial en diversos campos, pues son capaces de
convertir sustancias inorganicas en compuestos organicos naturales que pueden ser
utilizados como ingredientes funcionales (Gouveia et al., 2010). Muchos de estos
compuestos son células enteras de microalgas (biomasa microalgal) o sus bioproductos

metabolicos generados durante su ciclo celular, y que se han utilizado como

27



suplementos alimenticios o alimentos directos mostrando en ciertos casos resultados

relevantes (Zepka et al., 2010).

Estos microorganismos fotosintéticos poseen proteinas, acidos grasos esenciales y
vitaminas, por lo que representan un potencial en la investigacion, en areas
farmacéuticas o0 nutracéuticas, debido a sus propiedades antimicrobianas,
antinflamatorias, antialérgicas, antioxidantes, hipoglicemiantes, inmunosupresoras,

entre otras (De Jesus Raposo et al., 2013).

2.7  Compuestos bioactivos de las microalgas

Varios compuestos metabdlicos de microalgas, asi como su biomasa tienen un
efecto beneficioso, estos pueden clasificarse segin su composicion bioguimica con
actividad biologica, tales como: &cidos grasos, proteinas, péptidos, aminoacidos,
esteroles, pigmentos, vitaminas, alcaloides, entre otros compuestos (Kim y Kang, 2011).

La composicion y el contenido de los lipidos en microalgas varia entre especies y
condiciones de habitad, los lipidos principales en microalgas de caréacter polar (mono y
digalactosil diacilglicerol y fosfatidilglicerol) han descrito que poseen actividad
antinflamatoria y antitrombdtica, no obstante, los compuestos lipidicos mas estudiados
en las microalgas son los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Antonopoulou
et al., 2005).

En relacion a los pigmentos, las cianobacterias particularmente sintetizan altos
niveles de ficobiliproteinas, con porcentajes que alcanzan hasta 8% de su peso seco,
estos pigmentos se han utilizado como marcadores de fluorescencia no radiactivos
cuando se une covalentemente a los anticuerpos, proteina A, biotina, lecitina y
hormonas, ademas de esta aplicacion, las ficobiliproteinas tienen importante actividad

antioxidante y antinflamatoria (Perez-Garcia et al., 2011).

Los carotenoides son otra clase importante de pigmentos encontrados de forma
abundante en microalgas, por la actividad provitamina A de B-caroteno y su efecto
sobre la vision y el sistema inmunoldgico, o bien por su actividad antioxidante, asociada
con la prevencion del cancer, la arteriosclerosis, el envejecimiento y las enfermedades

degenerativas (Rodrigues et al., 2015).
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2.8 Bioactividad antimicrobiana de microalgas
La actividad antimicrobiana de las microalgas han sido atribuidas a compuestos
que pertenecen a varias clases quimicas, tales como: indoles, terpenos, acetogeninas,

fenoles, acidos grasos e hidrocarburos halogenados volatiles (Mayer y Hamann, 2005).

Los extractos sin células de microalgas ya se estan probando como aditivos para
la formulacion de alimentos y piensos, en un intento de reemplazar los compuestos
antimicrobianos de origen sintético actualmente en uso, incluidas las dosis sub
terapéuticas de antibioticos empleados como medida profilactica en la cria de animales
(Tramper et al., 2003).

Pratt et al., (1944), aislé el primer compuesto antibacteriano de una microalga,
Chlorella; la cual estaba basada en una mezcla de acidos grasos, y se encontr6 que la
clorelina es responsable de esa actividad inhibidora contra bacterias Gram (+) y Gram (-
); desde entonces, la investigacion destinada a identificar principios activos
antibacterianos producidos por microalgas ha experimentado un auge (Ghasemi et al.,
2004).

La blasqueda de compuestos antibidticos naturales surgiéo por el riesgo y
preocupacion asociado con el desarrollo de varias cepas multirresistentes en todo el
mundo; y, aunque las microalgas pueden sintetizar algunos productos Utiles, la
bdsqueda de nuevos antibidticos ain es basta y demanda de la investigacion; algunos

compuestos con actividad antibacteriana se describen en la Tabla 2 (Amaro et al., 2011).

Tabla 2.

Caracteristicas antimicrobianas de algunos compuestos de microalgas.

. . Microorganismo Referencia
Microalga Compuesto activo . g_
objetivo
o Listonella anguillarum .
Phaeodactylum Acido g . (Deshboais et al., 2009;
) . . Lactococcus garvieae .
tricornutum eicosapentaenoico o Smith et al., 2010)
Vibrio spp.
Acidos grasos de Escherichia coli
Haematococcus cadena corta (acido
o . ( . (Santoyo et al., 2009)
pluvialis butandico y metil Staphylococcus aureus
lactato)
Acidos grasos
Skeletonema costatum  insaturados, saturados Vibrio spp. (Naviner et al., 1999)
de cadena larga
Pseudomonas
Euglena viridis Extractos organicos Aeromonas (Das et al., 2005)
Vibrio
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2.9  Cultivo de microalgas
Cultivar microalgas esta basicamente orientado en dos propdsitos, remocion de

contaminantes, y la obtencion de biomasa para fines especificos, ambos dependen del
sistema de cultivo, la o las especies cultivadas y los factores ambientales, ademas, la
eleccion del tipo de sistema de cultivo es importante, y debe realizarse en base a
factores biologicos, técnicos, ambientales y economicos, definidos previamente
(Hernéndez-Pérez y Labbé, 2014).

La cosecha de la biomasa algal es el procedimiento mas complejo y costoso en el
cultivo de microalgas, existiendo varias técnicas diferentes tanto en eficiencia como en
complejidad (Hernandez-Pérez y Labbe, 2014). Sin embargo los procesos industriales
mas comunes son sedimentacion, filtracion y flotacion (Borowitzka y Moheimani,
2013).

Al tratarse de organismos vivos involucran una serie de parametros
(nutrientes, luz) que deben ser considerados, evaluados, determinados y medidos para
realizar con éxito un cultivo, ademéas estos cambian segln la especie cultivada (Park et
al., 2011; Richmond, 2003). Asi mismo, los cultivos presentan una gran variedad de
disefios, encontrando principalmente 2 grandes grupos: sistemas abiertos y cerrados;
cada uno con una variedad importante de disefios diferentes (Borowitzka, 1999;
Contreras-Flores et al., 2003)

La eleccion de las especies a cultivar depende directamente de la finalidad que
se le desea brindar a la biomasa resultante (biocombustible, pigmentos, alimento, etc.);
las especies algales predominantes dentro de un sistema abierto dependen de factores
ambientales, operacionales y parametros bioldgicos (Park et al., 2011), y en un sistema
cerrado se pueden lograr cultivos monoespecificos aislados del medioambiente (Posten,
2009).

Las microalgas en un cultivo para fitorremediacion deben cumplir con 3
condiciones: alta tasa de crecimiento; alta tolerancia a la variacion estacional y diurna,
si es un sistema abierto; y buena capacidad para formar agregados para una cosecha por

simple gravedad (Park et al., 2011).

La intensidad luminica es uno de los principales parametros a considerar en un

cultivo, en ausencia de limitacion por nutrientes, la fotosintesis se incrementa con el
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aumento de la intensidad luminica, hasta alcanzar la maxima tasa de crecimiento
especifica para cada especie en el punto de saturacion por luz, pasado este punto, se
alcanza el punto de fotoinhibicién, con resultados perjudiciales para la misma célula e
incluso la muerte, implicando pérdida de eficiencia fotosintética y productividad del
cultivo (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

El nitrogeno es el nutriente mas importante para las microalgas (después del
carbono) y se incorpora como nitrato (NO3") o0 como amonio (NH4" ), este también es un
factor critico para regular el contenido de lipidos de las microalgas (Park et al., 2011).
Las microalgas tienen un contenido lipidico aproximadamente del 20 %, pero cuando el
nitrogeno se convierte en el factor limitante del crecimiento, la acumulacion de los
niveles de lipidos aumenta en mas de 40 % ; sin embargo, esta reduce la produccion
algal, lo que sugiere que un alto contenido en lipidos y alta productividad, pueden ser

mutuamente excluyentes (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014; Park et al., 2011).

El fosforo es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la formacion
de &cidos nucleicos y transferencia de energia, aunque el contenido en fosforo de las
microalgas es menor al 1 %, su deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores
limitaciones al crecimiento; en los medios de cultivo suele incorporarse en forma de
HPO4* 0 HPO4 (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

2.10 Cinética de crecimiento

El crecimiento de un cultivo de microalgas se expresa como el incremento de
biomasa ya sea en forma de nimero de células (cel.ml}), en peso seco (total y/o
orgénico), cantidad de proteina, cantidad de pigmentos, los cuales son medidos en
unidades, como fluorescencia, volumen de las células o carbono celular total, calculado
para un periodo de tiempo o una fase de crecimiento especifica (Arredondo Vega y
Voltolina, 2007).

Este incremento puede ser estimado por diferentes métodos, entre los cuales los mas
utilizados en los laboratorios son el recuento celular a través del microscopio o
mediante contadores de particulas (generalmente costosos), la determinacion de los
cambios de densidad oOptica del cultivo por espectrofotometria, o finalmente la
cuantificacion de la biomasa en peso seco, total u organico, o de sus componentes
bioquimicos que son de interés para los fines de un cultivo en particular (proteinas,

pigmentos o acidos grasos, entre otros) (Arredondo Vega y Voltolina, 2007);
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Estos calculos cinéticos posibilitan que los sistemas de cultivo sean optimizados,
e incluso automatizados con el fin de lograr objetivos especificos en tales cultivos
(Alvarez et al., 2016). La determinacion de la cinética permite, mejoramiento en
produccidén y asi obtener altas concentraciones celulares, o el efecto de la variacion de
algun nutriente en la division celular, tales conocimientos sobre microalgas se utilizan
principalmente debido a que estas pueden ser analizadas bajo condiciones definidas y
reproducibles (Andersen, 2005).

Cualquier estimacidon de las tasas de crecimiento requiere una serie temporal de
mediciones que permitan una estimacion de la tasa de cambio de la biomasa, y
alternativamente, se puede medir otro parametro como un verificador del nimero de
células, el cual debe demostrar que esta correlacionado linealmente con la variable

medida (peso seco, material organico particulado, o densidad optica) (Andersen, 2005).

2.11 Recuento celular
Para realizar el recuento celular existen diferentes camaras que contienen un

volumen determinado de muestra entre una lamina y una laminilla rigida (cubreobjeto
especial) colocada sobre plataformas laterales a una altura establecida; para microalgas
se usa con mayor frecuencia el hematocitometro de 0.1 mm de profundidad con reglilla
de Neubauer (Arredondo Vega y Voltolina, 2007; Mayorga & Manso, 2017).

Para microalgas de mayores dimensiones, como muchos dinoflagelados, los
tipos de cdmara que se utilizan mas comdnmente son: de Sedgwick-Rafter o el
hematocitobmetro de 0.2 mm de profundidad con reglilla de Fuchs-Rosenthal
(Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

2.11.1 Camara de Neubauer

El hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de Neubauer consta
de 9 cuadrados con lados de 1 mm (érea total de recuento = 0.9 mm?), cada uno de los
cuales corresponde a un volumen de 0.1 pL, sus cuatro extremos estan subdivididos en
16 cuadros pequefios, y el cuadro central contiene 25 cuadros, cada uno con un area de
0.04 mm? (0.2 mm x 0.2 mm), los que a su vez estan divididos en 16 cuadros mas

pequerios (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

Para células mas grandes de 6 pm y con cultivos relativamente poco

concentrados, se aconseja que el recuento se haga en los cuatro cuadros marcados como
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A, B, Cy D, cuando las células son pequefias y la concentracion de los cultivos es muy
alta, es preferible utilizar cinco cuadros menores del cuadro central marcado con X
(Arredondo Vega y Voltolina, 2007) (Figura 2).

e 1mm —»

Figura 2. Caracteristicas antimicrobianas de algunos compuestos de microalgas.

2.12 Densidad optica
La concentracion celular puede ser estimada indirectamente usando la densidad

Optica del cultivo, esta se usa en los laboratorios para reconocer rdpidamente las fases
de crecimiento de los cultivos, por lo cual permite tomar decisiones inmediatas sobre
los tiempos de cosecha o de dilucion, generalmente se recomienda una longitud cercana
al pico de absorcion de la clorofila (675 nm), lo cual permite obtener una lectura aun
cuando la concentracidn celular es baja (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

2.13 Curva de crecimiento
Las microalgas se reproducen principalmente por division celular, presentando

un crecimiento rapido cuando se inoculan en un medio de cultivo éptimo, sin embargo
las condiciones cambian con la edad del cultivo, por lo que también varia la velocidad
de crecimiento poblacional, y a partir de estos datos es posible reconocer diferentes
fases de crecimiento, que sirven para describir la forma en la cual cambia la

concentracion celular o de biomasa (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).
2.13.1 Fases en una curva de crecimiento

La primera fase que se presenta es la de latencia, adaptacion o lag (Figura 4a),
donde la tasa de crecimiento es insignificante, debido a que la microalga debe adaptarse
a los cambios de las condiciones ambientales como temperatura, iluminacion y pH, los
cuales pueden causar un retardo del crecimiento en la fase inicial de un cultivo
(Arredondo Vega y Voltolina, 2007; Boaden, 2011)
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Luego se inicia una fase aceleracion (Figura 3b), donde diferentes componentes
estructurales se incrementan secuencialmente, iniciando con el RNA (4cido
ribonucleico), seguido de las proteinas y del peso individual, el aumento en la

concentracion celular inicia en esta fase (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

A continuacion, la fase exponencial (Figura 3c) comienza y es donde la
velocidad de crecimiento adquiere su valor maximo Yy, en vista de la falta de factores
limitantes, permanece aproximadamente constante, es por esto que la concentracion
celular aumenta rapidamente, hasta llegar a una desaceleracion (Figura 3d), debido a
una menor disponibilidad de factores que regulan el crecimiento, presentandose asi una

baja en la tasa de division celular (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

Posteriormente, la fase estacionaria (Figura 3e), donde las condiciones de
cultivo son limitantes y la natalidad es igual a la mortalidad, por lo cual la concentracién
celular y los componentes de la biomasa permanecen sin cambios relevantes, y
finalmente se entra a una fase de muerte (Figura 3f), donde la tasa de mortalidad es
superior a la de natalidad, por lo cual la concentracion celular disminuye (Arredondo
Vegay Voltolina, 2007).

