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RESUMEN

Durante los altimos afios se ha intensificado la investigacion relacionada a la busquedade
buenas préacticas acuicolas que garanticen el buen aprovechamiento del alimento por parte de los
animales y de esta manera pueda incrementar la produccion de larvicultura. Por consiguiente, el
enfoque de esta investigacion se basa en demostrar la aplicacion de la circuma como profilactico
en larvas de camaron (Litopenaeus vannamei) mediante la mejora en la salud, supervivencia y
disminucion de bacterias patdgenas a través de ensayos experimentales basados en la aplicacion

directa de circuma como medida profilactica en cultivos de larvas de camaron.

Esta problematica se ha convertido en una alerta que han motivado a los laboratorios a
incrementar los controles de bioseguridad y uso de profilacticos para su control, debido aque se ha
visto que, en los primeros estadios, se presentan anomalias patoldgicas que hace que se vuelvan

susceptibles frente a situaciones de estrés y enfermedades principalmente de origen bacteriano.

Por ello, se ha acudido a las opciones de origen vegetal ya que son amigables con el
ambiente y el ser humano, con la C. longa en esta investigacion tiene como objetivo demostrar la
aplicacion de la circuma como profilactico en larvas de camaron (Litopenaeus vannamei) mediante
la mejora en la salud, supervivencia y disminucién de bacterias patdgenas, las pruebas in vitro de
la curcuma enfrentada a 5 bacterias patogenas V parahaemolyticus , V harveyi, V vulnificus ,
Pseudomonas Florescens y Pseudomonas hidrofilia, mostré concentracion bactericida a los 9 gr
por m3 dando resultados bactericidas . La experimentacion fue realizada en la zona de la Diablica

mediante la experimentacion de dos tanques control y dos experimentales durante 3 ciclos de



produccion de duracién 21 dias, la circuma fue empleada en dosificaciones acorde a la demanda
de salud del animal, con un incremento de 2 hasta 16 gr por m3 con una frecuencia de una vez al
dia, se pudo determinar que la dosis dependiente fluctia de acuerdo a la carga bacteriana , la que
empez6 con concentraciones de 10—* UFC/gr en los tanques control para los estadios10-3,

reportandose una reduccion de 50% de Vibrios y pseudomonas segun esta experimentacion.

Aungue los manejos del laboratorio no mostraron variacion en la salud de las larvas por
aplicacion de otros profilacticos comerciales, se evidencio una supervivencia de los tanques con
circuma del 85%, superior para las larvas, aportando una nueva herramienta costo eficiente para

el control bacteriano y mejora de la salud animal trasmitida en supervivencias.

Palabras clave: profilactico, anomalias, supervivencia, patologias
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ABSTRACT

During the last few years, research related to the search for good aquaculture practices that
guarantee the good use of food by the animals and in this way can increase the production of
larviculture has been intensified. Therefore, the focus of this research is based on demonstrating
the application of turmeric as a prophylactic in shrimp larvae (Litopenaeus vannamei) by improving
health, survival and reduction of pathogenic bacteria through experimental trials based on direct

application. of turmeric as a prophylactic measure in shrimp larval cultures.

This problem has become an alert that has motivated laboratories to increase biosafety
controls and the use of prophylactics for its control, because it has been seen that, in the early
stages, pathological abnormalities occur that cause them to become susceptible to stress situations

and diseases mainly of bacterial origin.

For this reason, the options of plant origin have been used since they are friendly to the
environment and the human being, with C. longa in this research, the objective is to demonstrate
the application of turmeric as a prophylactic in shrimp larvae (Litopenaeus vannamei ) by
improving the health, survival and reduction of pathogenic bacteria, the in vitro tests of turmeric
against 5 pathogenic bacteria V parahaemolyticus , V harveyi, V vulnificus , Pseudomonas
Florescens and Pseudomonas hydrophilia, showed bactericidal concentration at 9 gr per m"3 giving

bactericidal results. The experimentation was carried out in the Diablica area through the
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experimentation of two control and two experimental tanks during 3 production cycles lasting 21
days, turmeric was used in dosages according to the animal's health demand, with an increase of 2
up to 16 gr per m~3 with a frequency of once a day, it was possible to determine that the dependent
dose fluctuates according to the bacterial load, which began with concentrations of 10°(-4) UFC/gr
in the control tanks for stages 107(-3), reporting a 50% reduction of Vibrios and pseudomonas

according to this experimentation.

Although the laboratory handling did not show variation in the health of the larvae due to
the application of other commercial prophylactics, an 85% survival of the tanks with turmeric was
evidenced, higher for the larvae, providing a new cost-efficient tool for bacterial control and

improvement of animal health transmitted in survivals.

Keywords: prophylactic, anomalies, survival, pathologies
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GLOSARIO

Patologia: Estudio de las enfermedades, incorporando una amplia gama de campos de

investigacion en biologia y practicas médicas.

Patogeno: Organismo que causa una enfermedad. También puede dominarse agente

infeccioso o simplemente germen.

Acidos organicos: Grupo de biomoléculas que generalmente no se disuelven en agua, sino
en cloroformo, éter o benceno. Inhiben el crecimiento de determinados microorganismos

digestivos patdgenos, ademas poseen actividad bactericida y bacteriostatica.

Calidad e agua: son las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, asi como factores

bidticos y abidticos que influyen en el agua.

Supervivencia: Cantidad de organismos que resisten diferentes fases en su ciclo

de vida como cambios climéticos, patologias durante el tiempo de cultivo en medio acuético.
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1. INTRODUCCION

La tasa de crecimiento anual que ha experimentado la industria del camarén oscila en un
15% superando para el afio 2021 una exportacion de 1.855.634.851 libras, lo que permitié alcanzar
$5.078.825.249, situandose como el primer productor a nivel de Latino Américay en la actualidad

el primer exportador a nivel mundial, (Camara Nacional de Acuicultura, 2021).

Han sido las enfermedades tanto bacterianas como virales las que han condicionado las
producciones en engorde y en estadios larvarios, siendo estos ultimos los que han sufrido las
mayores pérdidas por problemas sanitarios. La enfermedad emergente del Sindrome de la
Mortalidad temprana (EMS), en los ultimos afios se ha convertido en uno de los mas altos desafios
de control (Otero, 2018), llevando a las diferentes larvicultura a la pérdida total de sus
producciones, esto debido a los incrementos en las unidades formadoras de bacterias por gramo
(ufc/g.), de las larvas analizadas o a protocolos de manejos fundamentados en la eliminacion de
bacterias patdgenas de los sistemas, lo que ha ayudado a disminuir el impacto de esta patologias .
Esta problematica se ha convertido en una alerta que han motivado a los laboratorios a incrementar
los controles de bioseguridad y uso de profilacticos para su control, debido a que se ha visto que, en
los primeros estadios, se presentan anomalias patoldgicas que hace que se vuelvan susceptibles
frente a situaciones de estrés y enfermedades principalmente de origen bacteriano y se produzcan

mortalidades (Cortez, 2021).



Una de las posibles causas de la presencia de estas enfermedades bacterianas, se da
principalmente por las altas densidades de siembra en el cultivo, lo que ocasiona problemas de
calidad de agua con solidos en suspension, material fecal, desperdicio dealimentos, fluctuaciones y
toxicidad por quimicos, que trae como consecuencia la proliferacion de agentes patdgenos
oportunistas afectando la bioseguridad y sobre todoun impacto econémico a los productores (Smith,

2022)

Durante los Gltimos afios, se han intensificado las investigaciones relacionadas a la
busqueda de buenas practicas acuicolas, que garanticen el buen aprovechamiento del alimento por
parte de los animales asegurando un incremento de la produccion, entre las medidas profilacticas
principalmente empleadas se puede encontrar el uso de probidticos, prebidticos, &cidos organicos,
aceites esenciales, extractos naturales y algas, que han sido empleadas con la finalidad de minimizar

los riesgos causados por agentes patogenos. (Gonzalez, 2021)

Entre los profilacticos mas empleados se encuentran los extractos vegetales, con
dosificaciones empleadas ya en larvicultura con resultados de proteccidn contra las bacterias de un
sistema de produccion. Entre los extractos vegetales mas empleados en larvicultura se encuentran
extractos procedentes del bulbo fresco de ajo (Alliumsativum), extractos procedentes de la hoja
fresca de las siguientes plantas: calistemo (Callistemon citrinus, Curtis), lavanda (Lavandula
angustifolia), romero (Rosmarinus officinalis L.), orégano francés (Plectranchus amboinicus

(Lour) spreng.), tomillo blanco (Thymus mastichina L.), salvia rosa (Salvia grahamii Benth), laurel



(Laurus nobilis) y mirto (Myrtus communis), etc. (Marquez, 2018). Estos productos a partir de la
herbolaria se encuentran entre los masutilizados para el control de bacterias Gran negativas, de los

géneros Aeromonas y Vibrios sp. respectivamente.

La clrcuma, conocida cientificamente como Curcuma longa, es una planta herbacea
perenne originaria del sur de Asia. Se ha utilizado durante siglos en la medicina tradicional como
especia y por sus propiedades medicinales. En los ultimos afios, también ha despertado interés en

la acuicultura debido a sus posibles beneficios para los organismos acuaticos (Saiz de Cos, 2014).

La curcumina es el principal compuesto activo presente en la circuma, responsable desu
color amarillo intenso y muchas de sus propiedades medicinales. Esta molécula ha demostrado
tener propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y antifngicas, entre otras. Estos
atributos han llevado a investigaciones sobre el uso de la crcumay la curcumina en la acuicultura
con el objetivo de mejorar la salud y el rendimiento de los organismos acuaticos (Saiz de Cos,

2014).

La circuma es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia Zingiberaceae, nativa
del sudeste asiatico es utilizada principalmente en la industria alimenticia, medicina cosmética y
en la industria de la salud, debido a su capacidad antinflamatoria y antioxidante para aliviar
problemas digestivos, su capacidad de cicatrizacion y efectos hepatoprotectores estas caracteristicas

se deben a la presencia de curcuminoides (Saiz de Cos, 2014).