Concentracion celular

Tiempo

Figura 3. Curva de crecimiento, a) Fase lag, b) Fase aceleracion, ¢) Fase exponencial, d) Fase de
desaceleracion, e) Fase estacionaria, f) Fase de muerte.

2.13.2 Tasa de crecimiento
Durante el crecimiento exponencial, la tasa de crecimiento en las células por
unidad de tiempo es proporcional al nimero de células presentes en el cultivo al

comienzo de cualquier unidad de tiempo, en otras palabras, el crecimiento de la

poblacion sigue la siguiente ecuacion (Andersen, 2005):

34



dn
E == I.l.N ==> Nt = No.eu't

Ecuacion 1

Donde N, es el tamafo de la poblacion al inicio de un intervalo de tiempo, N; es
el tamafio de la poblacion al final del intervalo tiempo, y p es la tasa de crecimiento; las
unidades de p son siempre expresadas por unidad de tiempo (t~1), de donde se obtiene

la siguiente ecuacion (Andersen, 2005):

n= = (In N; — In Ny) /At

Ecuacién 2

Donde:

u = tasa de crecimiento especifica

N, = valor de absorbancia o concentracion de células inicial
N, = valor de absorbancia o concentracion de células final
In = logaritmo natural

At = intervalo de tiempo

Tiempo de duplicacién

El tiempo de duplicacion para el cultivo, expresado en las mismas unidades de

tiempo que p, se puede calcular a partir de la ecuacion descrita por (Andersen, 2005):

o n2_ 0693
9= u - u
Ecuacién 3

Donde:
T g = tiempo de generacion
In 2 = constante igual a 0.693

u = tasa de crecimiento especifica

Cuando el cultivo no tuvo un crecimiento exponencial durante cierto intervalo de

tiempo, o el organismo no conduce a una acumulacion exponencial de biomasa o
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numero de células, entonces el investigador realmente necesita conocer adicionalmente
el rendimiento del cultivo, y esto es lo que debe calcularse e informarse (Andersen,
2005).

El rendimiento se determina calculando la diferencia entre el tamafio del indculo
inicial y el stock en pie después de algun intervalo de crecimiento, y este valor se divide
por el tiempo transcurrido entre la inoculacion y la cosecha (o la medicion de la

biomasa), obteniéndose asi la siguiente ecuacién (Andersen, 2005):

Ny =N

Y =
At

Ecuacién 4

Donde N, y N, son la biomasa o tamafio de la poblacién, al inicio y final
respectivamente del periodo medido, y At es el tiempo transcurrido entre las mediciones
de N; y N,.

2.14  Antibiogramas

El antibiograma determina la actividad in vitro de un antibidtico frente a un
microorganismo determinado, y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de una
bacteria o poblacion bacteriana, el procedimiento de disco-placa, basado en el trabajo de
Bauer, Kirby y colaboradores, es uno de los métodos que el National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacién de la

sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos (Vila, 2012).

En el ensayo, el inéculo se siembra en la superficie de una placa de agar y se
aplican discos que contienen cantidades definidas de antimicrobianos, los cuales durante
el tiempo de incubacién, se difunden en el medio para producir un gradiente circular
alrededor del disco (Ryan, 2003). El tamafio de la zona de inhibicion alrededor del disco
es medido, y a menudo esta medida puede usarse como una previa de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del 6rgano; aunque este dato no permite una lectura segura de
dicha concentracién (Ryan, 2003; Vila, 2012).

Los diametros de las zonas de inhibicion obtenidas con los distintos antibioticos
se convierten en categorias de “susceptible”, “moderadamente susceptible” y

“resistente” consultando una tabla en el Clinical and Laboratory Standars Institute
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(CLSI) (Ryan, 2003; Wayne, 2014). Este método es conveniente y eficaz para bacterias
aerObicas y facultativas de crecimiento rapido, como las enterobacterias, las

pseudomonas y los estafilococos (Ryan, 2003).

2.15 Concentracion minima inhibitoria

La eficiencia de un antibidtico se establece determinando la concentracion
minima inhibitoria (CMI) que nos indica “la concentracién minima en mg.ml* o ug.ml*
de antibiotico necesaria para inhibir el crecimiento microbiano”, y la cantidad necesaria
a administrarse con riesgos aceptables de toxicidad (Ryan, 2003); otro parametro de
evaluacion de antimicrobianos es la cantidad minima bactericida (CMB), que se refiere
a la concentracion de antibidtico necesario para disminuir del tamafio original del
indculo bacteriano en un porcentaje mayor o igual al 99.9 % (CLSI, 2018; Fernandez,
2012).
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T 05 0

A N N
4 2
Lmic = 2 pg/mL

ug/mL 8

Figura 4. Ensayo de susceptibilidad por dilucién en caldo (Ryan, 2003).
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CAPITULO 111

3 METODOLOGIA
3.1 Ubicacién del area de estudio

La investigacion se realizd en dos fases; una fase de muestreo y otra experimental.
El muestreo se llevd a cabo en el “Paradero Ecoturistico Tilapia San Pedro”, ubicado en
las coordenadas (17 N; 780527.00 m E; 97106.00 m N), al noreste de la provincia de
Imbabura, en el cantdn Ibarra, en la parroquia de Lita (Anexo 1.).

La fase experimental fue realizada en los laboratorios de la Universidad Técnica
del Norte, en los laboratorios de Biotecnologia Vegetal y Biotecnologia Aplicada, con
las coordenadas (17 N; 821248.00 m E; 38376.00 m N), ubicadas en el campus antiguo
del hospital San Vicente de Padl, en el canton Ibarra, provincia de Imbabura (Anexo 2.).

3.2  Cultivo de microalga

Las cepas con las que se trabajo fueron: Chlamydomona agloeformis,
Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia pseudoalveolaris, obtenidas del cepario de
microalgas del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Técnica del

Norte; aisladas a partir de muestras tomadas de la laguna Yahuarcocha con anterioridad.
3.2.1 Siembra en medio sélido

Con el objetivo de obtener biomasa, las cepas seleccionadas se sembraron
inicialmente en cajas Petri de vidrio de 10 cm de didmetro, con 20 ml de medio
modificado Murashige Skoog (MS), establecido como medio de cultivo para

crecimiento de microalgas (Bernard y Rout, 2018), (Anexo 3).

El medio se ajusté a un pH de 7 y las cepas se cultivaron mediante la técnica de
estriado simple en placa. Las placas se cultivaron bajo condiciones controladas: una
irradiancia de 21.55 pmol.m™. s, obtenida a partir de una fuente de luz LED blanca
(Light Emitting Diodes) de 12W. EIl control de esta variable fue medida con un
luxometro (LIGHT METER LICOR 250A), y luego transformada a unidades de
radiacion fotosintéticamente activa o PAR, haciendo uso del factor de conversion
descrito por Borowitzka y Moheimani, (2013), para lamparas de luz blanca (Luxes X
0.0135); el fotoperiodo que se usé fue de 24:0 horas de luz:oscuridad respectivamente, a

una temperatura ambiente de 26 °C £ 0.65 °C.
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3.3  Condiciones de cultivo y escalamiento

La biomasa de microalga, obtenida a partir del crecimiento en placas, fue tomada
con la ayuda de un asa estéril y disuelta en 2 tubos que contenian 2 ml de una solucion
nutritiva constituida por un medio comercial (1 ml.L?), y bicarbonato de sodio NaHCOs
(0.3 g.L %) (Anexo 4). En total 4 ml de la biomasa disuelta en la solucion nutritiva, se
adicionaron a un frasco de vidrio con 150 ml de dicha solucion mencionada

anteriormente (Figura 5).

Posteriormente, los reactores se sometieron a un fotoperiodo de 24:0 horas de
luz: oscuridad respectivamente, con lamparas led de luz blanca, con una intensidad de
luz de 93.2 pmol.ms, medida por un luxémetro (LIGHT METER LICOR 250A), por
un tiempo de 8 dias, a temperatura ambiente (26 °C + 0.65 °C), para luego ser escalados
a un volumen de 1 litro, en fotobiorreactores disefiados en laboratorio; el esquema del

reactor se encuentra descrito en el siguiente apartado (Figura 6).

/—"'_
pH7
Siembra en medio 21.55 pmol.m?.s7
— solido <

24 h luz: 0 h oscuridad

26°C
a p—
=
s . :
‘g Cult:n.io e medio Biomasa disuelta en 2 tubos con 2 ml de medio
o liquido comercial (1 ml.L-') + NaHCOs (0.3 g.L 1)
o
B
=
o —
pH7

Crecimiento en 93.2 ymol.m?.s!

fotobiorreactores
(150 ml) 24 h luz: 0 h oscuridad
26°C
p—

Figura 5. Esquema del cultivo de microalgas.

3.3.1 Modo de operacidn del fotobiorreactor de 1 litro

Para el disefio del fotobiorreactor se tomaron en cuenta aspectos como, la

distribucion de luz, agitacion y burbujeo, y control del cultivo (toma de muestra)
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(Benavente et al., 2012); llegando asi a un disefio de columna de burbujas (Acufia,
2004), pues posee un burbujeo constante en la base del reactor, lo cual mejoro la
distribucion de aire en el recipiente, y permitié una mejor circulacion de las microalgas
dentro del fotobiorreactor (Andersen, 2005) (Figura 6).

Tal como se observa en la Figura 6 (a), el reactor consta de una entrada de aire,
la cual esta compuesta por una bomba de pecera con capacidad de 12 L.min™%, conectada
una manguera de pecera con un filtro Micropore 0.22 micras (Figura 6 b y ¢). La
manguera de entrada de aire conecta con una manguera difusora dispuesta en la base del
fotobiorreactor en forma de espiral; esta manguera consta de pequefios agujeros los
cuales ayudan a la dispersién del aire, contribuyendo a que el burbujeo se distribuya por

todo el reactor (Figura 6 g, i).

Como salida de gases en el fotobiorreactor, se afiadié en la parte central de la
tapa, una manguera pequefia, de 4 cm, misma que se encuentra con un tapon de algodén

para evitar el ingreso de microorganismos patdgenos ajenos al medio (Figura 6 d).

Para la toma de muestras, y su posterior andlisis y control del cultivo, se
implement6 una manguera de venoclisis o cateterismo, en la cual es posible tomar

medio de cultivo del reactor, mediante una jeringa estéril (Figura 6 e).

= 7))

Figura 6. Disefio del fotobiorreactor para microalgas. a) Bomba de aire (bomba de pecera); b)
Manguera con Filtro Micropore 0.22 micras; ¢) Manguera de pecera (entrada de aire); d)
Manguera con filtro de algodén (salida de aire); €) Manguera de destroza para toma de muestra;
f) Tapa metalica; g) Manguera de pecera; h) Frasco de vidrio (2 Litros); i) Manguera difusora de
aire.
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3.3.2 Inoculacion al fotobiorreactor de 1 litro

El 10 % del volumen del reactor (1 litro), fue inoculado con el caldo de cultivo
de los frascos indculos montados previamente, la cantidad de células por ml inoculadas
por especie para cada fotobiorreactor fue: C. agloeformis (1.49x10° celulas.ml?), P.
pectinatus (2.86x10° celulas.ml?), E. pseudoalveolaris (2.4x10°8 celulas.ml?). El medio
consistio en una solucion de agua destilada previamente auto clavada, a la cual luego se
le adiciono el medio comercial (1 ml.LY), suplementado con NaHCO3 (0.3 g. LY). Las
cepas de los reactores crecieron bajo condiciones de fotoperiodo de 24:0 horas de luz:

oscuridad.

3.4 Parametros cinéticos

3.4.1 Toma de muestra

El procedimiento para la toma de muestra de los fotobiorreactores fue realizado
por medio de la manguera de venoclisis ubicada en la tapa del fotobiorreactor (Figura 6
e), con la ayuda de una jeringa estéril, con la que se extrajo 1 ml de volumen de

muestra, misma que fue puesta en microtubos de 1ml para sus posteriores analisis.

La toma de muestra se llevd a cabo para las mediciones de absorbancia y
densidad celular (celulas.mlIY), estas se realizaron dos veces por dia, una en la mafiana y
otra en la tarde, con una diferencia de 4 horas y 30 minutos; ambos procedimientos
fueron llevados a cabo hasta alcanzar la fase estacionaria (Alvarez et al., 2016; Rosales-
Loaiza et al., 2008).

3.4.2 Absorbancia

La absorbancia se mide con el objetivo de construir una gréafica de crecimiento
en funcién de la absorbancia. La absorbancia se midié con un espectrofotometro
(Jenway 6705 UV/Vis) a 750 nm, pues en esta longitud de onda es posible medir la
cantidad de células microalgales presentes en una muestra, al medir clorofila A, la cual
es abundante en las microalgas, especialmente en microalgas verdes, mismas que son
empleadas en este estudio, por lo que el aumento en la cantidad de clorofila A en la
muestra, indica un crecimiento de las microalgas en un fotobiorreactor (Salomén,
2015); la muestra fue diluida con agua destilada dependiendo del crecimiento del

cultivo para evitar que la muestra se presente muy turbia, facilitando asi la lectura en el
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espectrofotometro; cada muestra fue medida por triplicado. Con estos datos se obtuvo

una graficas de absorbancia versus tiempo.

Para el célculo de la tasa de crecimiento especifica y el tiempo de generacion
diario en los fotobiorreactores, se utilizd la ecuacién (2) y la ecuacion (3)
respectivamente, misma que se describi6 con anterioridad (Andersen, 2005).

3.4.3 Concentracion de células por ml

El conteo de las células se llevo a cabo con la ayuda de un hematocitometro
Nelbauer Boeco Germany (0.1 mm), bajo un microscopio (Olympus CX31) a 40X; la
muestra de cada especie de microalga diluida fue llevado al conteo, cada muestra
tomada fue medida por triplicado. Para el célculo de la concentracion de microalgas por
ml en el hematocitometro Neubauer, se usé la siguiente formula descrita por
(Arredondo Vega y Voltolina, 2007):

) cel
Concentracién celular i # células x 10*x F.D
Ecuacion 5

Donde:

# células = nimero de células totales contadas
10* = factor de conversion de 0.1 pl a1 ml
F.D = factor de dilucion

Se obtuvo una gréafica de concentracion celular versus tiempo. Adicionalmente
se determind la tasa de crecimiento especifica y el tiempo de duplicacion diario de las
microalgas, donde se aplicé la férmula descrita en la ecuacion (2), y en la ecuacion (3),

respectivamente (Andersen, 2005).
3.4.4 Relacion entre absorbancia y concentracion celular

Para obtener una curva de calibracion que nos permita evaluar el estado de
crecimiento en el fotobiorreactor, se analizo la relacion entre la biomasa con una
magnitud fisica tal como la absorbancia de luz; Al comprobar la existencia de esta

relacién, los datos obtenidos de absorbancia nos ayudaran a conocer la cantidad de
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células.ml* del cultivo y asi determinar en qué fase de crecimiento se encuentran las

microalgas (Diaz, 2016).

Para esto se elaboré una grafica con los datos obtenidos previamente de las
mediciones diarias de absorbancia en un espectrofotometro, y de la concentracion

celular realizadas en la cAmara de Nellbauer Boeco Germany (0.1 mm).
3.4.5 Analisis estadistico

Las variables obtenidas tanto de absorbancia, concentracion celular, y la relacion
entre estas dos variables, fueron analizadas mediante una prueba t de Student, para
determinar la existencia de una correlacion estadisticamente significativa de cada uno
de estos datos, la prueba se llevo a cabo con un nivel de confianza del 95%, y una
probabilidad p<0.05. Los anélisis se realizaron mediante el programa estadistico
InfoStat v2020.

3.5 Cosecha

El proceso se realizd mediante centrifugacion del caldo de cultivo del reactor en
tubos falcon de 50 ml, a 5000 rpm por 5 min a 4°C (Figura 7). Los productos de este
proceso fueron, extracto crudo (precipitado o biomasa humeda), y extracto extracelular

(sobrenadante), tal como se muestra en la Figura 8.

Fotobiorreactor
de microalgas

Centrifugar
5000 rpm
smin
4°C

- Sobrenadante

.. Pellet

Extracto
Extracelular

Extracto
Crudo

Figura 7.Esquema del proceso de cosecha de biomasa microalgal.
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Se tomé este extracto extracelular y se almacend en tubos falcon de 15 ml a 4 °C
para las posteriores pruebas de actividad antimicrobiana. Posteriormente, siguiendo el
mismo proceso, se realizaron lavados a la biomasa cruda con agua destilada, para
asegurar la que esta se encuentre libre del medio acuoso (Barona, 2014; Suasnavas et
al., 2017).

Extracto extracelular
(sobrenadante)

Biomasa cruda

Figura 8. Productos obtenidos del cultivo de microalgas.
3.5.1 Rendimiento de biomasa microalgal
La biomasa cosechada fue llevada a un proceso de secado en una estufa a 60 °C

de temperatura por 48 horas (Figura 9); pasado este tiempo, la biomasa se pesé en una
balanza analitica (ADAM PGW 753i).

Figura 9. Biomasa seca de microalgas.

Para el calculo del porcentaje de rendimiento de la biomasa, se establecio la
reaccion estequiométrica en funcion del sustrato consumido (Nitrégeno) (Ecuacion 7),

de acuerdo con las guias mencionadas por Rodriguez et al., (2012) y Elias et al., (2015);
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de esta reaccion se obtuvo el rendimiento tedrico, por otro lado, se obtuvo el valor del
rendimiento real con los datos obtenidos en laboratorio de la biomasa seca. Tanto el
rendimiento real, y tedrico, se calcularon dividiendo la cantidad de biomasa para la
cantidad de sustrato (N). Finalmente, el porcentaje de rendimiento se determiné
valiéendose de la ecuacion 8 descrita por Doran, (2013). Los datos fueron medidos por

triplicado.

€0, + 0.151 N + 1.241 H,0 => 0.009 C;Hzg30110N;16P + 1.101 0,

Ecuacién 7.

o Rendimiento Real
% Rendimiento = — ——x 100
Rendimiento Teobrico

Ecuacién 8

3.5.1.1 Analisis estadistico
Los datos de rendimiento obtenidos de cada una de las microalgas fueron

valorados mediante un andlisis de varianza ANOVA, para asi determinar diferencias
significativas y la especie de microalga con el mejor rendimiento. Los datos fueron

evaluados en el programa estadistico InfoStat v2020.

3.6 Obtencidn del extracto intracelular mediante ruptura celular por
sonicacion

El proceso de ruptura de la pared celular de las microalgas para obtener el
extracto intracelular, se realizd segun la metodologia planteada por Balderas et al.,
(2020), en el que se modificd el uso de la biomasa de microalga seca, pues para este
ensayo se empled biomasa cruda (himeda) de microalga (Figura 10).

Para obtener el extracto intracelular, se afiadié 1 ml de NaOH (1M) por cada ml
de biomasa cruda, luego se llevo a congelacion a 4 °C por 30 minutos. A continuacion,
la muestra se agitd en un vortex (Glob cientific inc.) para asi romper las particulas de

hielo.

La biomasa fue llevada a sonicacion; utilizando un limpiador ultrasonico
(Branson modelo 2510R-DTH), el cual operaba bajo parametros fijos como: una
frecuencia de 42 kHz y una potencia de 100 W; el proceso se llevo a cabo por un tiempo

de 90 minutos. Posteriormente, la muestra fue observada bajo el microscopio a 40x, con
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el fin de evidenciar una ruptura de la pared celular en la microalga (Adam et al., 2012;
Klotz, 2011).

Adicidn de NaOH [1M)
a la biomasas cruda

Biomazs cruds
cosechada

[ FrrsalgR
Ruptura celular |

de microalgas
por método de
sonicacion

Wortex (homaogensizar muestra)

L] Congelar
488

20 min

Ls 2

- Wortex (homogensizar muestra)
Sonicar

42 KHz

100w

30 min
20 min

Figura 10.Esquema del proceso de ruptura celular de microalgas por el método de sonicacion.

3.7  Determinacion de carbohidratos totales (Dubois) mediante Fenol-Acido
sulfarico

Mediante este método se cuantifico el contenido de carbohidratos de una muestra
mediante el método colorimétrico de fenol-sulfurico, el cual consiste en una reaccion
donde los azucares complejos se desdoblan en sacéridos mas simples al ser
hidrolizados, estos se colorean por el fenol, el cual absorbe la luz en el rango visible a
una longitud de onda de 480 a 490 nm (Moheimani, 2013). EI método se ha
desarrollado para determinar cantidades muy pequefias de azlcares y sustancias
relacionadas (Manzoor et al., 2014; Zuriaga-Agusti et al., 2013). Para este ensayo fue
preciso obtener previo a la medida de las muestras de microalga, dos curvas patron, con
el objetivo de conseguir una ecuacion para asi determinar la concentracion de

carbohidratos totales cada la muestra.
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3.7.1 Preparacion de la curva patrén

Fue necesario establecer dos curvas patron, para cuantificar la concentracion de
carbohidratos totales presentes en el sobrenadante (muestra disuelta en un medio

comercial) y en el extracto sonicado (muestra disuelta en NaOH 1M).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, se prepararon dos soluciones stock,
una gue contenia 10 ml del medio comercial con glucosa (CeH1206), y otra que contenia

10 ml de NaOH (1M) con CgH1,06 a una concentracion de 100 pg.ml?

Para obtener la curva inicialmente se tomaron alicuotas de las soluciones
preparadas de 0.1 ml; 0.2 ml; 0.3 ml; 0.4 ml; 0.5 ml; 0.6 ml; 0.7 ml; 0.8 ml; 0.9 ml, y
1.0 ml, las cuales a excepcidn de la ultima alicuota, se completaron hasta un volumen de
1.0 ml con el solvente respectivo (medio comercial o NaOH 1M), para el blanco para la
curva del sobrenadante se usé 1 ml del medio comercial, y para la curva de la muestra
sonicada se us6 1ml de NaOH (1M). Cabe sefialar que cada dilucion correspondera a
una concentracion del azlcar, pues se partié de una solucion stock, por lo que cada

alicuota tomada representara una concentracion en pg.mi=.,

Luego de esto se aplico el método de Dubois en todos los tubos, para lo cual se
afiadio a cada tubo 25 pl de una solucion acuosa al 5 % de fenol (CsHsO); luego de esto
se afiadio rapidamente 2.5 ml de &cido sulfurico (H2SO4) concentrado, luego se dejaron
los tubos en reposo durante 10 min, se agitaron durante 30 segundos, y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente hasta conseguir la transformacién de color (Morales,
2012).

Para obtener la lectura bajo el espectrofotémetro, se tom6 1 ml de cada tubo y se
colocd en una cubeta, para luego ser medida a 484 nm. Luego con los datos de
absorbancia y concentracion celular se graficd Abs Vs. Concentracion de azucares, la
cual debi6 tener un R?=0.99, lo cual me indica que las variables poseen una correlacion
significativa, una vez cumplido esto, se obtuvo una ecuacion de la recta para cada curva

patron.

La ecuacion obtenida se expres6 como Y= mX+b, siendo en este caso Y la
absorbancia, y X la concentracion del carbohidrato en pg.ml?. Sabiendo esto, se
despejé x en la ecuacion, y de esta forma se obtuvo una ecuacion para calcular la

concentracion de carbohidratos totales en una muestra en base a la absorbancia.
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Las ecuaciones obtenidas en cada curva patron fueron usadas para el calculo de la

cuantificacion de carbohidratos totales de las muestras correspondientes.
3.7.2 Preparacion y medida de la muestra

Para el anélisis de las muestras se tomo 1 ml, tanto del sobrenadante, como del
extracto sonicado de microalga. Luego a cada muestra se aplico el método de Dubois
descrito anteriormente, afiadiendo 25 pl de solucion acuosa al 5 % de fenol (CsHsO); y
luego rapidamente 2.5 ml de &cido sulfurico (H2SOa4) concentrado, dejando los tubos en

reposo durante 10 min, y agitandolos durante 30 segundos.

El blanco para la muestra de sobrenadante fue el medio liquido comercial a una
concentracion de 1 ml.L?, y para el extracto sonicado fue NaOH (1M). Estas muestras
se midieron bajo el espectrofotometro a 484 nm (Morales, 2012). Los datos obtenidos
de absorbancia fueron remplazados en la ecuacion correspondiente obtenida a partir de

las curvas patron realizadas con anterioridad.
3.7.3 Analisis estadistico

Para los datos obtenidos en la curva patron, de absorbancia y concentracion de
carbohidratos, se establecid una prueba t de Student, para determinar el coeficiente de
correlacion estadistica entre la absorbancia y la concentracion del carbohidrato. Dicho
analisis se realiz6 con un nivel de confianza del 95% y una probabilidad de p<0.05. El

programa estadistico usado fue InfoStat v2020.