La suplementacion de la dieta de tilapia con 2 gramos de curcumina por kilogramo de
alimento ejerce efecto inmunomodulatorio y actividad enzimatica antibacteriana lo que resulta en
una mayor ganancia de peso, siendo un método mas efectivo para incrementar la resistencia natural
de los peces a las enfermedades es a través del uso de este inmunoestimulantes. Estos incluyen un
amplio rango de agentes quimicos, compuestos bacterianos, polisacaridos, extractos animales o
vegetales, entre otros. (Abdelrazek HMA, 2017)

Investigaciones en peces han documentado que la curcumina también posee propiedades
biolégicas como promotor del crecimiento, hepatoprotector, antioxidante, antiparasitario,
inmunomodulador y bactericida; en esta ocasion enfrentaron a la curcuma contra Aeromona
salmonicida que fue obtenida de truchas sus resultados indicaron que el crecimiento estuvo
significativamente influenciado por los niveles de curcumina en la dieta, donde el maximo de
ganancia de peso (WG) y tasa de crecimiento especifico (SGR). (SOTO, 2019)

Las propiedades medicinales de la cdrcuma se atribuyen a la bioactividad de los
componentes producidos en las rutas del metabolismo secundario: compuestos fendlicos y aceites
volatiles (Saiz de Cos, 2014). El tratamiento de circuma tiene la capacidad de incitar algun tipo de
efecto antiviral en células, dando como resultado unanotable reduccion en la replicacion del virus
VHSV (Kim et al., 2011), encontraron queun extracto acuoso de curcuma inhibe la replicacion del

virus de la hepatitis b, al poderaumentar los niveles de la proteina p53 (Chen et al., 2013).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De manera general, todos los sistemas de produccion larvaria de camarones poseen desafios
ligados directamente a las enfermedades que se pueden presentar y que llegabaa causar grandes
pérdidas econdmicas a los productores, situacion que obliga a la industria a estar en constante
innovacion y a realizar investigaciones buscando alternativas que ayuden al buen desarrollo y

crecimiento constante a los camarones principalmente en sus primeros estadios larvarios.

La presencia y brotes de enfermedades se da principalmente por la interaccién entre los
organismos y patogenos introducidos en los medios de cultivos ya sea por la transferencia
accidental de organismos contaminados, uso de alimentos que se encuentren infectados, mal control
de protocolos y barreras sanitarias lo que ocasiona una mala calidad de agua, altas densidades de
siembra, nutricion inadecuadas entre otros, proliferan patologias como el sindrome de bolitas,
sindrome de Zoea, hepatopancreatitis necrotizante (NHP) y el sindrome de mortalidad temprana
(EMS). Entre los géneros responsables de estas patologias principalmente podremos encontrar: V.
alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus los que han sido responsables de altas

mortalidades hasta el 100% a las 24 horas de la propagacion (Morales & Cuéllar, 2008).

Recientemente se siguen reportando perdidas de larvas por problemas netamente



bacterianos, a pesar de que se usan una gran variedad de productos para mejorar la salud en los
diferentes protocolos aplicados en los laboratorios, es por eso por lo que se hace cada vez mas
importante contar con productos que puedan ser aplicados de otras lineas como la linea humana hacia
la industria del camaron. Es importante entonces investigar productos como la carcuma, asi como
se han ensayados otros extractos vegetales que de alguna manera proporcionan una funcién

enfaticamente relacionada con la salud, pensando en un trabajo amigable con el ambiente.



3. JUSTIFICACION

Desde la prohibicion del uso de antibidticos en la produccién de camarones a nivel mundial
y en el Ecuador, donde la Gltima restriccion de uso ha sido la prohibicion de la enrofloxacina, ha
dado paso al uso eminente de sustitutos y productos que sean mas amigables con el camardn y con
el medio ambiente. Dichos productos como los &cidos organicos y extractos de vegetales, cuyo uso
frecuente viene del area humana, han dado resultados exitosos en la produccion de camarones, tanto
en la activacion del sistema inmune, asi como en el control de bacterias que provoquen patologias

en los mismos.

Los camarones en todos sus estadios son susceptibles a todo tipo de infecciones por lo que
es comun la adopcion de medidas estratégicas profilacticas, los cuales tienen como objetivo prevenir
los brotes de enfermedades a través del mantenimiento de un proceso equilibrado, en ambiente en
que se encuentra el organismo logrando mejorar el crecimiento, supervivencia control de
enfermedades bacterianas, sin causar efectos perjudiciales y residuales en el medio ambiente.

(ACUACULTURA, 2021)

Se ha podido determinar que muchos compuestos antivirales, antifingicos, antioxidantes y
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antibacterianos han sido extraidos de las plantas, describiéndose una gran cantidad de compuestos

experimentados en animales acuaticos principalmente en peces y crustaceos.

Es importante considerar que los productos naturales utilizados en la larvicultura ademas
de brindar mejores caracteristicas salud, no generan efectos residuales nocivos como si ocurre con
los antibidticos, que terminan siendo contaminantes en los cultivosy el medio ambiente. En la
actualidad se ha intensificado la investigacion direccionada a la bldsqueda de alternativas que
permitan prevenir y controlar enfermedades y al mismo tiempo ayuden a alcanzar la sostenibilidad
de los cultivos al ser amigables con el medio ambiente, en estos podemos encontrar aceites
esenciales de plantas, compuestos organicos que tienen capacidad antifingica, antibacteriana y no

genere efectos secundarios.

El uso de profilacticos para el control de enfermedades en la larvicultura debe considerarse
un tema de interés investigativo, debido al hallazgo de nuevos productosnaturales que han sido
empleados como alternativa y reemplazo de los antibioticos. Estos antibidticos por su residualidad
metabolica han sido prohibidos su uso indiscriminado sin un debido control de la dosis requerida
por el sistema productivo donde se lo emplee, muchos mas sobre los posibles restos de metabolitos
que puedanser trasferidos a los consumidores finales de productos cosechados en piscinas de

engordes (Gracia et al., 2012).

La clrcuma en peces se ha experimentado como actividad antiviral contra el virus de la
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septicemia hemorrégica virica (VHSV) por su posible capacidad al modificar la bicapa lipidica
afectando la funcion de las proteinas de la membrana del virus, por otraparte en humanos tiene
actividad antioxidantes, antiinflamatoria, anticancerigenos debido a su inhibicién de la actividad
de enzimas ADN metiltransferasas, acetiltransferasas y deacetilasas de histonas lo que permite la
regulacion de alteraciones epigenéticas, sin embargo no se ha demostrado que pueda utilizarse como

medida profilactica en los sistemas de cultivo de camaron.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar el efecto de la circuma como profilactico en larvas de camarén(Litopenaeus

vannamei), demostrando la supervivencia y disminucién de bacterias patdgenas.

3.2 Objetivos especificos

e ldentificar las anomalias patoldgicas en los diferentes estadios larvarios, mediante la

observacion macroscopica y microscépica durante toda la corrida larvaria.

e Comparar la carga bacteriana presentes en los organismos de control y tratamiento con
carcuma mediante el conteo de las colonias y tomando en cuenta sus caracteristicas

morfoldgicas.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de la circuma como profilactico frente a
bacterias patogenas (Vibrios y pseudomonas)

e Demostrar la eficiencia de la circuma como profilactico mediante la supervivencia de las

larvas de camaron en los diferentes estadios larvarios.
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4. HIPOTESIS

Ho: El uso de la curcuma ayudard a reducir las cargas bacterianas producidas por los

agentes patogenos presentesen los estadios larvarios dando como resultado una mejor produccion.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Taxonomia

Como miembros de los crustaceos, los camarones son artropodos mandibulados con
apéndices birrameados articulados, con dos pares deantenas caparazon y branquias. Los camarones
del subgénero Litopenaeus son de télico abiertos y receptaculos espermaticos. A este grupo
pertenecen algunas especies americanas de gran importancia comercial, tales como Litopenaeus

vannamei, L. stylirostris y L. californiensis (FAO, 2009).

-
-

-~ xé&!

Reino: Animalia
Filo:  Arthropoda 5
Subfilo: Crustacea

Figura 1. Litopenaeus
Clase: Malacostraca

vannamei.
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus

Especie: vannamei
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5.2 Enfermedades presentes en los sistemas de cultivo

5.2.1 Cultivo

Se han considerado a las enfermedades bacterianas, como las responsables deperdidas en
producciones larvarias, siendo la de mayor impacto en la actualidad el Sindrome de la mortalidad
temprana, sin embargo, es de primordial importancia conocer las diferentes enfermedades

bacterianas.

5.3 Patologias

5.3.1. Vibriosis sistémica

Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en las instalaciones de cultivo
alrededor del mundo. La vibriosis afecta a todas las especies decamaron usadas en acuicultura ya
que estas pueden ser susceptibles a la infeccion cuando se encuentran en condiciones de estrés.
Esta enfermedad se considera una infeccion generalizada, ya que involucra a la cuticula,
hepatopancreas, organo linfoide, glandula antenal, corazon, hemolinfa y musculo. Los agentes
causales son Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, Photobacterium daunselae,
V. campbellii, V. sp y V. Harvey, pertenecientes al clado Harvey, organismos claves de busqueda

en lo diagndsticos patologicos en la produccion de camarones. (Lomeli & Martinez,2014).
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5.3.2 Sindrome de Zoea Il

El sindrome de Zoea Il ha sido reportado como una enfermedad que causa altas
mortalidades en el estadio de Zoea Il de camarones blancos y azules ataca la hepatopancreas,
intestino medio y posterior. En 1993 se reportd por primera vez en cultivos larvarios de Litopenaeus
vannamei de Ecuador, México y Estados Unidos; pero fue hasta 1995 cuando se manifesto en todos
los laboratorios de América Latina. Se reportd que en Ecuador el agente causalde estas enfermedades
Vibrio harveyi, mientras que otros autores reportan laposible presencia de bacterias intracelulares.
Esta enfermedad también se le conoce como el Sindrome de las bolitas blancas por el
desprendimiento de lascélulas de los tabulos de la hepatopancreas (Lomeli & Martinez, 2014).

Figura 2. Sindrome de Zoea Il.

Fuente: Smoes, 20
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5.3.3 Enfermedad de luminiscencia

La enfermedad de luminiscencia, causada por bacterias luminiscentes ha sido responsable
de altas mortalidades (80%), en los laboratorios de larvicultura de muchos paises de América
Latina. La bacteria mas predominante que se ha aislado en estas enfermedades Vibrio harveyi. Los
organismos infectadoscon esta bacteria se observan con luminiscencia, letargo (disminucion de la
actividad normal), nado erratico, permanencia en el fondo del tanque y mortalidades masivas

(Morales & Cuéllar, 2008).