Se realizo un andlisis de varianza ANOVA entre los datos obtenidos del
sobrenadante y del sonicado para cada especie, y asi determinar en qué tipo de muestra
existidé mayor concentracion de carbohidratos. De igual manera se aplic6 un ANOVA
para asi determinar la especie de microalga con mayor cantidad de carbohidratos. Estos
analisis se llevaron a cabo con un nivel de confianza del 95% y una probabilidad de
p<0.05. El programa estadistico usado fue InfoStat v2020.
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3.8 Evaluacion de la bioactividad
3.8.1 Seleccion de tilapias enfermas

Las tilapias fueron muestreadas en el paradero ecoturistico en Lita, en este lugar
se encontraban varios estanques, de los cuales se seleccionaron los menos profundos
para poder visualizar a los peces con sintomas de enfermedad. Se seleccionaron peces
que presentaban los signos clinicos de exoftalmia, branquias palidas, hemorragia ocular,

natacion erréatica y circular, y dafos en las aletas (Osman et al., 2017).

Los animales fueron sacados del estanque hasta provocar muerte por asfixia,
luego con la ayuda de un hisopo estéril se hizo un frotis en drganos externos: opérculo y
0jos; estos hisopos se almacenaron en tubos de tapa rosca con 15 ml de agua peptona; a
continuacion, los peces fueron almacenados en un cooler para su transporte al
laboratorio (Thai Agricultural Standard, 2010).

3.9  Cultivo a partir de 6rganos diana

Los peces muestreados fueron inmediatamente llevados a una camara de flujo
laminar para realizar una diseccion en la zona abdominal, para extraer el rifion, de la
misma manera se realizé la diseccion en la cabeza del pez, aproximadamente a la altura

de los ojos, para identificar y extraer el cerebro (Figura 11)(Anshary et al., 2014).

Figura 11. Diseccion y seleccion de drganos de tilapia.

Luego los o6rganos diseccionados fueron macerados en una caja Petri con la
ayuda de un bisturi estéril, de forma aséptica se tomé una muestra con la ayuda de un
aza, para sembrar mediante estriado simple en placas con medio agar sangre (5 % de
sangre), e incubarlos a 37°C por 48 horas; las muestras almacenadas en agua peptona,

obtenidas a partir del hisopado previo de opérculo y ojos, fueron igualmente sembrados
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mediante estriado simple en placas con medio agar sangre (5% de sangre), a

continuacion se incubaron a 37°C por 48 horas (Bromage et al., 1999, y Ye et al., 2011).

3.10 Aislamiento del patégeno
3.10.1 Prueba de Catalasa

Las placas cultivadas previamente por 48 horas fueron sometidas a una prueba
bioquimica de identificacion de microorganismos, llamada prueba de catalasa. La
catalasa es un enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen
citocromos, las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de hidrégeno en
agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas, el principal objetivo de esta
prueba es separar los geéneros Micrococacceae (positiva) de Streptococcus spp.
(negativa) y Enterococcus spp. (negativa) (Antonio et al., 2010). Por lo tanto, se busco

placas que al ser sometidas a esta prueba fueran catalasa negativas.

Con la ayuda de un palillo estéril se tomaron colonias de la placa, y se distribuy6
sobre una gota de perdxido de hidrogeno; en este caso se buscaron colonias catalasa
negativas (Ye et al., 2011). Estas colonias catalasa negativas fueron sembradas
nuevamente en agar sangre con 5% de sangre, mediante un estriado por agotamiento, e

incubadas a 37°C por 48 horas, con la finalidad de aislar al microorganismo.
3.10.2 Tincion Gram y morfologia

Se buscaron colonias en la placa que posean caracteristicas de estreptococos,
como lo son colonias pequefias blancas, translucidas y convexas (Yessica Ortega et al.,
2017). Otra herramienta de identificacion de los microorganismos aislados fue la tincion
Gram, y su posterior observacion bajo el microscopio a un aumento de 100X, con el
objetivo de evidenciar la presencia de cocos y cadenas de cocos Gram positivos. Las
colonias que no se observaron puras totalmente fueron nuevamente resembradas en agar
sangre con 5% de sangre, mediante un estriado por agotamiento, e incubadas a 37°C
entre 24 a 48 horas.

3.10.3 Identificacion de microorganismos mediante espectrometria de masas
MALDI-ToF

La espectrometria de masas MALDI-ToF o desorcion/ionizacion laser asistida por

matriz, es una técnica basada en el andlisis de iones moleculares de macromoléculas
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celulares, las cuales muestran un perfil de espectro caracteristico para cada
macromolécula, lo cual hace que esta herramienta sea muy usada para identificar

bacterias, hongos, y levaduras (Schumann & Maier, 2014).

Para la identificacion de especies bacterianas se usa comUnmente el perfil de
espectro de una proteina ribosomal pues estas son moléculas bastante conservativas en
el curso de la evolucidn, y los espectros que presentan son caracteristicos de un taxén
dado; en este caso proteinas del ribosoma de 16S ARN, el cual es comparado con la
base de datos que posee el dispositivo, para asi determinar la probabilidad de similitud
mediante un porcentaje, y asi determinar el género y especie del microorganismo (Assis
etal., 2017).

Las colonias aisladas fueron enviadas a los Laboratorios de Biologia Molecular y
Biogquimica de la Universidad Regional Amazénica IKIAM, donde se sometieron a una
identificacion taxondmica mediante espectrometria de masas MALDI-ToF, misma que
ya se ha usado para identificar microorganismos del género Streptococcus (Rothen et
al., 2020).

Se utiliz6 una matriz de ionizacion HCCA (alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic
acid), 40 mg/ml y modo Linear SARAMIS para la lectura de los pocillos; los softwares
usados fueron MALDI-MS Application (2.9.4.1) y SARAMIS (System Version 4.1.0.9)
para la identificacion de microorganismos presentes en la muestra, en este caso para
identificar presencia de Streptococcus sp. (Kann et al., 2020 y Saltos Rosero et al.,
2020).

3.11 Ensayos de actividad antimicrobiana

Debido a que no se encontrd el patdgeno deseado en las tilapias muestreadas, se
optd por un patégeno disponible en los laboratorios de Biotecnologia Aplicada-UTN
para iniciar los ensayos de actividad antimicrobiana, siendo este un S. agalactiae, que
fue seleccionado debido la coincidencia con el género de interés, e incluso siendo su

especie, de las mas reportadas en casos de estreptococosis en tilapias.

Se aplicaron los extractos extracelular, intracelular, y extracto crudo de las
microalgas C. agloeformis, P. pectinatus, y E. pseudoalveolaris, frente a cultivos de S.
agalactiae. A continuacidn, se establecieron los factores y niveles para los ensayos de

bioactividad, siendo las especies de microalga, los extractos de microalga, y el patégeno
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los factores experimentales; por otro lado, los niveles correspondientes para cada factor

fueron definidos, estos datos se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3.

Factores y niveles de estudio.

INDICE FACTORES NIVELES

al= Ettlia pseudoalveolaris
A Especies de microalga a2=Chlamydomona agloeformis

a3= Pectinodesmus pectinatus

b1: Extracto crudo
B Extractos de microalga b2: Extracto extracelular
b3: Extracto intracelular

C Patégeno cl: Streptococcus agalactiae

En total se obtuvieron 9 tratamientos, para los ensayos de bioactividad de los

extractos de microalgas, cada tratamiento fue realizado por triplicado (Tabla 4).

Tabla 4.

Tratamientos experimentales.

TRATAMIENTOS

_ SIGNIFICADO
N°  CODIGO
1 alblcl Ettlia pseudoalveolaris+Extracto crudo+Streptococcus sp.
2 alb2cl Ettlia pseudoalveolaris+Extracto extracelular+Streptococcus sp.
3 alb3cl Ettlia pseudoalveolaris+Extracto intracelular+Streptococcus sp.
4 a2blcl Chlamydomona agloeformis+Extracto crudo+Streptococcus sp.
5 azb2cl Chlamydomona agloeformis+Extracto extracelular+Streptococcus sp.
6 azb3cl Chlamydomona agloeformis+Extracto intracelular+Streptococcus sp.
7 a3blcl Pectinodesmus pectinatus+Extracto crudo+Streptococcus sp.
8 a3b2cl Pectinodesmus pectinatus+Extracto extracelular+Streptococcus sp.
9 a3b3cl Pectinodesmus pectinatus+Extracto intracelular+Streptococcus sp.

Los ensayos se llevaron a cabo por el método de difusion en placa o Método de

Kirby-Bauer (Sacsaquispe Contreras y Velasquez Pomar, 2002); para lo cual se usé
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medio Mueller Hinton (MH) agar (DIFCO) con 5% de sangre, y S. agalactiae, como el
patdgeno para la evaluacion frente a los tres extractos de microalga.

Para preparar el cultivo de S. agalactiae que sirvié como indculo para el ensayo
de bioactividad, a este se o sembré en un tubo con tapa rosca con 7ml de medio TSB 24
horas antes del ensayo, luego de este tiempo, el cultivo en TSB se ajusto a una turbidez
de 0.5 en la escala McFarland, este procedimiento se lo realiz6 con un turbidimetro
(Cepas et al., 2019).

Se inicid con la siembra del patdgeno (S. agalactiae) en las placas; la siembra se
realiz6 mediante estriados continuos, intentando cubrir lo mas uniformemente posible la
placa, luego de esto, se dejaron secar las placas de entre 1 a 3 minutos dentro de la

camara de bioseguridad (Berenice, 2012).

Se impregnaron discos de papel filtro Whatman de 6 mm de diametro con 25 pl
de cada uno de los extractos de microalga, estos fueron colocados en la superficie del
medio MH. Para evitar que los discos con el extracto de microalga se dispersasen en el
medio, se dejaron secar por 5 minutos antes de ser puestos sobre la superficie de ala

placa.

Tal como se observa en la Figura 12, los discos se distribuyeron adecuadamente
sobre el medio, con un limite no menor de 15 mm de los bordes de la placa y una
distancia de alrededor de 30 mm entre discos (Barona, 2014); en cada placa se
colocaron tres discos de papel filtro, conteniendo en cada disco un tipo diferente de

extracto de microalga.

E. intracelular

Biomasa cruda

Figura 12. Discos con extracto de microalga sobre el medio MH inoculado con S. agalactiae.
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Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacién
se midieron los halos de inhibicién formados, para asi determinar el extracto y especie
de microalga con mayor bioactividad, el procesos se describe en la Figura 13.

Patogeno de Tilapia Productos del fotobiorreactorde
microalgas

Streptococcus agalactioe 1. BEmamtimelhte

(sonicacion)
2. Extractoextracelular
» Siembra en TSB (sobrenadante)
» Incubara37°C por Cultivo en medio TSB 3. Extractocrudo
24h

Ajustar el coltivo a 0.3 de
la escala McFarland

Ensayo de la actividad
antmmicrobiana

Meétodo de Kuby-Bauver

Siembra de 8. agalactiasen Adicion de extractos de Colocar discos sobre Ia
medio Miller Hinton (MH) microalga en discos de placa de cultivo bacteriano
Hmm
Obszervar y analizar 37°C
presencia de halosde Incubar por
inhibicitn 240

Figura 13.Diagrama del proceso de ensayo de actividad antimicrobiana.

3.11.1 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion

minima bactericida (CMB) de los extractos de microalga.

Estos ensayos se realizaron con los extractos que tuvieron resultados positivos
en el método de Kirby-Bauer. La CMI de los distintos extractos fueron determinados
mediante el método de macro dilucion en caldo, basado en las directrices establecidas
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), con ciertas modificaciones
enfocados a la naturaleza de los extractos tratados (CLSI, 2018).

Se realizaron diluciones seriadas del extracto sobre para lo cual se tomaron 500

pl del extracto y fueron adicionados a 500 pl de TSB, el proceso se lo realizo de forma
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consecutiva consiguiendo diferentes concentraciones de extracto tal como se muestra en
la Figura 14 (1zabella et al., 2018).

.

:,.--’500 " Y/ 500, Y/ 500 ul Y/ soop Al 500 4 Y 500 ! ! [ so0 M
-
Lml 5 5 e 3 =
| BEF
100 % 50% 25% 12.5% 6.25% 3.12% 1,56 % 0.78 %

Figura 14. Método de macro dilucién. Extracto de microalga (verde),medio TSB (amarillo).

Cada tubo termind con 500 pl del extracto a distintas concentraciones, luego a
cada tubo se le afiadié 500 ul del cultivo bacteriano en TSB (S. agalactiae), ajustado
previamente a una turbidez de 0,5 en la escala de McFarland; por lo tanto, la
concentracion inicial a la que se encontraba cada tubo se redujo nuevamente a la mitad;
se usé un tubo sin el in6culo bacteriano como control negativo, y un tubo con el indculo
bacteriano como control positivo de crecimiento. Los tubos se dejaron incubar por 24

horas a 37 °C. Se realizaron 3 repeticiones de cada concentracién ensayada.

La CMI fue determinada como la menor concentracion del extracto diluido,
donde no existié un crecimiento del patégeno en los tubos (cultivo de S. agalactiae),
este crecimiento se analizd mediante una medicién en el espectrofotometro a 600 nm
(CLSI, 2018; Santoyo et al., 2009).

Para la toma de absorbancia en el espectrofotémetro (Jenway 6705 UV/Vis) a
600 nm, se realizaron las diluciones necesarias, debido a la turbidez del extracto, con el
objetivo de poder obtener una lectura estable entre las repeticiones; el blanco tuvo que
ser elaborado para cada concentracion, con el extracto de microalga correspondiente
(Maadane et al., 2017).

Los tubos donde no se evidencié un crecimiento visible fueron sembradas en
medio agar sangre mediante el método de extension en placa, afiadiendo 50 pl del tubo,
sobre el medio sélido, los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 horas. Con estos datos
obtenidos se realizaron curvas de Absorbancia vs concentracion del extracto, para asi
determinar la CMI, y de acuerdo con la ausencia o crecimiento en placa se determino la

CMB para cada especie de microalga. La CMB se determind como la menor
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concentracion del extracto donde no existid crecimiento bacteriano sobre las placas
(CLSI, 2018).

3.11.2 Analisis estadistico

El diametro de los halos de inhibicion obtenidos en los ensayos, fueron
sometidos a un andlisis de varianza ANOVA, y donde se determind mediante una
prueba de Tukey los mejores tratamientos. El analisis se realizd con un intervalo de
confianza del 95%, y una probabilidad p<0.05. Estos datos fueron analizados en el
programa estadistico InfoStat v2020.

Por otro lado, los datos de absorbancia obtenidos para cada una de las
concentraciones fueron analizados por medio de un ANOVA, para asi determinar que
existian diferencias significativas entre estas variables. Se usé un intervalo de confianza
del 95%, y una probabilidad p<0.05. El andlisis estadistico de los datos se llevo a cabo

en el programa estadistico InfoStat v2020.
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CAPITULO IV
4 RESULTADOS Y DISCUSION
El presente capitulo describe los resultados en la obtencion de los extractos de
microalgas, el aislamiento del patdgeno a partir de tejidos de tilapia, y la evaluacion de
la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de microalga frente a
Streptococcus sp.
4.1 Curva de crecimiento de las microalgas
Los pardmetros que se obtuvieron de la cinética de crecimiento, correspondientes
a cada especie usada, fueron; maxima concentracion celular (xmx) (Mas alta
concentracion de células que se obtuvo durante la curva de crecimiento), tasa de

crecimiento especifica (p), y tiempo de duplicacion de la microalga (Tg) (Tabla 5).

Tabla 5.

Parametros de crecimiento obtenidos durante el cultivo de microalgas.

Xmax v Tg R? R?

(cel.mI?) d? d (Analisis (Anélisis de

Microalga de absorbancia)
ndamero
de células)

C. agloeformis 2.73x107 0.76 1.32 0.91 0.95
P. pectinatus 5.13x107 0.77 1.30 0.95 0.97
E. pseudoalveolaris 1.21x107 0.34 2.93 0.95 0.97

Se obtuvo una curva de crecimiento para las especies; Chlamydomona
agloeformis, Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia pseudoalveolaris, mismas que se

describen en la Figura 15.
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Figura 15. Curvas de crecimiento de las microalgas.

Todas las especies de microalga se comportaron de manera distinta a las
condiciones de cultivo empleadas, pues se puede observar que no todas las microalgas
crecieron con una buena concentracién celular. Se puede observar que P. pectinatus,
crecid mejor en comparacion con C. agloeformis y E. pseudoalveolaris, lo cual indica
que la especie P. pectinatus, puede adaptarse mejor a las condiciones de crecimiento
establecidas en este estudio, sin embargo, no se puede determinar que factor fue mejor
aprovechado por esta microalga. De acuerdo con Grama et al., (2016), y Zhang et al.,
(2017), una intensidad luminica que ronda los 90 umol.m2s?, sobre el género
Pectinodesmus, es reportada como la 6ptima, pues a mayores intensidades, se alcanzaria
una fotoinhibicidn, perjudicando al cultivo. Si embargo hay distintas variables que
inciden en como las microalgas se desarrollaran Sanchez et al., (2020).

A pesar de que C. agloeformis presentd una tasa de cremiento similar a P.
pectinatus, p=0.76 d, y n=0.77 d%, respectivamente, e incluso presentaron tiempos de
generacion similares siendo Tg=1.32 dias para C. agloeformis, y Tg=1.30 dias para P.
pectinatus; sus concentraciones celulares maximas fueron ampliamente diferenciables,
esto puede representar una baja capacidad por parte de C. agloeformis para adaptarse a
las condiciones de cultivo, e incluso esta especie presento un creciminto exponencial,
solamente hasta el dia 4 (Figura 15), donde comenzo su fase estacionaria, manteniendo

asi una ja concentracion celular, segun parece C. agloeformis estuvo creciendo bajo
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condiciones de estrés, lo cual por otra parte puede generar la acumulacion de algun
metabolito de interés especialmente carbohidratos, pues este se realaciona con la baa
concentracion celular (Torres et al., 2017).

Por otra parte, la especie E. pseudoalveolaris, mostrd los mas bajos resultados en
la cinética de crecimiento tanto en p=0.34 d?, Tg=2.93 dias y xma= 1.21x10’
células.ml, con lo que se podria decir que esta especie no se logré adaptar a este medio
de cultivo, sin embargo, se observé que en posteriores cultivos la microalga mejor6 su
produccién de biomasa. De acuerdo a investigaciones realizadas por Seo et al., (2019),
el género Ettlia debe ser primeramente adaptada al nuevo medio en pequefias
cantidades, especialmente si este varia bruscamente en sus nutrientes, pues estos
pueden afectar funciones como la formacion de azlcares y aminoécidos, y mas
importante, en la formacion del material genético, pueden llegar a disminuir la division

celular de estos microorganismos (Andersen, 2005).

Las curvas de crecimiento en las microalgas se comportaron de acuerdo con lo
esperado, presentando una fase de adaptacion, una fase exponencial, una fase
estacionaria, y finalmente un inici6 de su fase de muerte. Estos datos ayudaron a
determinar los dias de fase estacionaria para la cosecha de los reactores de cada especie
de microalga, siendo de 8 dias para E. pseudoalveolaris, y P. pectinatus, y de 5 dias
para C. agloeformis. De acuerdo con Arguello, (2020), y Gonzéles Davis, (2010) ciertos
metabolitos se desarrollan en la fase estacionaria en las microalgas, como lipidos,
carotenoides o carbohidratos, pues estos suelen proveer de energia a la célula durante
esta fase de crecimiento donde los nutrientes en el medo de cultivo son insuficientes.
Adicionalmente se ha reportado que acidos grasos como &cido graso palmitoleico,
linoleico y oleico son producidos durante la fase estacionaria, siendo estos compuestos

reportados por sus propiedades antimicrobianas Cortés et al., (2009).

Los resultados en el crecimiento de las microalgas estudiadas en esta
investigacion fueron distintos con otros estudios (Kim et al., 2021; Yirgu et al., 2021),
pues factores como luz, temperatura, concentracion de nitrogeno-carbono, salinidad, y
pH pueden intervenir en la variabilidad en la cinética de crecimiento de una microalga
(Gong y Huang, 2020). La intensidad de luz y fotoperiodos fueron variables

importantes, pues Alvarez et al., (2016), menciona que una mayor intensidad luminica
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y tiempo de exposicion incrementan la actividad fotosintética y la division celular,

influyendo en la concentracion de células en un fotobiorreactor.

De acuerdo a Nzayisenga et al., (2020), una mayor intensidad luminica aumenta
el crecimiento microalgal, sin embargo se estima que los valores 6ptimos se encuentran
en un rango de 150 pmol.m2s! a 300 pmol.m?2s?, por lo que las especies de
microalgas cultivas en este estudio (C. agloeformis, y E. pseudoalveolaris), podrian
incrementar su crecimiento al aumentar la intensidad luminica a la que son expuestas,
aunque en el caso de la especie P. pectinatus, posiblemente este incremento provoque
una fotoinhibicion, al sobrepasar los rangos de intensidad luminica reportados para este
género de microalga (Grama et al., 2016 y Zhang et al., 2017).

4.2  Obtencidn de extractos de cultivo de microalga
Los extractos se adquirieron en la fase estacionaria correspondiente de cada

especie de microalga estudiada.
4.2.1 Extracto crudo

Los porcentajes de rendimientos obtenidos de biomasa con respecto al consumo
de Nitrogeno, para cada especie de microalga tuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre las especies C. agloeformis y E. pseudoalveolaris (F=7.33; gl=2;
p=0.04). El mejor rendimiento obtenido fue con la especie E. pseudoalveolaris con 0.97
9/0.1gN (64%), en comparacion con las especies P. pectinatus con 0.93 g/0.1gN (61%)
y C. agloeformis con 0.45 g/0.1gN (30%) (Figura 16).

E. pseudoalveolaris obtuvo el mejor rendimiento con respecto a P. pectinatus, y
C. agloeformis, tomando en cuenta que las microalgas fueron cultivadas bajo las
mismas condiciones, posiblemente el como se adapta cada especie de microalga a estas
condiciones determine su crecimiento (Andersen, 2005); estudios previos de Kim et al.,
(2020), encontraron que el género de Ettlia sp., posee un alta capacidad para aprovechar
mejor intensidades luminicas de hasta 630 umol.m2.s%, lo cual explica que esta especie
de microalga haya obtenido los mejores resultados en cuanto a rendimiento de biomasa,

y posiblemente esta puede ser cultivada en estanques abiertos.
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Figura 16. Rendimiento de especies de las microalgas de acuerdo con el consumo del sustrato.

La mezcla homogénea en un fotobiorreactor (FBR), es una de las principales
caracteristicas que influyen en el crecimiento celular (Borowitzka y Moheimani, 2013).
Banerjee et al., (2020), estudié distintos tipos de FBR, entre estos disefios airlift con
orificio dispersor, columna de burbujas con orificio dispersor, y columna de burbujas
con anillo dispersor; resultando este ultimo como el dptimo para la produccion de
biomasa. En el presente estudio se emple6 un FBR de columna de burbujas (Figura 8),
lo cual permitié una distribucion homogénea del CO> dentro del reactor, el cual es un
componente que interviene en la fotosintesis, este es fijado por la enzima Rubisco
donde se obtiene piruvato y acetil CoA, misma que actla en el proceso de biosintesis de
acidos grasos, empleados como energia de division celular, en ausencia de luz (Garcia
& Guadalupe, 2012). .

En los estudios reportados por Araujo et al., (2011), se obtuvieron resultados
similares en los porcentajes de rendimientos con FBRs de columna de burbujas en el
cultivo de microalgas de agua dulce; la ventaja con este tipo de FBR, esta en la
dispersion uniforme del CO2, pues la microalga fija el CO2, en el proceso de
fotosintesis, usandolo en el ciclo de Calvin, donde a partir de este se producen
moléculas de triosa fosfato como di-hidroxiacetona-fosfato, y gliceraldehido-3-fosfato
(G3P), siendo estos precursores para la formacion de biomoléculas mas complejas
(lipidos y carbohidratos), que intervienen en la formacién de nuevas células (Sanchez,
2019); esto se ha logrado evidenciar en las microalgas en estudio, pues estas mejoraron

su crecimiento al ser cultivadas en un FBR de columna de burbujas con anillo dispersor.
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La especie de microalga C. agloeformis, presento el rendimiento mas bajo, pues
se ha reportado que el género Chlamydomona, necesita cantidades de intensidad
luminica altas de entre 300 a 500 pmol.m?2.s? (Borowitzka y Moheimani, 2013 y Ho et
al., 2015), por lo que la intensidad luminica de 93.2 pmol.m?2.s?, empleados en esta
investigacion fueron demasiado bajos para su produccion de biomasa, aunque por otra
parte esta falta de iluminacién, junto con la baja concentracion de Nitrogeno, puede ser
propicia para el desarrollo de metabolitos como lipidos o carbohidratos (Figueroa-
Torres et al., 2017).

4.2.2 Extracto intracelular

Se evidencid que existe una ruptura de la pared celular mediante el método de
sonicacion, pues la cuantificacion de carbohidratos totales por el método del fenol-acido
sulfarico de Dubois, demuestra que los componentes internos de la microalga son
liberados (carbohidratos), por otro lado, la microscopia, realizada antes y después del
procedimiento de ruptura, muestra que el método de sonicacion afecta la pared celular
de la microalga.
4.2.2.1 Cuantificacion de carbohidratos por el método del fenol-acido sulfurico de Dubois

Se realizd un analisis de varianza ANOVA, entre la concentracion de
carbohidratos totales del sobrenadante de las microalgas, con respecto a la
concentracion de carbohidratos totales de las muestras de microalgas sometidas a
ruptura celular por el método de sonicacion, donde se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las especies, C. agloeformis (F=2195.28; gl=1,;
p<0.01), P. pectinatus (F=161.33; gl=1; p<0.01), y E. pseudoalveolaris (F=857.03;
gl=1; p<0.01), siendo la concentracion de carbohidratos totales en las muestras de
microalgas sometidas al método de sonicacién, mayor en comparacion con la del

sobrenadante de dichas microalgas (Figura 17).