Figura 3. Enfermedad de luminiscencia
Fuente: FAO, 2014

5.3.4. Necrosis de la hepatopancreas bacteriana (NHP-B)

La necrosis de la hepatopancreas de origen bacteriano (NHP-B), es una severaenfermedad

provocada por bacterias intracelulares del tipo de las rickettsias.
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La bacteria tipo rickettsia mas predominante y patogena en esta enfermedad es un pequefio
cocobacilo Gramnegativo con un diametro en promedio de 0.36um, la cual infecta y se multiplica
en el citoplasma de las célulasepiteliales de los tubulos de la hepatopancreas, reproduciendose por

fision primaria en la célula hospedera (Morales & Cuéllar, 2008).

Figura 3. Necrosis de la hepatopancreas bacteriana (NHP-B)
Fuente: (Morales & Cuéllar, 2008).

5.3.5 Sindrome de mortalidad temprana (EMS)

Esta es una patologia degenerativa de la hepatopancreas, que sugiere una etiologia toxica,
pero la informacion de los modelos de diseminacion de la enfermedad puede ser consistentes como
un agente infeccioso. La causaprimaria / patogeno no ha sido identificado. Considerando la

amenaza de grandes pérdidas econdmicas que la EMS causara a la industria camaronera enla region,

16



se requiere de una accién concertada para cada pais productor de camaron para prevenir la

diseminacion u ocurrencia de esta enfermedad. (OSPESCA, 2013).

Figura 4. Sindrome de mortalidadtemprana (EMS)
Fuente: OSPESCA, 2013

5.3.6 Consecuencias de altas bacterias en los cultivos acuicolas

Algunas de las enfermedades de los Peneidos son consecuencia del sistema de cultivo
empleado (intensivo, semi-intensivo y extensivo) (FAO, 2004). Una de las posibles causas de la
proliferacion bacteriana, es la alta densidad de camarones (sistema intensivo), lo que permite la
adaptacion y seleccién decepas virulentas de bacterias oportunista asociadas al camarén y cepas
patdgenas que se encuentran normalmente en el medio acuatico. Ademas, estas condiciones de
cultivo pueden estresar a los animales, afectar su fisiologia y su capacidad inmunitaria, trayendo
como consecuencia la sensibilidad de los animales a bacterias oportunistas y normalmente poco

patdgenas (Guarnner, 2018).
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6. Estrategias profilacticas para el control de patologias bacterianas

La profilaxis tuvo como objetivo la prevencion de enfermedades a través de medidas y
procesos para mantener un ambiente estable y equilibrado para el cultivo, por lo tanto, para lograr
la profilaxis se pueden hacer uso de microorganismos benéficos como también productos que
provienen de animales. Esto ayudd y mejoro el crecimiento como la supervivencia del organismo
en cultivo, sin causar algun efecto perjudicial y residual en el medio ambiente haciendo de esta una

actividad amigable con el ecosistema (Vega, 2019).

6.1 Activacion de la mejora en la salud de larvas

La activacion de la respuesta inmunoldgica de los aceites esenciales, en la aplicacion en
larvas de camaron en la acuicultura es un tema de investigacion que ha despertadointerés en los
ultimos afios. Los aceites esenciales, obtenidos de plantas aromaticas, contienen compuestos
bioactivos que poseen propiedades antimicrobianas y pueden tener efectos estimulantes en el

sistema inmunoldgico de los organismos acuaticos (Vielka & Cuéllar, 2008).

La aplicacion de aceites esenciales en larvas de camaron en la acuicultura seha estudiado
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con el objetivo de mejorar la salud, el crecimiento y la resistenciade estos organismos frente a
enfermedades. Algunos aceites esenciales han demostrado tener efectos beneficiosos en la
estimulacion de respuestas inmunologicas y en la prevencion de infecciones bacterianas y fangicas

en laslarvas de camarén (Vielka & Cuéllar, 2008).

6.2 Betaglucanos

Los betaglucanos son polisacaridos naturales que se encuentran en diversas fuentes,como
las paredes celulares de hongos y levaduras, asi como en algunos cereales y algas. En la larvicultura,
se ha investigado su uso como inmunoestimulante para mejorar la respuesta inmune y la salud de

las larvas de diferentes especies acuaticas (Pizarro et al., 2014).

Los betaglucanos tienen la capacidad de activar el sistema inmunoldgico de los organismos
acuaticos, estimulando la produccion de citocinas y promoviendo la fagocitosis de patdgenos.
Ademas, se ha observado que pueden incrementar la resistencia a enfermedades y mejorar la

supervivencia de las larvas en condiciones deestrés (Martin & Garicano, 2015).

6.3 Acidos Organicos

Los &cidos organicos son sustancias naturales usadas con efecto antimicrobiana, como el
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acido lactico que permiten cuidar la salud del camaron ante diferentes tipos de enfermedades de

forma natural sin usar componentes quimicos abrasivos que contaminen la calidad del agua.

Los acidos organicos son utilizados en la acuicultura como una herramienta eficiente para
controlar patdégenos en peces y como conservantes en los alimentos balanceados,disminuyendo el
pH y reduciendo el crecimiento microbiano. Ademas, los acidos orgénicos pueden actuar como
sustitutos de los antibioticos en alimentos acuicolas y son generados en fermentos y alimentos
pre-digeridos. Hay diversas opciones de &cidos organicos disponibles para su uso en la acuicultura,
como el benzoico, férmico,lactico y otros A su vez, también se utilizan probioticos en la acuicultura
para mejorarla salud y el bienestar de los peces, los cuales pueden contener acidos organicos en su

composicion (Ufa et al., 2017).
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Figura 5. Estructura quimica de &cidos orgénicosutilizados en la acuicultura.
Fuente: Stevens, 2018

6.4 Probidticos

Los probidticos se los puede definir como microorganismos benéficos que pueden ser
suministrados como suplementos en las dietas ayudando el microbiota también del camaro6n. Las
bacterias probidticas en la acuicultura provocan compuestos contribuyentes a la inmunidad de

sistema organico delhuésped, es decir, ayudan y mejora a generar una digestion esperada que pueda
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absorber nutrientes necesarios para el crecimiento del animal y la ayudaen la asimilacion de

proteinas beneficiosas (Terrones & Reyes, 2018)

Figura? Figura 7. Bacillus agnitytus

Fuente: Fuente: Adquia, 2019
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6.5 Prebidticos

Los Prebidticos tienen la capacidad de optimizar la sostenibilidad de la explotacion del
cultivo, podemos decir que unos de los prebidticos mas utilizados en la acuacultura son los mono
oligosacaridos mas conocidos como MOS, estos son carbohidratos complejos que provienen de la
pared celular delevadura de la Saccharomyces cerevisiae. Tiene como funcion el blogueo dela
adhesion de patdgenos bacterianos a través de la no adherencia de la lectinas de las bacterias con
los carbohidratos que se encuentra en la capa superficial de la células intestinales de los crustaceos,
por ende impide la colonizacion de los patogenos provocadores de infecciones y a la vez es una
excelente alternativa a los antibidticos convencionales, por lo general los acuicultores incluyen
también estos componente en la dieta del camardn de manera indirecta que ayuda a la microbiota

intestinal (Gainza & Romero,2017).
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Figura 8. Saccharomyces cerevisiae

Fuente: Bionatura, 2020
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6.6 Aceites esenciales

Son sustancias que tiene una variedad de componentes aromaticas de base lipidicas como
son los alcoholes, acetonas esteres, cetonas y aldehidos que sepueden encontraren diferentes partes
de las plantas (raices, hojas, flores, tallosy frutos). También son utilizados como estimuladores del

apetito aparte de sus propiedades antioxidante (Paredo et al., 2009).

Figura 2.Aceite esencial de romero
Fuente: (EcuRed, 2019)

6.7 Inmunoestimulantes

Las estrategias para la prevencién y control de patégenos incluyen el mejoramiento de las
condiciones ambientales, el almacenamiento de patégenos especificos (SPF) de postlarvas de
camaron y la mejora de la resistencia a las enfermedades con el uso de inmuno estimulantes como

los glucanos (Kolkovski, 2022).
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7. Condiciones que deterioran la salud de los animales

7.1 Estrés

El estrés en las larvas de camardn puede estar asociado a diferentes factores, como cambios
en el ambiente, manipulacion, exposicién a sustancias quimicas y otros estimulos externos. En el
caso de los aceites esenciales, es importante considerar su dosificacion y forma de aplicacion, ya
que altas concentraciones o aplicacionesinadecuadas podrian aumentar el estrés en las larvas

(Molina, C. & Pinargote, C., 2021).

El estrés que pueden causar los aceites esenciales en la aplicacion en larvas de camarénen la
acuicultura es un tema que ha sido objeto de investigacion. Si bien los aceites esenciales pueden
tener propiedades beneficiosas, como propiedades antimicrobianasy estimulantes del crecimiento,
su aplicacion también puede generar respuestas de estrés en los organismos acuaticos, incluidas las

larvas de camaron.

7.2 Control de enfermedades

Los aceites esenciales han sido objeto de investigacion en la acuicultura debido a sus
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posibles propiedades anti-patoldgicas, es decir, su capacidad para prevenir y controlar
enfermedades en las larvas de camardn y otros organismos acudticos. Estos compuestos naturales
pueden tener efectos antimicrobianos y antifingicos, lo que los convierte en una alternativa
potencial a los agentes antimicrobianos convencionales en la acuicultura (Molina, C. & Pinargote,

C., 2021).

Algunos estudios han explorado los efectos de los aceites esenciales en la prevencion y
control de patologias en larvas de camardn en la acuicultura. Estos efectos pueden estar
relacionados con la capacidad de los aceites esenciales para inhibir el crecimiento de bacterias

patdgenas y hongos,reduciendo asi el riesgo de infecciones.