De acuerdo con el estudio de Timira et al., (2021), la técnica de sonicacion
permite que se logre exitosamente la liberacion de componentes intracelulares, como
lipidos, proteinas, o carbohidratos, en microalgas, por lo que la cuantificacion de
carbohidratos realizada antes y después de la sonicacion es un método confiable para
poder evidenciar que existe una ruptura celular de las microalgas, pues se logré observar
que la concentracion de carbohidratos aumentd luego de ser sometidas a sonicacion. Por

otra parte se ha comprobado que dicha técnica es una de las més eficientes para obtener
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compuestos intracelulares, en comparacion con otras técnicas como: digestion por
microonda y auto clavado (Ansari et al., 2018); esto explica que en todas las microalgas
en estudio, luego de la ruptura celular, exista un aumento en la cantidad de
carbohidratos, posterior al tratamiento de sonicacion, pues las ondas de chogue que se

generan en el sonicador provocan un dafio en la integridad celular de las microalgas.

Los pardmetros empleados en la técnica de ruptura celular, como: potencia
(100W), y frecuencia (42 Khz), coinciden con las investigaciones realizadas por Lecina
et al.,, (2017) y Tavakoli et al., (2021), donde se logra demostrar que el método de
sonicacion rompe la pared celular en microalgas. Sin embargo el método puede ser
optimizado al ejecutarse en conjunto con otras técnicas posteriores a la sonicacién
como: extraccion con solventes para obtencion de carbohidratos (Tavakoli et al., 2021;
Zhao et al., 2013), lipidos (Neto et al., 2013); o extraccion de liquido i6nico para
obtener un determinado producto (Tan et al., 2020).
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Figura 17. Concentracion de carbohidratos totales de microalgas.

Por otro lado, se analizd la especie de microalga con el mayor contenido de
carbohidratos totales, encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre las
especies en estudio (F=1305.66; gl=2; p<0.01), siendo C. agloeformis como la
microalga con mas concentracion de carbohidratos con 21.99 mg. L™, a diferencia de las

especies E. pseudoalveolaris (6.94 mg. L), y P. pectinatus (0.3 mg. L™).
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En el estudio realizado por Qu et al., (2020), se determin6 que Chlamydomona
sp. poseia una mayor concentracion de carbohidratos que otras microalgas como
Desnodesmus sp., y Parachlorella kessleri; asi mismo Enwereuzoh et al., (2021),
encontré que Chlamydomona reinhardtii, poseia la mayor concentracion de
carbohidratos en referencia a otras especies de microalgas; en ambos casos se concluye
que Chlamydomona sp., posee un alta capacidad en la remocion de compuestos en el
agua, pues esta logra fijar altas cantidades de Nitrégeno y Carbono, por lo que logra
producir una importante cantidad de carbohidratos, incluso convirtiéndola en una

especie potencial en la produccion de bioetanol.

P. pectinatus fue la especie de microalga con la menor concentracion de
carbohidratos internos, lo cual puede estar ligado a condiciones de estrés, ya que ciertas
microalgas se adaptan mejor que otras a ciertas condiciones de cultivo, segun lo visto
anteriormente, P. pectinatus, presento un éptimo crecimiento reflejado en su produccién
de biomasa; sabiendo que compuestos como los carbohidratos aumentan en condiciones
de estrés, posiblemente esta especie de microalga al estar bien adaptada al medio de
crecimiento no necesito una mayor produccion de carbohidratos Samadhiya et al.,
(2021).

Existen ciertos factores que influyen en la produccion de carbohidratos, entre los
mas importantes, la concentracion de nutrientes, siendo uno de estos el Nitrégeno, pues
se ha demostrado que la ausencia o bajas concentraciones de este nutriente, causa un
estrés en la célula, haciendo que esta produzca mayor cantidad de azucares o lipidos
(Benedetti et al., 2018), por lo que posiblemente la especie C. agloeformis necesité una
mayor cantidad de Nitrogeno que las demas especies de microalgas, por lo que entré en
estrés, produciendo asi mayor cantidad de carbohidratos. En el caso del CO2, y la
intensidad de luz, se sabe que estos intervienen en el proceso de la fotosintesis,
mediante la cual la microalga produce carbohidratos que se almacenan como almidon,

ademas de otras biomoléculas (Salinas et al., 2021)

Adicionalmente si hablamos de fijacién de COg, el disefio de columna de
burbujas del FBR afecta el contenido de carbohidratos, pues este, junto con el
fotoperiodo, influyen en el proceso de fotosintesis, pues la cantidad de CO: distribuida
en el FBR, ayudara o afectara la fijacion del Carbono en el ciclo de Calvin, mediante el
cual se obtienen azucares usados como fuente energética y almacenados como almidon

(Deviram et al., 2020); en este caso el FBR empleado en esta investigacion, puede ser
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empleado para la obtencién de carbohidratos en C. agloeformis, sin embargo esto no
quiere decir que sea Optima para obtencion de biomasa, pues la especie se encontraba
bajo un estrés, y de acuerdo con Torres et al., (2017), la produccién de lipidos o
carbohidratos generalmente suele estar ligado a un decrecimiento en la produccion de
biomasa.
4.2.2.2 Microscopia

Como se observa en la Figura 18, Figura 19, y Figura 20, las diferencias visibles
bajo el microscopio (40X), luego de la ruptura celular por el método de sonicacion

fueron; dafio de la pared celular y destruccion total de la misma.

Incluso en algunas microalgas se logré observar que ya no se encontraba su
contenido, esto debido a que el proceso de sonicacion afectd su pared celular. De
acuerdo con Timira et al., (2021), el proceso de sonicacion provoca que el colapso de
las burbujas en un medio acuoso generen ondas de choque, las cuales provocan una
desintegracion de la pared celular de las microalgas, efecto que se logra observar en las

especies C. agloeformis, P. pectinatus, y E. pseudoalveolaris.

Figura 18.Chlamydomona agloeformis, vista bajo el microscopio a 40X. A) Antes de la sonicacion; B)
Después de la sonicacion.
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Figura 19.Pectinodesmus pectinatus, vista bajo el microscopio a 40X. A) Antes de la sonicacion; B)
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Figura 20.Ettlia pseudoalveolaris, vista bajo el microscopio a 40X. A) Antes de la sonicacién; B)
Después de la sonicacion.

Algo interesante que se logro observar, fue que ciertas microalgas presentaban
dafio en su pared celular (microalgas vacias) (Figura 18), mientras que otras
evidenciaban una completa desintegracién de la célula (restos de pared celular) (Figura
19; Figura 20). Alhattab et al., (2019), y Singh et al., (2022), reportan que la variedad en
la composicion de la pared celular, que generalmente son polisacaridos como celulosa,
xilano, proteoglicanos, o algaenan (presente en la clase Chlorophyceae), determinara su
resistencia a impactos quimicos, mecanicos, o enzimaticos (Skorupskaite et al., 2019);
por lo que al evidenciarse visualmente que C. agloeformis conservé en ciertas células
parte de su estructura, parece ser que esta microalga posee en su pared celular una

mayor cantidad de estos compuestos.

4.3  ldentificacion de patdgenos a partir de tejidos de tilapia
Se obtuvieron en total 10 microorganismos puros aislados a partir de los tejidos

de tilapia (Anexo 13), entre las cuales se obtuvieron bacterias Gram (+) (Staphylococcus
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aureus, Staphylococcus equorum), Gram (-) (Aeromonas sp., Plesiomonas shigelloides,

Klebsiella pneumoniae), y un hongo (Candida albicans) (Tabla 6; Anexo 14).

Tabla 6.

Microorganismos identificados taxonémicamente por espectrometria de masas MALDI TOF.

N Cddigo de Microoraanismo Porcentaje de
Muestra g Identificacion (%0)
1 TI1-R3-Rs(1.1) Aeromonas sp. 93.00
T1-R3-Col (1.2) Aeromonas sp. 90.00
T1-R3-Lech Plesiomonas
3 (1.3) shigelloides 99.90
4 T1-Cbr2-Rsl Aeromonas sp. 93.10
5 T2-O1-Rsl Klebsiella 9350
pneumoniae
6 T2-R1-Rsl Plesiomonas 99.90
shigelloides
7 T2-Cbrl (1)(N) Candida albicans 90.10
8  T2-Cbrl (1)(B) Staphylococcus 99.90
aureus
Staphylococcus
9 T2-Cbrl (2) (N) 90.40
equorum
10 T2-Cbr2-Rsl Klebsiella 99.90
pneumoniae

Estos microorganismos aislados estan considerados como pat6genos en la tilapia
(Abdel-Latif et al., 2020), esto se debe a que, segun Thai Agricultural Standard, (2010),
las tilapias se encuentran a merced de varios patdgenos en su entorno de desarrollo,
debido a las malas practicas durante las etapas de crianza del pez. Entre las muestras
aisladas no se encontrd la presencia de estreptococos, por lo que se decidid usar la
especie Streptoccocus agalactiae, previamente aislada en el laboratorio de

Biotecnologia Aplicada de la Universidad Técnica del Norte.

Las muestras identificadas presentaron un porcentaje de identificacion mayor o
igual al 90 %, lo cual segun Schumann y Maier, (2014), indica un alta probabilidad de
similitud entre el espectro generado por estas muestras, con el espectro almacenado en
la base de datos del equipo planteado. La rapidez de esta técnica y fiabilidad del
espectro de proteinas de 16S rARN, demuestra que, segun Assis et al., (2017), la técnica
puede ser usada para el diagndstico rapido de enfermedades en peces dentro de un
laboratorio, pues incluso pueden brindar informacion sobre el perfil de susceptibilidad
del agente etiologico, permitiendo emplear tratamientos de control en el caso de estos

cultivos.
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Los microorganismos identificados por espectrometria de masas MALDI TOF,
coinciden con otros estudios, donde ya se han reportado estos microorganismos como
patdgenos en la tilapia, siendo estos: Aeromonas sp., que de acuerdo a Adeniyi et al.,
(2020) y Megahed, (2020), son causantes de aeromoniasis; Plesiomonas shigelloides
por Preena et al., (2020); K. pneumoniae por Shameem et al., (2021); S. aureus y S.
equorum en estudios de Razek, (2019); y C. albicans por Samah Oda et al., (2016).
Cabe sefialar que en estudios realizados por Rao et al., (2021) y Wamala et al., (2018),
resultados similares se obtuvieron, pues también se logro aislar a mas de un patégeno a
la vez a partir de tilapias enfermas (Aeromonas, Staphylococcus, Enterococcus,
Plesiomonas, Enterobacter, Bacillus, Lysinibacillus, Solibacillus, y Exiguobacterium),
determinando la presencia de una coinfeccion bacteriana ligada a factores ambientales,
0 técnicas de cultivo; lo cual es una de las posibles causas de que en el presente estudio

se hayan aislado varios de estos patdgenos en las tilapias enfermas.

Por otro lado, no en todos los cultivos se logro aislar colonias puras, puesto que
de acuerdo con la naturaleza de los microorganismos, estos llegan a desarrollarse en un
consorcio microbiano, en el cual se forman relaciones o dependencias entre individuos,
llegando asi a crearse biopeliculas ( Li et al., 2020); por lo tanto el buscar aislar un
patdgeno especifico causante de estreptococosis en tilapias enfermas, presenta
complicaciones, pues al parecer la coinfeccion bacteriana que mostraban estos peces,
implic6 que varias colonias de microorganismos crezcan en el medio de cultivo (Ray et
al., 2020).

Los organismos aislados en este estudio, a pesar de ser patdgenos en cultivos
acuicolas, posiblemente no se encuentren ligados a brotes epidemioldgicos en el pais,
incluyendo estreptococos, pues segun la Camara Nacional de Acuicultura, (2017), no se
han reportado aln brotes de patdgenos que puedan ser considerados letales para la
produccién de tilapia, como lo son el SHB (Conroy, 2010), pseudomoniasis (Eissa et
al., 2010) o estreptococosis (Osman et al., 2017); por lo tanto los patdgenos encontrados
en estos peces, deben estar asociados mas a las practicas de cultivo empleadas en el sitio

de muestreo.

A pesar de no haber aislado Streptococcus sp., los microorganismos
identificados, como Aeromonas sp., K. pneumoniae, P. shigelloides S. aureus, S.
equorum, y Candida albicans, son patogenos para la tilapia (Razek, 2019; Megahed,
2020; Preena et al., 2020; Samah Oda, 2016; Shameem M. et al., 2021), resultado
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interesante, pues segun Abdel-Latif et al.,, (2020), una coinfeccion bacteriana
desencadena la susceptibilidad a los patdgenos presentes en el ambiente durante el
cultivo de estos peces. Por lo tanto, estas patologias deberian ser tratadas como una
enfermedad provocada por varios patdgenos, pues las tilapias seleccionadas presentaron
cuadros sintomatoldgicos relacionados a enfermedades como SHB, y Aeromoniasis
(Abdel-Latif et al., 2020), mismas que al presentarse simultaneamente en estos cultivos,
dificultan un diagnostico adecuado, ya que se debe tomar en cuenta a los patdgenos

implicados en la coinfeccion (Rao et al., 2021).

Los peces enfermos seleccionados presentaban cuadros sintomatologicos
reportados en una infeccion por estreptococos en peces, como nado erréatico, exoftalmia,
y palidez en escamas (Anshary et al., 2014), sin embargo la ausencia del agente causal
de estreptococosis, esta ligada a la similitud sintomatoldgica que existe con otro tipo de
enfermedades como SHB, aeromoniasis, pseudomoniasis, 0 micobacteriosis (Abdel-
Latif et al., 2020; Osman et al., 2017), con lo que la seleccion de las tilapias pude llegar
a ser muy ambigua, aunque segun Ye et al., (2011), los sintomas mas tipicos de
estreptococosis en tilapias son: ojos saltones, hemorragia en branquias y nado erratico,

sin embargo esto no asegura su correcta seleccion.

La especie S. agalactiae seleccionada, se ha reportado como el agente etioldgico
comunmente identificado en la estreptococosis en tilapias y otro tipo de peces de interés
comercial como el salmon, o la trucha (Chen et al., 2015; Oliveira et al., 2018; Mian et
al., 2009), por lo que, emplear esta especie de estreptococo en ensayos de actividad
antimicrobiana, pude llegar a brindar datos interesantes que pueden ser enfocados en

posteriores investigaciones.

A pesar de que el estreptococo usado en los ensayos no se aislo del huésped
esperado, estudios realizados por Chu et al., (2016), y Pereira et al., (2010), confirman
que las posibles variaciones genéticas entre aislados de S. agalactiae (subespecies), a
partir de diferentes huéspedes como humanos, vacas 0 peces; no es un requisito previo
para que este cruce la barrera especifica de infeccion del huésped, pues un patégeno
aislado de un animal especifico, puede llegar a infectar a otro organismo de
caracteristicas distintas; de modo que, la cepa del laboratorio empleada (S. agalactiae),

podria brindar importante informacion en tilapias.
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4.4  Actividad antimicrobiana de extractos de microalga
Las especies de las microalgas C. agloeformis, P. pectinatus, y E.

pseudoalveolaris, exhibieron una actividad antibacteriana frente al patégeno S.

agalactiae.
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Figura 21. Ensayos de bioactividad con los extractos de microalgas.

Se determind el mejor extracto de microalga entre los tres extractos evaluados
mismos que demostraron tener diferencias estadisticamente significativas (F=625.94;
gl=2; p<0.01), donde se observé que el extracto intracelular tiene los mejores resultados
con un promedio de 19.74 mm en los halos de inhibicion, en comparacion con los
extractos extracelular (2.44 mm) y crudo; siendo este ultimo el Unico que no presentd
actividad antimicrobiana en ninguna de las especies de microalga frente a S. agalactiae
(Figura 21).

En el estudio realizado por Tavakoli et al., (2021), se obtuvieron resultados
similares al evaluar los extractos internos de microalgas obtenidos por sonicacion, frente
a patogenos como Pseudomona putida, Shewanella putrefaciens, y Aeromonas
rivipollensis; donde se atribuyé su bioactividad a los altos niveles de polifenoles
(antioxidante); sin embargo la accién antimicrobiana dependera mucho del patégeno y
especie de microalga, pues hay que considerar que el contenido interno de las

microalgas es Unico en su contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos, carotenoides, y
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vitaminas (Timira et al., 2021). De acuerdo con esto, no solamente los pigmentos como
polifenoles son los Unicos responsables de la actividad antimicrobiana en microalgas,
pues mayormente se han reportado a los 4&cidos grasos (linoleico, oleico,
docohexaenoico, eicosapentaenoico) como los principales metabolitos que acttan frente

a bacterias patogenas (Alsenani et al., 2020).

De acuerdo con Falaise et al., (2016), rara vez se encuentran componentes
antimicrobianos en un medio acuoso, pues estos generalmente suelen ser hidrofobicos, y
necesitan de ciertas técnicas para ser extraidos de la microalga; esto concuerda con los
resultados obtenidos en el presente estudio, ya que el extracto extracelular al estar
compuesto de agua, fue uno de los que menor actividad antimicrobiana mostré; por otra
parte, los componentes internos de la célula (extracto intracelular) siendo mayormente
hidrofobicos, fueron los mas bioactivos, pues segin Amaro et al., (2011), el contenido
interno de la microalga posee una variedad de compuestos antimicrobianos como:
acidos grasos de cadena corta, de cadena larga, saturados, insaturados o polinsaturados,

y pigmentos como clorofilas o B-carotenos.

A pesar de que se obtuvieron buenos resultados con el extracto intracelular,
existen otros métodos, con las cuales se pudo obtener un extracto mas “puro”, pues en el
presente ensayo se usé todo el contenido intracelular de la microalga, mas no un
componente especifico de este, lo cual genera ciertas incertidumbres a la hora de
atribuir la actividad antimicrobiana a algiin compuesto en concreto (Falaise et al., 2016);
en ese caso resultaria interesante optar por otras técnicas posteriores a la ruptura celular,
como es el uso de solventes organicos como etanol, para extraccion de pigmentos como
clorofila a'y b (Tavakoli et al., 2021); extraccion con liquido i6nico para obtener lipidos
o carbohidratos (Tan et al., 2020); o extraccion por fluido supercritico, para
carotenoides (Morcelli et al., 2021).

Por otra parte, se realizé en analisis ANOVA para determinar la mejor especie
de microalga que presento los mayores halos de inhibicion promedio de sus extractos.
Encontrando que existen diferencias significativas (F=34.43; gl=2; p<0.01), entre la
microalga P. pectinatus, respecto a las especies C. agloeformis y E. pseudoalveolaris.
La especie P. pectinatus, alcanz6 un promedio de 13.01 mm en sus halos de inhibicion,
incluso siendo la unica que presentd una actividad antimicrobiana en dos de sus tres
extractos evaluados (intracelular y extracelular); por otro lado, no se encontraron

diferencias entre las especies C. agloeformis y E. pseudoalveolaris, mismas que
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presentaron bioactividad antimicrobiana solamente en uno de sus extractos evaluados

(intracelular).

Aunque las condiciones de cultivo fueron las mismas para todas las microalgas,
los extractos intra y extracelular de P. pectinatus, mostraron los mejores resultados, en
comparacion con las especies C. agloeformis, y E. pseudoalveolaris. De acuerdo a
Alsenani et al., (2020), los principales responsables de la actividad antimicrobiana en
microalgas son &cidos grasos y pigmentos, siendo posible que P. pectinatus, posea una
mayor cantidad de estos compuestos, pues previas investigaciones han encontrado que
el género Pectinodesmus sp. produce lipidos (acido palmitico, esteérico, oleico,
linoleico, eicosanoico) y pigmentos (luteina) en mayores cantidades que otras

microalgas (Huang, 2020; Samadhiya et al., 2021).

De acuerdo con Huang, (2020), la produccion de lipidos estd relacionada
principalmente a un alta concentracion de Carbono en relacion al Nitrogeno, pues esto
aumenta la produccion de glucosa, la cual en su metabolismo produce mayores
cantidades de ATP, NADPH, y acetil CoA, que intervienen en la biosintesis de acidos
grasos y lipidos. Esto pudo haber incidido en que P. pectinatus haya mostrado mayor
actividad antimicrobiana, pues en el presente estudio, la buena distribucién del COz en
el FBR, y un estrés debido a una baja concentracion de Nitrogeno en el medio de
cultivo, influyeron en la produccién de lipidos. Sin embargo, ain queda identificar el
tipo de compuesto que actla durante la inhibicion bacteriana, por lo que es necesario
implementar técnicas como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), o
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), para determinar
los componentes quimicos presentes en estos extractos (Alsenani et al., 2020 y Pérez et
al., 2021).

Los ensayos de bioactividad con los extractos de microalga frente a S.
agalactiae, demostraron que, de acuerdo con la prueba de Tukey, el tratamiento 9 fue el
mejor en comparacion con los demas tratamientos, siendo este el del extracto
intracelular de la especie P. pectinatus (F=470.95; gl=8; p<0.01), y el cual mostr6 un

halo de inhibicion con un diametro promedio de 31.71 + 2.81 mm (Figura 22).
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Figura 22. Tratamientos usados en los ensayos de bioactividad.

Diversos estudios ya se han reportado en la actividad antimicrobiana de
microalgas frente a Streptococcus sp., con las especies Chlorella spp. (Falaise et al.,
2016, y Michelon et al., 2021); Tetraselmis suecica, Chloroccum humicola y S. platensis
(Maadane et al., 2017); comprobando asi que los extractos de microalga poseen
bioactividad frente a estas bacterias Gram (+), esto concuerda con los resultados de
actividad antimicrobiana observados en la presente investigacion, pues S. agalactiae
(Gram +), fue susceptible al menos a un tipo de extracto de las especies de microalgas
empleadas en los ensayos. De acuerdo a Tavakoli et al., (2021), el contenido bioactivo
de las microalgas comprende acidos grasos y pigmentos, los cuales destruyen la
integridad de la membrana celular de las bacterias, siendo més resistentes las Gram (-),

pues estas se componen de una capa celular adicional a diferencia de las Gram (+).

El mecanismo de accién de estos compuestos, principalmente de acidos grasos y
pigmentos, ain no ha sido determinado con exactitud, sin embargo se cree que
interfieren con el proceso de biosintesis de los acidos grasos bacterianos, llegando a
provocar una fisura en su membrana, 0 una interrupcion en la ingesta de nutrientes
(Alsenani et al., 2020), incluso estos metabolitos pueden llegar a tener una accion
sinérgica, llegando a afectar las proteinas y enzimas de la membrana celular bacteriana
(Shaima et al., 2021). A pesar de esto no se pueden descartar otro tipo de metabolitos

como aminoacidos Michelon et al., (2021), o incluso péptidos (Scyptolin A y B), los
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cuales son mas especificos al inhibir enzimas determinadas, como la transpeptidasa,

involucrada en la sintesis de la membrana celular bacteriana (Rojas et al., 2020).

En el caso de los acidos grasos Dvoretsky et al., (2019), menciona que los acidos
grasos estan directamente relacionados con la actividad peroxidasa, la cual causa un
estrés oxidativo por la peroxidacion de acidos grasos insaturados; Cortés et al., (2009),
encontré que acidos grasos como, linolénico, oleico, y palmitoleico, provocan un dafio
en la membrana lipidica de los microorganismos, pues durante el estrés oxidativo las
colas hidrofébicas que componen las membranas bacterianas sufren un dafio
comprometiendo su estabilidad. El extracto intracelular de P. pectinatus, puede haber
tenido este mecanismo de accién pues la presencia de estos compuestos se han

reportado en el género Pectinodesmus (Huang, 2020; Samadhiya et al., 2021).

Bouhlel et al., (2021), y Ghannam, (2016), reportan al p-caroteno y luteina
como los compuestos con mayor bioactividad (antimicrobiana, antioxidante,
antifangica, y antiviral), incluso Grubisi, (2022), sefiala que las microalgas dentro del
filo clordfitas, como es el caso de C. agloeformis, P. pectinatus, y E. pseudoalveolaris,
suelen presentar una mayor cantidad de luteina. De acuerdo con Mitra et al., (2021); y
Criss, (2017), ain no se sabe con exactitud el mecanismo de accion de estos pigmentos,
pero se cree que la luteina y p-caroteno inducen la acumulacion de lisozima, una enzima
antibacterial que digiere la pared celular de los patdgenos. P. pectinatus pudo haber
presentado una mayor cantidad de luteina, pues segun Gong, (2020), este género
generalmente posee una mayor cantidad de dicho pigmento.

Adicionalmente se construyeron las curvas de absorbancia vs concentracion de
extracto (Figura 23), asi como la presencia o ausencia de crecimiento en placa (Anexo
17), para determinar CMI y CMB, para los extractos que presentaron una propiedad
antibacteriana durante los ensayos de inhibicién. Adicionalmente, se realiz6 un analisis
de la varianza ANOVA, donde se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas concentraciones usadas en E. pseudoalveolaris/Extracto
intracelular (F=118.28; gl=4; p<0.01); C. agloeformis/Extracto intracelular (F=1309.82;
gl=4; p<0.01); P. pectinatus/ Extracto intracelular (F=33871.91; gl=5; p<0.01); y P.
pectinatus/ Extracto extracelular (F=367.55; gl=4; p<0.01).
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Figura 23. Curva de Absorbancia vs Concentracion de extracto de microalga.

Al igual que en los ensayos de bioactividad realizados anteriormente, el extracto
intracelular de P. pectinatus presenté los mejores resultados, con una CMI=12.5%-
6.25%, y una CMB=12.5%, en comparacion con las especies C. agloeformis
(CMI=25%-12.5%; CMB=25%), y E. pseudoalveolaris (CMI=25%; CMB=50%); por
otra parte el Unico extracto diferente al intracelular evaluado fue, el extracto extracelular
en P. pectinatus, sin embargo este mostré la mas alta CMI (50%) y CMB (90%) frente a
S. agalactiae (Anexo 17); el extracto crudo no fue evaluado, pues este no presento
actividad antimicrobiana durante los ensayos de Kirby Bauer

Es importante sefialar que ya se han realizado estudios con microalgas frente a
patégenos Gram (+), tal como los reportados por Michelon et al., (2021), en los que se
observd que Chlorella spp., presentdé CMI, sin embargo esta no lleg6 a presentar CMB,
contra especies como Staphylococcus hyicus, Enteroccoccus faecalis, y Streptococcus
suis. Alsenani et al., (2020), menciona que la accion bacteriostatica o bactericida de las
microalgas puede estar ligada al contenido de &cidos grasos y carotenoides, pero se
requieren mas estudios para entender la interaccion entre el patégeno y el compuesto de

la microalga.