7.3 Capacidad bactericida de los extractos esenciales

Los aceites esenciales han mostrado potencial para el control de bacterias enla acuicultura,
incluyendo su aplicacion en larvas de camardn. Varios estudios han investigado el efecto
antimicrobiano de los aceites esenciales y sucapacidad para reducir la carga bacteriana en los

cultivos acuicolas. (Antunes, 2012)

Por ejemplo, en un estudio realizado por Rodriguez-Gonzélez et al. (2019), se evaluo el
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efecto de la aplicacion de aceites esenciales en larvas de camardnen relacion con el control de
bacterias. Se observé que ciertos aceites esenciales, como el aceite de orégano y el aceite de canela,
exhibieron actividad antibacteriana significativa contra cepas bacterianas patdgenas para el
camaron. Estos aceites esenciales demostraron ser efectivos para reducir lacarga bacteriana y
mejorar la supervivencia de las larvas de camardn en comparacion con el grupo de control (Gracia
etal., 2012).

El uso de aceites esenciales en la acuicultura, incluyendo en las larvas de camarén, se ha
investigado como una posible estrategia para promover la salud y el rendimiento de los organismos
acuaticos. Algunos estudios han explorado la aplicacion directa de aceites esenciales en las larvas
de camardn para evaluar su efecto en el control de patdgenos y mejorar la supervivencia
(Dominguez, 2020). Estos aceites esenciales pueden ser extraidos de diversasplantas, como el
eucalipto, el orégano, el tomillo, la menta y la canela, entreotros.

En este estudio, los investigadores evaluaron la actividad antibacteriana de varios aceites
esenciales sobre las larvas de camardn blanco (Litopenaeus vannamei). Se encontré que ciertos
aceites esenciales mostraron efectos positivos al reducir la carga bacteriana y mejorar

lasupervivencia de las larvas.

En el caso de las larvas de camardn, se ha investigado el uso de aceites esenciales como
agentes antimicrobianos y estimuladores del crecimiento. Algunos estudios sugieren que ciertos
aceites esenciales pueden tener efectospositivos en la supervivencia y el desarrollo de las larvas,

asi como en la prevencion de infecciones bacterianas y fungicas.
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7.4 CUrcuma

La Carcuma, de la familia Zingiberaceae, conocida popularmente comoyuquilla amarilla,
jengibre amarillo o circuma, es de origen indico-malayo (Huizen, 2022). La parte util, el rizoma
seco, es utilizada ampliamente en muchos paises como colorante alimenticio y especia, y forma
parte integrantede la mezcla conocida como curry (OCU, 2023).

La curcuma es valorada por la Medicina Ayurvédica como una planta energética, amarga,
astringente, picante, calorifica, que resulta un excelente antibiético natural, capaz de actuar en todos
los elementos-tejidos del cuerpocon efectos notables en los sistemas digestivo, circulatorio y

respiratorio (Espafiol, 2020)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida Figura 10. Carcuma

Fuente: (Aguilar, 2022)
Subclase:  Zingiberidae

Orden: Zingiberales

Familia: Zingiberaceae

Género: Curcuma

Especie: longa
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7.5 Propiedades de la carcuma comprobadas cientificamente

7.6 Antioxidante

La curcuma es una fuente de antioxidantes naturales, comparada, en sus efectos preventivos
del dafio por radicales libres, con las vitaminas C y E, asi como también con la enzima superdxido
dismutasa. Varios estudios confirman su propiedad antioxidante, citoprotectores, hepatoprotectora
e inmunomoduladora, mediada por la fuerte capacidad antioxidante, de conjugacion y de proteccién
del ADN de los linfocitos contra el dafio peroxidativo, tanto del curcumin como de los péptidos y

residuos de metionina presentes en esta planta (Ramsewak et al., 2000).

Otro estudio concluydé que el curcumin redujo la produccion de especies reactivas de
oxigeno, los fragmentos de ADN, la formacion de micronucleosy la citotoxicidad en células Hep
G2 inducidas por acrilamida (carcindgeno descubierto recientemente en comidas calentadas a altas
temperaturas). El efecto protector de la catalasa observado en este caso sugiere que dicha
citotoxicidad depende de la produccién de peréxido de hidrégeno y que esta proteccion esta
mediada por un mecanismo antioxidante. Asi, el consumo de curcumina puede ser una via para

prevenir o atenuar la citotoxicidad y genotoxicidad de la archilamida (Cao et al., 2008).

También se observé que el curcumin induce respuesta al estrés celular en fibroblastos de
piel humana normal, a través de la ruta del fosfatidil inositol- 3-quinasa/Akt y sefiales redox,
asociado a que este estimula las defensas antioxidantes celulares, lo cual puede ser un acercamiento

a la terapia antienvejecimiento (Lima et al., 2011).
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7.7 Antiinflamatorio

En animales de laboratorio ha mostrado como actividad antiinflamatoria de la circuma, que
puede ser beneficiosa para personas con osteoartritis y artritis reumatoidea (Deodhar et al., 1980).
Al respecto, estudios internacionales demuestran el poder antiinflamatorio que posee el curcumin,
las cetonas se quisterpénicas (turmeronas) y los polisacaridos presentes en el rizoma de estaplanta,
lo que justifica sus indicaciones en procesos inflamatorios artriticos, particularmente en pacientes

con tendencia a trombosis, arteriosclerosis y tromboembolismo (Kulkarni et al., 1991).

7.8 Inmunomodulador

Se demostro que los curcuminoides y polisacaridos presentes en la fraccion de alta polaridad
de un extracto acuoso caliente de Cdrcuma longa Linncruda,producen efectos estimulantes sobre
la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica y que la produccién de citoquinas
TGF- B, TNF-a, GM-CSF, IL-1a, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 fue modulada por la fraccion del
extracto de cdrcuma con mayor proporcién de polisacaridos, aumentando también, por dicha

fraccion del extracto acuoso, la proporcion de CD14 positivo.

Tales efectos inmunoestimulantes pueden ser de gran importancia para utilizar esta planta
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como suplemento adyuvante en pacientescon cancer, especialmente cuando la funcion inmune esta

deprimida como encaso de la quimioterapia (Yue et al., 2010).

7.9 Hepatoprotector

Se reconocidé la actividad hepato-protectora del rizoma de la planta (con dosisoral de100
mg/Kkg) en un estudio preclinico con modelos experimentales in vitro e in vivo (Hassaninasab et al.,
2011). Algunos investigadores demostraron recientemente el efecto quimiopreventivo de la
Curcuma longaLinn sobre el tejido hepético, en ratones transgénicos con proteina X del virus de la
hepatitis B, pues al administrarle un concentrado acuoso de esta plantase redujo la grasa visceral
hepética, disminuy6 la proporcién peso hepatico/peso corporal, aumento el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), que indic6 una regeneracion del tejido hepatico dafiado, disminuyo6la
expresion de la proteina X del virus de hepatitis B y se incrementd la expresion p21 y ciclina D1,
con el consiguiente aumento en la proteina p53. Esto sugiere que dicha planta puede resultar una
gente hepatoprotector potencial en etapas tempranas o tardias de la enfermedad hepética, relativa

almencionado virus, especificamente de la hepato carcinogénesis (Kim et al., 2011).
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7.10 Activador del sistema inmune

La curcuma (Carcuma longa) ha sido objeto de numerosos estudios cientificosque han
investigado sus propiedades medicinales y su capacidad para fortalecerel sistema inmunologico en
diferentes especies, incluidos los organismos acuaticos en la acuicultura (OCU, 2023). A
continuacion, se presenta algunasde las propiedades de la circuma que han sido respaldadas por

evidencia cientifica en relacion con su funciéon como activador del sistema inmune en laacuicultura:

Actividad antioxidante: La circuma contiene compuestos, como la curcumina, que tienen
propiedades antioxidantes. Estos compuestos pueden ayudar a reducir el estrés oxidativo en los

organismos acudticosy, por lo tanto, mejorar su respuesta inmunitaria (Salus, 2021).

Efectos antiinflamatorios: La circuma ha demostrado tener efectos antiinflamatorios en
diversas especies. Esto es relevante en la acuicultura, ya que la inflamacion es una respuesta comun
ante lesioneso infecciones, y la reduccién de la inflamacion puede ayudar a mejorarla salud y la

respuesta inmunitaria de los organismos acuaticos (Salus,2021).

Es importante tener en cuenta que la clrcuma y sus compuestos activos, comola curcumina,
pueden variar en su biodisponibilidad y efectividad dependiendode diversos factores, como la forma
de administracion y las dosis utilizadas. Ademas, las respuestas inmunitarias pueden variar segin

la especie y las condiciones especificas del entorno acuicola.

31



7.11 Medios de cultivos

Los agares selectivos son empleados para la caracterizacion de géneros de las principales
bacterias responsables de las patologias. Esta selectividad permite establecer una distincion de las
bacterias durante la siembra sin requerir el empleo de pruebas bioquimicas o moleculares, para

caracterizar las bacterias. Entre los principales agares empleados los siguientes:

7.11.1. Agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS MEBIOTEC)

Se caracteriza por ser un medio altamente selectivo, cumple con los requisitos nutritivos de
las especies de Vibrio y permite que compitan con la flora intestinal. Todos los miembros del
género tienen la capacidad de crecer en los medios con mayores concentraciones de sal y algunas

especies son halofilicas (Dickinson, 2003).

En TCBS Agar, los Vibrios fermentadores de sacarosa (V. cholerae, V. alginolyticus, V.
harveyi, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. metschnikovii) presentan un aspecto de
colonias de tamafio mediano, lisas, opacas y amarillas. La mayoria de los demas Vibrios de
importancia clinica, incluido V. parahaemolyticus, nofermentan sacarosa y presentan colonias de

color verde. (IDDEX, 2022)
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Figura 10 A. Placa de agar tcbs

7.11.2 Agar cetrimide MEBIOTEC

Medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa y de otras
especies del género. Es éste un medio muy semejante al King A, en el cual la peptonade gelatina
aporta los nutrientes para el desarrollo microbiano, el cloruro de magnesioy el sulfato de potasio
promueven la formacion de piocianina, pioverdina, piomelaninay fluoresceina de P. aeruginosa
(Britania, 2022). Su formula cumple con los requerimientos de la Armonizacion de Farmaco
Europea, japonesa y de los Estados Unidos de Norteamérica (EP, JP y USP respectivamente).