No hay que pasar por alto que el patégeno usado en este estudio fue una bacteria
Gram (+), pues estas suelen ser mas susceptibles a compuestos antibacterianos o
antibidticos (Alsenani et al., 2020), lo cual de acuerdo con Exner et al., (2017), influye

en la actividad bacteriostatica y bactericida, pues las bacterias Gram (-) poseen una
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membrana externa adicional que actda como un protector contra toxinas o antibioticos,
siendo capaz de detectar sefiales externas de compuestos que pueden destruir la célula,
por lo que estas suelen ser mas resistentes y es posible que necesiten de CMI mas altas,
o incluso lleguen a ser totalmente resistentes al tipo de extracto de microalga empleado
(Shaima et al., 2021).

Los resultados obtenidos con P. pectinatus sobre su CMI y CMB, sugieren que
esta microalga puede estar encaminada a posteriores estudios, donde se busque tratar y
prevenir los dafios causados en los peces infectados con Streptococcus sp., pues en
previas investigaciones realizadas por (Siringi et al., 2021), se emple6 con éxito la
biomasa de Spirulina platensis, para mejorar el crecimiento y salud en cultivos de
tilapias (O. nilocticus). Adicionalmente Chen et al., (2021), resalta el uso de las
microalgas como alimento en la industria acuética, pues estas presentan beneficios en el
crecimiento, respuesta inmune, y resistencia a enfermedades en distintas especies

acuaticas de interés comercial.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

A partir de las especies de microalgas: Chlamydomona agloeformis,
Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia pseudoalveolaris, se logré obtener los
extractos, intracelular, extracelular, y el extracto crudo. La microalga que obtuvo
un mayor rendimiento de biomasa fue Ettlia pseudoalveolaris, la cual muestra
ser la mas apropiada de las tres especies estudiadas, para la produccion de
biomasa.

El método de ruptura celular por sonicacion en microalgas permite la obtencion
de metabolitos internos de interés bioactivo, ya que la cuantificacién de
carbohidratos demuestra la liberacion de este compuesto contenido por la
microalga.

No se encontr6 Streptococcus sp., en las muestras de tilapias enfermas tomadas
en el Paradero Ecoturistico ubicado en Lita. Sin embargo, los microorganismos
patdgenos aislados en estas tilapias evidencian la presencia de aeromoniasis,
sindrome de septicemia hemorragica bacteriana (SHB), y contaminacion por
hongos en los estanques de este lugar.

Las microalgas Chlamydomona agloeformis, Pectinodesmus pectinatus, y Ettlia
pseudoalveolaris, poseen una actividad antimicrobiana frente al patégeno causal
de la estreptococosis en la tilapia (S. agalactiae), siendo el extracto intracelular
el que presenta una mayor capacidad antimicrobiana.

El extracto intracelular de P. pectinatus presenta el mayor potencial antibacterial
frente a S. agalactiae; lo cual indica que esta microalga puede ser usada

potencialmente en el control y prevencion de la estreptococosis en tilapias.
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5.2 Recomendaciones

Se podria implementar la medida del peso seco, en el estudio de parametros
cinéticos, de manera que se pueda analizar el crecimiento de las células en base
al pesado de la biomasa seca dentro de un periodo de tiempo, estos datos serian
otra buena forma de analizar el crecimiento de microalgas.

En el tiempo de medir los parametros para la curva de crecimiento, se sugiere
realizarlos todos los dias, incluidos fines de semana, esto para obtener la mayor
cantidad de datos posibles, lo cual ayudara a evidenciar mejor el crecimiento a la
hora de graficar estos datos.

Tomar en cuenta que la constante toma de muestra de los fotobiorreactores
puede llegar a generar contaminaciones en el cultivo, por lo que es necesario
realizar una microscopia durante este tiempo de muestreo, para asi descartar la
presencia de cualquier tipo de hongo o bacteria.

Mantener una intensidad luminica constante, evitando mover de su punto inicial
a los fotobiorreactores, pues el variar su posicion influird en su crecimiento,
debido a que la intensidad luminica varia en cada punto donde se encuentre el
fotobiorreactor.

Priorizar la adaptacién de cepas de microalgas que sean mas sensibles a los
cambios en su medio de cultivo, esto ayudara a que se desarrollen mejor al
momento de montarlas en un fotobiorreactor con un medio de formulacion
distinta.

Estudiar diferentes medios y condiciones de cultivo para la produccion de
lipidos, carbohidratos, proteinas y pigmentos en microalgas (compuestos
intervienen en la actividad antimicrobiana). De esta manera se podria aprovechar
el potencial de estos microorganismos fotosintéticos en el estudio del control de
organismos patogenos.

Se deberia realizar estudios sobre la incidencia de la luz en la produccion de
biomasa microalgal, pues no existen rangos de fotoinhibicion establecidos que
puedan ayudar a conocer la cantidad luminosa requerida para estas microalgas.
Implementar la identificacion de compuestos organicos en estas microalgas, con

el fin de obtener su perfil fitoquimico, lo cual se puede lograr mediante técnicas
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de cuantificacion de carbohidratos con el método de Dubois, proteinas con el
método de Bradford, o identificacion de lipidos mediante una cromatografia de
capa fina.

Optar por el uso de solventes como hexano, o metanol, para la obtencién de
fracciones especificas de las microalgas, de manera que estos datos ayuden a
explicar qué tipo de metabolitos pueden ser los responsables de la actividad
antimicrobiana de acuerdo con cada especie de microalga.

Desarrollar protocolos de aislamiento enfocados en el proceso de seleccion del
pez, procurando hacer énfasis en criterios de sintomatologia que permitan
diferenciar las distintas enfermedades causales de cada patdgeno que afectan a
este tipo de cultivos.

Los patégenos de tilapia encontrados en el presente estudio, pueden generar
nuevos temas de investigacion, enfocandose en areas como: el nivel de
incidencia de los patdgenos en otros sitios comerciales, las causas de
contaminacion en cultivos acuicolas, y coinfeccion bacteriana como detonante
para el desarrollo de una enfermedad.

Mejorar las practicas de manejo que se llevan a cabo durante la crianza en los
estanques de tilapia, ya que estas podrian estar ligadas en la incidencia de varias
infecciones que se han identificado en estos cultivos.

El método para identificacién de estreptococos mediante histopatologia puede
llegar a ser implementado en los protocolos de aislamiento, pues este ayuda a
identificar directamente a partir de cortes del tejidos del pez enfermo las lesiones
causadas por estos patdgenos, y las cuales pueden ser vistas bajo el microscopio.
Implementar un protocolo para la identificacion molecular de la especie
mediante el método de PCR, enfocado en la amplificacion del gen 16S ARNr,
pues esta remplaza a las pruebas bioquimicas, mismas que pueden demandar
mas tiempo en comparacion con pruebas moleculares.

Como un monitoreo rapido se puede optar por pruebas fenotipicas de
identificacion de especie de origen comercial, como las pruebas API 20, la cual
consta de pruebas bioquimicas rapidas, que ayudaran a agilitar el proceso de

caracterizacion del patogeno.
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Realizar investigaciones orientadas a la coinfeccidn bacteriana con las especies
patdgenas aisladas en este estudio, las cuales pueden ser Gtiles para el desarrollo
de pruebas in vivo en peces, ampliando asi esta linea de investigacion.

Investigar el mecanismo de aplicacion de microalgas, orientado al tratamiento
preventivo y de control en los estanques donde exista la presencia de patdgenos

causantes de enfermedades que afecten al desarrollo y venta del pez.
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ANEXOS
Anexo 1. Ubicacion de muestreo de Tilapias.
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Anexo 2. Ubicacion de laboratorios de Biotecnologia.
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Anexo 3.Formulacién de Medio Murashige y Skoog para microalgas.

Compuesto Concentracion (g.L )  Solucion Stock Concentracion (ml. L)
KNO3 5.0 Nitratos 10
KH2PO4 0.1 Sulfatos 10
NaHCO3 0.3 Haloides 10
Agar 12.0 P, Bo, Mo 10

Fe NaEDTA 10

Anexo 4. Composicion de medio comercial.

Compuesto % ppm
Nitrdgeno (N) 10.0 -
Fosforo (P O) 4.0 -
Potasio (K O) 7.0 -
Magnesio (Mg O) 0.2 -
Azufre (S) 0.8 -
Manganeso (Mn) - 17
Hierro (Fe) - 140
Cobre (Cu) - 25
Zinc (Zn) - 5
Boro (B) - 22
Molibdeno (Mo) - 3

Anexo 5.Seleccion de peces enfermos.
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Anexo 7. Relacion de Densidad celular vs Absorbancia de Chlamydomona agloeformis.
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Anexo 8. Relacion de Densidad celular vs Absorbancia de Pectinodesmus pectinatus.
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Anexo 9. Relacién de Densidad celular vs Absorbancia de Ettlia pseudoalveolaris.
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Anexo 10. Biomasa y rendimiento de especies de microalga estudiadas.

Rendimiento
Biomasa/sustrato
Microalga Biomasa (g) (%)
Chlamydomona agloeformis 0.45 30
Ettlia pseudoalveolaris 0.97 64.2
Pectinodesmus pectinatus 0.93 61.7

Anexo 11. Curva patron para la cuantificacion de carbohidratos totales en el
sobrenadante.
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Anexo 12. Curva patrén para la cuantificacion de carbohidratos totales en la muestra

sonicada.
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Anexo 13.Codigos iniciales y finales que se obtuvieron a partir del cultivo de tejidos de

tilapia.

20

40 60 80 100 120
Concentracion (ug/ml)

Cddigos Iniciales

Cédigos Finales
(muestras puras)

T1-01
T1-02
T1-03
T1-Op1
T1-Op2
T1-Ops3
T1-R1
T1-R2
T1-R3
T1-Cbr1
T1-Cbr2
T1-Cbr3
T2-01
T2-02
T2-03
T2-Op1
T2-Op2
T2-Op3
T2-R1
T2-R2

T1-R3-Rs (1.1)
T1-R3-Col (1.2)
T1-R3-Lech (1.3)
T1-Cbr2-Rs1
T2-0O1-Rs1
T2-R1-Rs1
T2-Cbr1 (1)(N)
T2-Cbri (1)(B)
T2-Cbr1 (2) (N)
T2-Cbrz-Rs1
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T2-R3
T2-Cbr1
T2-Cbr2
T2-Cbr3

Anexo 14. Especies patdgenas aisladas de tejidos de tilapias enfermas.

ESPECIES AISLADAS DE TILAPIAS ENFERMAS

T1-R3-Rs (1.1) Aeromonas sp. T1-R3-Lech (1.3) Plesiomonas shigelloides

T2-01-Rsl Klebsiella pneumoniae

T2-Cbrl (1)(B) Staphylococcus aureus Cbrl (2) (N) Staplcoccus equorum
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T1-R3-Col (1.2) Aeromonas sp.

T1-Cbr2-Rs1 Aeromonas sp.

T2-Cbr2-Rsl Klebsiella pneumoniae

Anexo 15. Halos de inhibicién de los extractos de microalga.

Especie de Microalga

Tipo de Extracto

Diametro de halos de
inhibicion (mm)

E. pseudoalveolaris

C. agloeformis

P. pectinatus

Crudo

Extracelular

Intracelular

Crudo

Extracelular

Intracelular

Crudo

Extracelular

0+0

0+0

27,51 +0.85

0+0

0+0

27,65 £ 2.07

0+0.00

7,32+0.81
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Intracelular
31,71+ 281

Anexo 16.Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de los
extractos de microalga.

Microalga ;'5232 CMI (%) CMB (%)
E. pseudoalveolaris  Intracelular 25 50
C. agloeformis Intracelular 25-12.5 25
P. pectinatus Intracelular 12.5-6.25 125
P. pectinatus Extracelular 50 90

Anexo 17. Datos de absorbancia y crecimiento en placa de los distintas concentraciones
de extracto de microalga.

Microalga (;I—XIS’ Zg{i Conc%r:/gamon Absorbancia Cg?g?;igto
90 0+0 No
50 0+0 No
25 0+0 Si
E. pseudoalveolaris  Intracelular 125 0.52+0.004 Si
6.25 2.37+0.36 -
Control 5.32+0.14 -
90 0+0 No
50 0+0 No
C. agloeformis Intracelular 25 0<0 No
125 2.43+0.17 Si
6.25 3.78+0.11 -
Control 5.32+0.03 -
90 0+0 No
50 0+0 No
25 00 No
P. pectinatus Intracelular 12,5 0+0 No
6.25 1.95+0.18 Si
3.125 4.4+0.09 -
Control 5.41+0.1 -
90 0+0 No
50 0+0 Si
. 25 0.84+0.06 Si
P. pectinatus Extracelular
12.5 1.59+0.19 Si
6.25 2.10+0.07 -
Control 5.224+0.03 -
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Anexo 18. Crecimiento en placas con extracto de microalgas a distintas
concentraciones.

CRECIMIENTO EN PLACAS A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE EXTRACTO DE
MICROALGA

Extracto Intracelular de Chlamydomona agloeformis

Extracto Intracelular de Pectinodesmus pectinatus
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90 %

Extracto Extracelular de Pectinodesmus pectinatus

Controles de crecimiento
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Positivo (+)

Negativo (-)
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