(Santambrosio, 2022)

El proceso comienza con la preparacion de una muestra de 0,5 g en los primeros estadios y
1 gr en estadios méas grande, que se lava con agua destilada y se recolecta en un tubo eppendorf
para su maceracion. Luego, se toman 1000 ul de la muestra parala inoculacién en una placa vacia.
Posteriormente, se vierte el agar liquido a 45 °C enla placa hasta completar 12 ml y se homogeneiza
mediante movimientos suaves hastaque se solidifique. (IDDEX, 2022)
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Otra opcion es realizar la siembra en superficie, donde se utilizan 100 ul de la muestra
macerada y se colocan sobre la placa de agar solido, esparciéndola uniformemente hasta que se

seque por completo. Después, se incuba la placa a 32 °C durante 24 horas.

Figura 10 B: Placa de agar Cetrimide

Fuente: Samtanbrosio, 2022

7.12 Concentracion Minima Inhibitoria

Es la concentracion mas baja (en pg/ml) de un producto que inhibe el crecimiento de una
determinada cepa bacteriana. Por lo general se utiliza un sistema comercial automatizado para
determinar las CMI. Un método cuantitativo de prueba de sensibilidad, que ofrezca una CMI, ayuda
a determinar qué clase de producto es mas eficaz. Esta informacién puede conducir a la eleccion

adecuada del tratamiento, lo que aumentara las probabilidades de éxito para resolver la infeccion
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y ademaés ayudard en la lucha para frenar la resistencia a antibioticos. (IDDEX, 2022)

Figura 10: Placa de MIC
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8. MARCO METODOLOGICO

Esta investigacion es de enfoque cuantitativo, experimental, exploratorio, sera aplicado

directamente en el &rea de produccién larvaria mediante ensayos.

8.1 Area de estudio

La realizacion de esta investigacion fue realizada en la provincia de Santa Elena, en el sector
de Salinas, donde los ensayos se realizaron en la Empresa MEGALATINA, ubicada en el sector de
Punta Carnero — Salinas (Fig. 11 A), con las coordenadas -2.301701, -80.9061101,15 y los analisis
microbioldgicos en el laboratorio NOVAGESTION localizada en el sector de Mar Bravo bajo las

siguientes coordenadas -2.242767, -80.952161. (Figura 11 B).

Figurall A. Laboratorio MEGALATINA
Fuente: Google Maps, 2021.
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8.2 Disefio experimental

8.2.1 Unidades experimentales

Para el ensayo se utilizaron 4 tanques, de los cuales 2 tanques seran unidades de control y
2 tanques restantes para la aplicacion de carcuma. El desarrollo de la investigacion se dio en las
instalaciones del laboratorio MEGALATINA, en las tres corridas se mantuvo una cantidad de siembra
de 1°800.000 larvas por tanque. Se realizaron tres corridas de produccion, en la que se mantendran los

mismos tangues controlesy experimentales, en fechasdiferentes y de maneracontinua.

TANQUES CONTROL TANQUES PRUEBA CURCUMA

Figura 12. Unidades experimentales.
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8.2.2 Tamarfio de la muestra

Las muestras fueron tomadas del laboratorio MEGALATINA, donde se recolectaron 4
muestra tanto en el control y tratamiento durante los estadios Nauplio, Zoea, Mysis y Postlarvas
durante 3 corridas, se procedio a la observacién macroscopica de la larva que permitié a determinar
las posibles anomalias patologicas en fresco, posteriormente fueron llevadas al laboratorio

NOVAGESTION donde se realizé el proceso microbioldgico.

8.2.3 Aplicacion de profilactico

Los 2 tanques de control siguieron el protocolo normal del laboratorio, mientras que para
la aplicacion de la cdrcuma en su dosificacion se establecio dependiendo del estadio en el que se
encuentre el organismo comosedetalla en la tabla guia. En la cual se fija que para los estadios de N5
se uso 2ppm (gramos/ taque), Z1 se aumento a 4ppm, Z2 6 ppm, Z3 7ppm, a partir de Mysis se
Ilevd un incremento de 1 a 2 gramos, M1 8 ppm, M2 y M3 con 9ppm y finalmente de PL1 a PL4

se termino con una dosificacion de 10 ppm. (Anexos, Tabla 1.1).
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8.2.4. Muestreos

Los muestreos se efectuaron en periodos semanales, tomando los estadios de seguimiento
en las corridas, como Nauplios, Zoea, Mysis y Postlarvas, durante cada estadio se realiz6 una
revision macroscopica, microscépica y microbioldgica.

Los animales fueron tomados empleando un recipiente de vidrio, donde se tomd la larva de
los tanques separadas de acuerdo con el analisis a realizar y se detallé los requerimientos

considerados para cada uno de los analisis, asi como los procedimientos realizados.

8.2.5. Revision macroscépica del estado de salud larvario.

Las consideraciones de los animales fueron monitoreadas, mediante la revision
macroscopica, donde se determinaron caracteristicas bajo-indicadas, que nospermitieron evaluar el

desarrollo de la salud de las larvas. Estas fueron consideradas de la siguiente manera:

Actividad natatoria.

e Fototaxis

e Presencia de hilos fecales

e Luminiscencia

e Homogeneidad de estadio
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8.2.6 Revision microscopica

Esta revision consistio en separar alrededor de 10 larvas a zar, colocadas en un porta objetos

se observo mediante el microscopio con el fin de encontrar posibles anomalias patologicas, tales

fueran estas como:

e Expansion de cromat6foros

e Color de antenas, apéndices y branquias

e Presencia de edemas, mancas, laceraciones

e Zonas oscuras u opacas (necrosis)

e Transparencia de musculo del abdomen y cefalotorax.

e Porcentaje de llenura del intestino

e Deformidades.

Estas caracteristicas nos permitieron la toma de decisiones durante la evaluacion del

producto de estudio.

En cuanto al registro de la salud de animal que se llevo al cabo durante los muestreos se lo

cualifico en base a una tabla de grado de severidad, donde O representa a sin anomalia, 1 presencia
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baja de anomalias, 2 presencia moderada de anomalias, 3 presencia alta de anomalias y 4 gran

cantidad de anomalias. (Cuéllar, 2018)

8.2.7 Recolecciodn de las muestras

Se realizd con la ayuda de una red de captura de larvas posteriormente las muestras se

colocaron en recipientes de vidrio para su respectivo analisis.

8.2.8 Muestreo:
Se procedi6 a colectar las larvas de camardn en un recipiente estéril utilizando técnicas adecuadas.
Toma muestras representativas de un gramo aproximadamente por tanque de las larvas de

diferentes areas del criadero o estanque.

8.2.9 Preparacion de muestras:

Se empled la camara de flujo laminar (Air Tech Japan, Ltd. Mod. BCM-1002W),
empleando la metodologia estandar Los analisis y siembras de las muestras se realizaran siguiendo
la metodologia tradicional segun lo indicado en el método estandar, empleando diluciones

sucesivas seriadas en una relacion 1:10, con inclusion de agar al 2% para agar selectivo TCBS, y
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al 5% (v/v) para TSA, TCBS efectuando el conteo total de Unidades Formadoras de colonias

UFC.ml.

La siembra de las muestras fue realizada por la metodologia de siembra en profundidad
empleando un ml. por cada dilucion trabajada. Las muestras fueron trabajadas en las diluciones
para obtener colonias puras de cuantificacion bajo el estandar de 30 a 300 colonias por placa

siguiendo metodologia segin (Urmeneta et al., 2000; Moreno, 2002 B.A.M.,1998).

8.2.10 Analisis microbioldgicos y diluciones seriadas:

8.2.10.1 Preparacion de agar

Agar TCBS

Se coloca 88g de agar en un litro de agua destilada esterilizada que se debe llevar al fuego
hasta punto de ebullicion, lo cual dejamos de enfriar y procedemos a verter en cada placa, no

necesita autoclavarse. (Kobayashi, 2019).

Agar CETRIMIDE

Este medio de cultivo necesita de ser esterilizado el cual se usa 45,3 gramos para un litro,
al igual que los otros anteriores se los lleva a calentar hasta punto de ebullicién y se lo deja auto

clavar por un periodo de 1 hora y 45 minutos. Verter en placas. (Kobayashi, 2019)
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8.2.10.2 Prepara una serie de diluciones

Para la dilucidn se usa tubos eppendorf con agua salina en un volumen de 9 ml, que a partir
de un gramo de muestra ya macerado se efectuaron las respectivas diluciones tomando 1 ml para
siembra, donde se vierte el sobrenadante en el agar ya solidificado y se extiende con un asa de

platina.

8.2.10.3 Siembra de muestras:

Para la siembra de las muestras de larvas, como primer punto se macero un gramo de larva
previamente desinfectada de la cual se utilizd6 1 ml para empezar hacer las diluciones en los
diferentes medios de cultivos, siendo el caso de CETRIMIDE se usé 10~ y TCBS Y
CHROMOAGAR 10-2y 10-3, la muestra que se colocé en la placa se extendi6 por medio de un

asa como método de expansion de las colonias, finalmente obtener el resultado.

8.2.10.4 Incubacion:

En este proceso final, se llevan las placas previamente con la muestra depositada a incubar
por un lapso de 24 horas a una temperatura de 32 ° C, tiempo en el cual se obtuvo resultados de las

colonias presentas en cada siembra.
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Figura 13. Medios de cultivo para analisis microbioldgicos

Después de la incubacion, observa las placas de agar y registra el nimero,tamario, forma y

color de las colonias microbianas presentes.

8.3 Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)

Se realizo el conteo de las colonias presentes en la caja Petri posterior se divide esta cantidad

por el total de ml que se colocaron en la caja y se multiplica por la diluciéon como se indica

posteriormente:

Formulas para determinar el nimero de colonias

UFC/mL= Numero de colonias x dilucion/ml
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9. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

9.1 Identificacion de anomalias patologicas en los diferentes estadios larvarios

Al paso de la corrida se no observo afectaciones patoldgicas que se relacionen con
enfermedades tales como sindrome de bolitas, luminiscencia, NHP o EMS. Sin embargo, en los
tanques control se detalld que el intestino estuvo inflamado, células dispersas y musculo
disminuido, ademas, que se presentd fue un retraso de 8% correspondiente a la segunda corrida

para lo cual fue tratado con carbonato calcio para ayudar la muda. (Tabla 3).

9.1.2 Corrida 1

En la Figura 14, se observa de forma microscopica las muestras larvarias con tratamiento
de cdrcuma correspondientes a los estadios Z3, M3, PL4, PL8 de la corridal, en los que no se

muestran anomalias patoldgicas por presencia bacteriana en ningun estadio larvario analizado.
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Figura 14. Observacion microscopica para identificacién de anomalias patoldgicas

correspondientes a los estadios de Z3, M3,PL4, PL8 de la corrida 1.

En la Figura 15 se exhiben las observaciones microscopicas de las muestras larvarias
correspondientes al grupo control en los estadios Z3, M3, PL4, PL8 en los que no se muestran

anomalias patoldgicas por presencia bacteriana en ningun estadio larvario analizado.

Figura 15. Observacidn microscépica para identificacion de anomalias patoldgicas

correspondientes al grupo control en losestadios de Z3, M3, PL4, PL8 de la corrida 1.
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9.1.3 Corrida 2

En la Figura 16, muestra las observaciones microscopicas de las muestras larvarias
correspondientes al grupo control en los estadios Z3, M3, PL4, PL8 en los que no se muestran

anomalias patoldgicas por presencia bacteriana en ningun estadio larvario analizado.

Figura 16. Observacion microscopica para identificacion de anomalias patologicas

correspondientes al grupo control en losestadios de Z3, M3, PL4, PL8 de la corrida 2.
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En la Figura 17, se presenta las observaciones microscopicas de las muestras larvarias
correspondientes al grupo con tratamiento en los estadios Z3, M3, PL4, PL8 en los queno se

muestran anomalias patologicas por presencia bacteriana en ningun estadio larvario analizado.

Figura 17. Observacion microscopica para identificacion de anomalias patoldgicas

correspondientes al grupo con tratamientoen los estadios de Z3, M3, PL4, PL8 de la corrida 2.

9.1.4. Corrida 3

La Figura 18, presenta las observaciones microscopicas de las muestras larvarias
correspondientes al grupo control en los estadios Z3, M3, PL4, PL8, en los que se muestran ciertas
anomalias patoldgicas por presencia bacteriana en los estadios larvario analizado. En estas

imagenes se manifestd un retaso en la muda. (Tabla 2.1)
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Figura 18. Observacion microscopica para identificacion de anomalias patolégicas

correspondientes al grupo control en los estadios de Z3, M3, PL4, PL8 de la corrida 3.

En la Figura 19, se presenta las observaciones microscopicas de las muestras larvarias
correspondientes al grupo con tratamiento en los estadios Z3, M3, PL4, PL8, en los que se muestran

cero anomalias patologicas por presencia bacteriana en los estadios larvario analizado.

Figura 19. Observacion microscopica para identificacion de anomalias patologicas

correspondientes al grupo con tratamiento en los estadios de Z3, M3, PL4, PL8 de la corrida 3.
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10

. Andlisis bacteriolégicos

Los analisis microbioldgicos se realizaron en 4 estadios los cuales son en Z3, M3,PL4 Y

PL8.

10.1 Corrida 1

En el estadio Z3 se colectaron 0,5 gr de muestra para proceder al respectivo analisis

bacteriolo

gico como se puede observar en la grafica 1, en la que se muestran mayor presencia de

bacterias amarillas con una concentracion de 7.2 x10* en el TQ control 1, Asitambién, se observa

presencia

UFC/ml

de v. vulnificus en el TQ 17 con una concentracion de 9.6 x10° respectivamente.

1.0E+05
9.0E+04

7.0E+04
6.0E+04 .
5.0E+04
4.0E+04
3.0E+04
2.0E+04

1.0E+04

0.0E+00

CURCUMA 1 CONTROL1 CURCUMA2 CONTROL2

Amarillo ®V. anginolitycus V. Parahaemolitycus ®V. vulnificus mV. cholerae Agar pseudomonas

Gréfico 1. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Cdrcuma 1, Control 1,

Cdrcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 1 en el estadio larvario Z3.
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En el estadio M3 se colectaron 0,5 gr de muestra para proceder al respectivo analisis
bacterioldgico como se puede observar en la grafica 2, en la que se muestran mayor presencia de
bacterias amarillas con una concentracion de 7.2 x10* en el TQ Control 1. De igual manera, se
observa presencia de v. vulnificus en el circuma 2 con una concentracion de 9.6 x10°

respectivamente.

1,6E+05

1,4e+05

L2ZE¥03 -
1,06+05 - -

8,0E+04

6,0E+04

UFC/ml

4,0E+04

2,0E+04

0,0E+00

CURCUMA 1 CONTROL1 CURCUMA2 CONTROL2

Amarillo ®V.anginolitycus ® V. Parahaemolitycus M V. vulnificus ™ V.cholerae ™ Agar pseudomonas

Grafico 2. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Clrcuma 1, Control 1,

Cdarcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 1 en el estadio larvario M3

En el estadio PL4 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al analisis bacteriolégicocomo
se puede observar en la grafica 3, en la que se muestran mayor presencia de bacterias amarillas en
clrcuma 1 con una concentracion de 6.2 x10? y circuma 2 con una concentracion de 1.0 x10%. Asi

también, se observa no hubo mayor presenciade bacterias patdgenas en los demas tanques
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analizados respectivamente.
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cholerae Agar pseudomona

Gréfico 3. Representacion de la presencia de patdégenos en los tanques Cdrcuma 1, Control 1,

Cdrcuma 2 y Control 2correspondiente a la corrida 1 en el estadio larvario PL4.

En el estadio PL8 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al analisis bacteriol6gicocomo
se puede observar en la grafica 4, en la que se muestran mayor presencia de bacterias amarillas en
los tanques control 2 con una concentracion de 9.3 x10* y tanque control 1 con una concentracion
de 7.5 x10*. De igual forma, se observa que no hubo mayor presencia de bacterias patogenas en los

tanques analizados respectivamente.
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Amarillo ®V. anginolitycus V. Parahaemolitycus MBV. vulnificus ®V.cholerae Agar pseudomonas

Gréfico 4. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Curcuma 1, Control 1,

Cuarcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 1 en el estadio larvario PL8.

10.2 Corrida 2

En la grafica 5 se muestra el estadio Z3 en el que se colectaron 0,5 gr de muestra para
proceder al respectivo andlisis bacterioldgico, se obtuvo como resultado mayor presencia de
bacterias amarillas con una concentracion de 8.7 x10* en el Control 1. Asi también, se observa

presencia de v. vulnificus en el Clrcuma 2 con una concentracion de 8.8 x10° respectivamente.
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Grafico 5. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Cldrcuma 1, Control 1, Control 2y

Cdrcuma 2 correspondiente a la corrida 2 en el estadio larvario Z3.

En el estadio M3 se colectaron 0,5 gr de muestra para proceder al respectivo analisis
bacterioldgico como se puede observar en la gréfica 6, en la que se muestran mayor presencia de
bacterias amarillas con una concentracion de 7.8 x10°% en el Control 2. De igual forma, se observa
presencia de Vibrio alginolyticus en el Clrcuma 2 con una concentracion de 1.2 x102

respectivamente.
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a de patodgenos en los tanques Curcuma 1, Control 1,

Control 2 y Curcuma 2 correspondiente a la corrida 1 en el estadio larvario M3.

En el estadio PL4 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al analisis bacteriologico

representado en la gréfica 7, en la que se muestran mayor presencia de bacterias amarillas en los

tanques Clrcuma 2 con una concentracion de 6.6 x10° y Circuma 1 con una concentracion de 3.6

x103. Asi también, se observa que hubo ligera presencia de v. alginolyticus en el tanque Control 1.
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CURCUMA1 CONTROL1 CONTROL2 CURCUMA2

Gréfico 7. Representacion de la presencia de patdégenos en los tanques tanques Curcuma 1,

Control 1, Control 2 y Curcuma 2 correspondiente a la corrida 2 en el estadio larvario PL4

En el estadio PL8 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al anlisis bacteriolégico como
se puede observar en la grafica 8, presentando mayor presencia de bacterias amarillas en todos los
tanques, destacando el TQ 1 con una concentracion de 2.2 x10% tanque 11 con una concentracion
de 7.9 x10* De igual forma, se observa que no hubo mayor presencia de bacterias patdgenas en los

tanques analizados respectivamente
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Grafico 8. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Clrcuma 1, Control 1,

Control 2 y Cdrcuma 2 correspondiente a la corrida 2 en el estadio larvario PL8

10.3 Corrida 3

En la grafica 9 se muestra el estadio Z3 en el que se colectaron 0,5 gr de muestra para
proceder al respectivo anélisis bacteriolégico, se obtuvo como resultado mayor presencia de
bacterias patégenas con una concentracion de 7.9 x102 en el tanque Clrcuma 1 y Control 1 se

muestra una concentracién de 7.9 x102.
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Grafico 9. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Cdrcuma 1, Control 1,

Cuarcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 3 en el estadio larvario Z3

En la grafica 10 se muestra el estadio M3 en el que se colectaron 0,5 gr de muestra para
proceder al respectivo andlisis bacterioldgico, se obtuvo como resultado mayor presencia de

bacterias amarillas con una concentracion de 1.9 x10* en el Control 2, asi como en todos los tanques

analizados.
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Grafico 10. Representacién de la presencia de patdgenos en los tanques Curcuma 1, Control 1,

Cuarcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 3 en el estadio larvario M3.
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En el estadio PL4 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al analisis bacterioldgico

representado en la grafica 11 en la que se muestran mayor presencia de bacterias amarillas en los

tanques Control 2 con una concentracion de 3.9 x103, asi como en los demas tanques. De igual

forma, no se evidencio concentraciones de UFC elevadas en las muestras utilizadas.
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Gréfico 11. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Clrcuma 1, Control 1,

Cdrcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 3 en el estadio larvario PL4

En el estadio PL8 se colectaron 1 gr de muestra para proceder al analisis bacteriolégicocomo
se puede observar en la gréafica 12, presentando mayor presencia de bacterias amarillas en todos los
tanques, destacando el Control 1 con una concentracion de 7.9 x10% tanque Control 2 con una
concentracion de 1.6 x10%. De igual forma, se observa que no hubo mayor presencia de bacterias

patogenas en los tanques analizados respectivamente.
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Gréfico 12. Representacion de la presencia de patdgenos en los tanques Clrcuma 1, Control 1,

Cdrcuma 2 y Control 2 correspondiente a la corrida 3 en el estadio larvario PL8.



10.4. Promedios por corrida

Corrida 1

La gréafica 1, muestra la representacion del comportamiento de patdgenos correspondiente

al promedio de la corrida 1. Se observa de manera general la presenciade bacterias amarillas, que

durante todo el proceso de cultivo fueron registrados en un niimero elevado 6.08 x10* UFC para

los estadios Z3, M3, PL4, PL8 del Control 1 respectivamente. Asi mismo, para el tanque Control 2

hubo presencia de V. alginolyticus conuna concentracion de 8.28 x102 UFC en los estadios de Z3,

M3, PL4, PLS.
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Gréfico 13. Promedios de la corrida 1.

Corrida 2

La grafica 2, se observa la representacion del comportamiento de patdgenos
correspondiente al promedio de la corrida 2. Se presenta de manera general lapresencia de bacterias
amarillas, que durante todo el proceso de cultivo fueron registrados en un namero elevado 4.61
x10* UFC para los estadios Z3, M3, PL4, PL8 del Control 2 respectivamente. De igual manera,
para el tanque Cdrcuma 1 hubo elevada presencia de V. alginolyticus con una concentracion de

4.92 x10° UFC en los estadios de Z3, M3, PL4, PLS.

63



UFC/ml

6.00E+04
5.00E+04
4.00E+04
3.00E+04
2.00E+04
1.00E+04

0.00E+00

Corrida 3

Tt Trlr LITZ Lhd
Y & el
o & Loy $
) Z}@ Q‘\ \\Q. ’\\.\\... ‘»\\Q\‘
N & N &
~ = L Ny
. QQ N ~ Y
&\ .*‘\.vl. “';\-‘A
RN
4.
B Curcumal B Controll m° Control.2

Grafico 14. Promedios de la corrida 2.

/-

Curcuma?2

64



La grafica 3, se presenta el comportamiento de patdgenos correspondiente al promedio de la

corrida 3. El cual, refleja de manera general que la presencia de bacterias amarillas durante todo el

proceso de cultivo fue elevada con un nimero 6.12 x10° UFC para los estadios Z3, M3, PL4, PL8

del tanque Control 2 respectivamente. Asi también, para el tanque Cdrcuma 1 hubo elevada

presencia de bacterias verdes con una concentracion de 2.35 x10° UFC en los estadios de Z3, M3,

PL4, PL8.
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Gréfico 15. Promedios de la corrida 3.
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En resumen, durante las corridas y en comparacién del grupo control se registraron niveles mas

altos de bacterias como un resultado promedio de UFC/mI en un exponente de 10 en colonias amarillas,
1072 colonias verdes y para Pseudomonas la cantidad de UFC/mI se mantuvo en 10°%; por el contrario, para
el grupo de tratamiento de ctircuma se reporté las UFC/ml en colonias amarillas 1072, para verdes negativos

y pseudomonas en los primeros estadios (N5 y Zoea 1) 10 y en el resto de anélisis no hubo presencia.

10.5 Porcentaje de supervivencia de la produccién.

Para el tanque Cdrcuma 1 se obtuvo un 85% de supervivencia, dado que la presencia de
patdgenos durante todo el ciclo de produccion no fue representativa teniendo solo dospicos de UFC

con 10° en Vibrios verdes en pocos estadios.

Lo que corresponde al tanque Control se obtuvo un 54% de supervivencia, menos que el

tanque Curcuma 1, lo que resulta de la elevada presencia de Vibrios verdes con dos picos de UFC

con 10% en varios estadios de postlarvas como se observa en el gréfico 16.
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Gréfico 17. Porcentaje de supervivencia por tanques analizados de la corrida 1

Corrida 2

Para la corrida dos se obtuvo los siguientes resultados:

Para el tanque Cdrcuma 2 se obtuvo un 85% de supervivencia, dado que la presencia de
patdgenos durante todo el ciclo de produccion no fue representativa teniendo solo dospicos de UFC
con 102y 10° en Vibrios verdes en pocos estadios. Correspondiente al tanque Control 1 del grafico
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17, se obtuvo un 54% de supervivencia, menosque el tanque Cdrcuma 2, lo que resulta de la elevada

presencia de Vibrios verdes con dos picosde UFC con 10% en varios estadios de postlarvas.
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Gréfico 18. Porcentaje de supervivencia por tanques analizados de la corrida 2

Corrida 3

Para el tanque 36 se obtuvo un 80% de supervivencia, dado que la presencia de patdgenos
durante todo el ciclo de produccion de la corrida no fue representativa teniendo solo un pico de
UFC con 102 en Vibrios verdes en pocos estadios. En los tanques Ctrcuma 1y Control 1 se obtuvo
un 65% de supervivencia, menos que el tanque Curcuma 2, lo que resulta de la elevada presencia
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de Vibrios verdes con dos picos de UFC con 10%y 10° en varios estadios de postlarvas como se

observa en el tanque Control 2.
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Gréfico 19. Porcentaje de supervivencia por tanques analizados de la corrida 3
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10.6 Concentracion Minima Inhibitoria

La Concentracion Minima Inhibitoria mostré como resultado a las 24 horas un color amarillo en
medio liquido durante las primeras dosis donde se hace presente un alto a la bacteria y la segunda
definitiva concentracién (color rojo) en medio solido después de las 48 horas nos indica la dosis exacta

donde la carcuma fue capaz de contrarrestar con la bacteria patdgena.

Después de enfrentar a la circuma en 10 dosificaciones, siendo estas de mil en mil con el fin de
encontrar la dosis mas baja en la cual radicaria las bacterias, teniendo como resultado: V.
parahaemolyticus 5.000 ppm, V harveyi 5,000 ppm, Vibrio vulnificus 3, 000 ppm, Vibrio alginolyticus

4,000 ppm, Pseudomonas 7,000 ppm.

CEPAS 10.000 9.000 8,000 (7.000| 6,000 | 5,000 |4,000| 3,000 | 2,000 | 1,000
BACTERIANAS ppm ppm ppm | ppm | ppm ppm | ppm | ppm ppm ppm
V. parahemolyticus N N N N N P P P P
V. harvery N N N N N P P P
V. vulnificus N N N N N N P P
V. algynoliticus N N N N N N P P P
Pseudomona N N N N P P P P P

Figura 20. Resultados del MIC
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10.7 Correlacion de resultados de corridas

En el anéalisis de componentes principales se observa correlacion moderada entre las
componentes V. vulnificus, V. parahaemolyticus y cholerae (r=0,549) y (r=0,506) de las corridas
analizadas en los distintos grupos de control y estadios estudiados (Z3, M3, PL4, PL8). Dando
lugar a que no existe diferencias significativas, es decir, son proporcionales al tratamiento usado
durante el presente estudio (Gréfico 20).

Ademas, eso hace referencia que debe aplicarse curcuma como medida profilactica dado

los resultados observados en la presente investigacion.

Para el andlisis estadistico de la investigacion se usé el método de Tukey con un resultado del

95% de confianza.

Variable EC1 BC2 EC3 BC4 BCS BCE BCT CE
Tipo 1 (Amarillas) 0,150 0,563 -0,441 -0,534 0,385 -0,032 -0,025 -0,177
Tipo 2 (Verdes) 0,366 -0,431 -0,198 0,023 0,134 -0,077 -0,752 -0,228&
V. parazhaemolyticus 0,449 0,052 -0,227 -0,003 -0,622 -0,519 0,242 -0,171
V. vulnificus 0,434 0,164 0,245 0,549 0,506 -0,107 0,260 -0,295
V. alginclyticus 0,076 -0,626 -0,401 -0,149 0,343 -0,067 0,502 0,211
V. cholerae 0,450 0,055 -0,223 0,110 -0,248 0,810 0,099 0,079
Lgar pseudomonas -0,432 -0,136 -0,273 0,135 -0,101 0,184 0,147 -0,798
% Supervivencia 0,242 -0,232 0,808 -0,600 -0,024 0,136 0,156 -0,338

Tipo T (Amarillas)
0,50

0,25 V. vulnificus

. peMahaheomisodeias
- /

Agar pseudomonas

-0,25
2 (Verdes)
-0,50
V. alginolyticus
-0,75
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50

Grafico 20. Anéalisis de componentes principales
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11. DISCUSION

En la presente investigacion se demostrd que la C. longa, ayudd a: Reducir las cargas
bacterianas en los principales estadios, Mejorar la produccion en base a la supervivencia con un
promedio del 80% durante las tres corrida, con esto podemos afirmar que este producto de origen
orgénico adendas de que en varios estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes ampliamente utilizadas en la industria alimentaria como colorantes, entre otras
funciones, por lo que en sus aceites esenciales ayudan contra bacterias patdgenas y la afluencia de

la adicion de acidos ascorbico en la prevencion de la oxidacion de los polifenoles, (Antunes, 2012).

Conociendo este antecedente, el presente estudio utilizo Curcuma longa como
antimicrobiano en diversos tanques que contenian distintos estadios larvarios de Litopenaeus
vannamei (desde Zoea hasta post larva), la cual se administré a diferentes tanques, observandose
que las mismas no poseian anomalias patoldgicas por presencia de bacterias. Dicho esto, si
comparamos con Supamattaya et al (2005), que también obtuvieron excelentes resultados en cuanto
a la nula actividad antimicrobiana en especimenes estudiados, en el presente estudio, sin embargo,
ellos extrajeron los aceites esenciales con alcohol etilico produciendo un mayor nivel de principio
activo y de funcionalidad de sustancia. En el estudio realizado Salazar, 2015 menciona que en base
a los resultados obtenidos en su experimentacion de peces adicionando la circuma en su dieta,

lograron mantener coliformes dentro de los limites permisibles para la crianza de esta especie
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determinando que no incidieron en su investigacion.

Por otro lado, Supamattaya et al (2014), menciona que la fuente de la planta de cdrcumay
el proceso de extraccion son factores claves que determinan el contenido de curcuminoides. La
cantidad de curcuminoides indica el grado de actividad bactericida y los efectos

inmunoestimulantes en los animales analizados.

En estudios recientes menciona que la actividad antimicrobiana de C. longa frente a
bacterias Gram negativas se registrd en E. coli en la concentracion de 30mg/dl, se tiene
documentado desde 1987 informacion sobre la toxicidad de la curcumina en diversas
enterobacterias, uno de los posibles mecanismos es por la capacidad que tiene de alterar el DNA

en presencia de luz visible (Mordukhova Y, 2020).

La curcuma puede ser un agente antimicrobiano alternativo contra las infecciones
bacterianas mortales. Probablemente, la curcumina tiene una accién antibacteriana al romper
completamente la pared celular, lo que lleva a la muerte celular. La curcumina dificulta el
crecimiento de algunas enterobacterias al restringir el ensamblaje del mutante Z (proteina

citoesquelética) mediante la represion de la polimerizacion de FtsZ (Ahnmad et al., 2020).

En base a la a actividad antifungica de C. longa encontrando un potente efecto antifungico
el cual se puede explicar con la alteracion de la membrana celular y la capacidad de inhibir la
sintesis de componentes importantes (Di Mario, 2007). EI mecanismo antiflngico de C. longa no
ha sido explicado sisteméaticamente, en la actualidad los farmacos antimicéticos se pueden
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clasificar en tres tipos seglin sus mecanismos funcionales de la siguiente manera: acttan sobre la
sintesis de la pared celular, actian sobre la sintesis de colesterol en las membranas celulares de
hongos y actlan sobre la sintesis de acidos nucleicos fungicos. Un posible mecanismo por el cual
C. longa posee una actividad antifungica es que C. longa puede potencialmente interrumpir la
sintesis de proteinas y enzimas criticas que, en Ultima instancia, pueden inhibir el crecimiento de

hongos (Chen, 2018).

En un estudio realizado por Mariappan Senthilkumar 2018, utiliz6 el etanol al igual que en
el presente estudio, encontraron que usando este solvente hubo un rendimiento maximo de
compuestos bioactivos en comparacion con otros solventes (metanol, agua, entre otros); la
actividad inhibidora maxima se observd en extractos de etanol; los autores concluyen que se
necesitan mas estudios para determinar la identidad quimica de los compuestos bioactivos
responsables de la actividad antifangica, los amplios programas de cribado de plantas utilizadas
principalmente en la medicina tradicional han dado como resultado el descubrimiento de miles de
fitogquimicos con efectos inhibidores sobre diferentes tipos de microorganismos in vitro (ldris, y

Mohd, 2021).
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12. CONCLUSIONES

En comparacién durante las tres corridas los tanques de control en supervivencia de
obtuvo el 65% vy los del tratamiento un 85%, en el caso de bacterias encontradas
para el tratamiento se observé una reduccion terminando con UFC/ml 102 en
colonias amarrillas y sin presencia de pseudomonas, para el caso de los tanques
control su bacteriologia tuvo como resultado UFC/ml 10 colonias amarillas, 102
colonias verdes y pseudomonas 10 y finalmente en el caso de salud animal las
anomalias que se presentaron solo fueron observadas en los tanques control, tales

fueron estas células disipadas, musculo disminuido e intestino inflamado.

Durante el muestreo realizado en base a la aplicacién de la circuma en los tanques
concluimos que, existi6 una mejora en cuanto a salud del animal ya que no se
presentaron anomalias patologicas durante su desarrollo, la supervivencia fue arriba
del 80% vy las cargas de bacterias patdgenas redujeron considerablemente desde

nauplio hasta post larva.

La revision macroscopica a través de la observacion directa y microscopica fueron
las herramientas que se emplearon para identificar las patologias, que durante el

desarrollo de la investigacion no fueron encontradas.
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Con respecto a las cargas bacterianas en los tanques control, el promedio de Vibrios
en UFC fue de 10 colonias amarillas, en Pseudomonas el conteo de colonias fue
de UFC 1073, por otro lado, en los tanques de prueba las colonias fueron mas bajas

siendo estas para colonias amarillas 10 y para Pseudomona 1072,

Para la concertacibn minima inhibitoria se enfrent6 la curcuma a Vibrios y
Pseudomonas existentes en el medio teniendo como resultado que se entre un rango
de 3,000ppm a 5,000ppm controlan las cargas altas en Vibrios y 6,000ppm a

7,000ppm es lo ideal bajar las cargas bacterianas en Pseudomonas.
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13. RECOMENDACIONES

Se recomienda que, para la aplicacion del producto en base a circuma, se pase
primero a tamizar y mantener por 30 minutos, tiempo de espera de dilucion del

producto.

Revision del animal durante los diferentes estadios para asegurarnos que no exista
ninguna alteracion patoldgica, respaldar los estudios de observacion directa con
microbiologia para asegurar la calidad de las larvas.

Fijar un protocolo de bioseguridad donde se incluya productos de origen vegetal y
sean amigables con el ambiente que tengan como funcién ser antimicrobianos que

ayudan a controlar bacterias patdgenas en los tanques larvarios,

Implementar un plan de manejo a base de circuma y dosificacion empezando en 2
ppm, desde nauplio como alternativa para contrarrestar infecciones producidas por

bacterias que se encuentran en el medio.

Incentivar a las investigaciones en base a plantas que nos ayuden a controlar
patologias en los sistemas de produccién llevando al cabo pruebas de estudio, con
esto fortalecemos el sector ayudando a la que con un menor costo se obtenga una

mejor larva.
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14. ANEXOS

Tabla 1. Dosificacion de circuma por estadio. Tabla guia

Estadio Volumenm? | Gramos de | Gramo Gramos Total | Aplicacidn
carcuma, por por 2 tangues
m3 tangque
N5 2 C/ 24H
Z1 a4 c/ 24aH
L2 =] C/ 24aH
3 r C/ 24H
M 8 C/ 24H
M2 9 C/ 24aH
M3 9 C/ 24H
PL1 9 C/ 24H
PL2 9 c/ 24aH
PL3 9 c/ 24aH
PL4 9 c/ 24aH
PLS 10 c/ 24aH
PLGB 10 c/ 24aH
PL7 10 c/ 24aH
PLS8 10 c/ 24aH
PLS 10 c/ 24aH
PL1O 10 c/ 24aH
TOTAL, gr
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Tabla 1.1 Dosificacion de la aplicacion de curcuma de la primera corrida tanque 10

Gramos de

Gramo por

Estadio | Volumen | . Aplicacion
ctrcuma m/3|tanque (ppm)
N5 ! 2 14 C/24H
Z1 8 4 32 C/24H
/2 9 6 54 Cl24H
/3 10 ! 70 C/24H
M1 11 8 88 Cl24H
M2 13 9 117 C/24H
M3 13 9 117 C/24H
PL1 13 9 117 C/24H
PL2 13 9 117 C/24H
PL3 13 9 117 C/24H
PL4 13 9 117 C/24H
PL5 13 10 130 C/24H
PL6 13 10 130 C/24H
PL7 13 10 130 Cl24H
PL3 13 10 130 C/24H
PL9 13 10 130 C/24H
PL10 13 10 130 Cl24H
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Tabla 1.1 Dosificacion de la aplicacién de curcuma de la primera corrida tanque 17

80



Estadio | Volumen gramos de | Gramo por Aplicacion
curcuma m/3|tanque (ppm)

N5 12 2 24 C/24H
Z1 13 4 52 C/24H
Z2 15 6 90 C/24H
Z3 16 7 112 C/24H
M1 18 8 144 C/24H
M2 18 9 162 C/24H
M3 18 9 162 C/24H
PL1 18 9 162 C/24H
PL2 18 9 162 C/24H
PL3 18 9 162 C/24H
PL4 18 9 162 C/24H
PL5 18 10 180 C/24H
PL6 18 10 180 C/24H
PL7 18 10 180 C/24H
PL8 18 10 180 C/24H
PL9 18 10 180 C/24H
PL10 18 10 180 C/24H

Tabla 1.2 Dosificacion de la aplicacion de circuma segunda corrida tanque 1
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Estadio Volumen (?ramos de | Gramo por Aplicacién
curcuma m/3 |tanque (ppm)
N5 10 2 20 C/12H
Z1 12 4 48 C/12H
Z2 14 6 84 C/12H
Z3 16 7 112 C/12H
M1 18 8 144 C/12H
M2 17 9 153 C/12H
M3 17 9 153 C/12H
PL1 17 9 153 C/12H
PL2 17 9 153 C/12H
PL3 17 9 153 C/12H
PL4 17 9 153 C/12H
PL5 17 7 119 C/12H
PL6 17 7 119 C/12H
PL7 17 7 119 C/12H
PL8 17 7 119 C/12H
PL9 17 7 119 C/12H
PL10 17 7 119 C/12H

Tabla 1.3 Dosificacion de la aplicacion de carcuma segunda corrida tanque 28



Estadio Volumen (?ramos de | Gramo por Aplicacion
curcuma m/3 |tanque (ppm)
N5 10 2 20 C/12H
Z1 12 4 48 C/12H
Z2 14 6 84 C/12H
Z3 16 7 112 C/12H
M1 18 8 144 C/12H
M2 17 9 153 C/12H
M3 17 9 153 C/12H
PL1 17 9 153 C/12H
PL2 17 9 153 C/12H
PL3 17 9 153 C/12H
PL4 17 9 153 C/12H
PL5 17 7 119 C/12H
PL6 17 7 119 C/12H
PL7 17 7 119 C/12H
PL8 17 7 119 C/12H
PL9 17 7 119 C/12H
PL10 17 7 119 C/12H

Tabla 1.4 Dosificacion de la aplicacion de carcuma tercera corrida tanque 15



Estadio Volumen (ISramos de | Gramo por Aplicacion
curcuma m/3 |tanque (ppm)
N5 10 2 20 Cl24H
Z1 12 4 48 Cl24H
Z2 13 6 78 C/24H
Z3 15 7 105 C/24H
M1 16 8 128 C/24H
M2 17 9 153 C/24H
M3 17 9 153 Cl24H
PL1 17 9 153 C/24H
PL2 17 9 153 C/24H
PL3 17 9 153 C/24H
PL4 17 9 153 C/24H
PL5 17 10 170 Cl24H
PL6 17 10 170 Cl24H
PL7 17 10 170 Cl24H
PL8 17 10 170 C/24H
PL9 17 10 170 C/24H
PL10 17 10 170 C/24H
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Tabla 1.5 Dosificacion de la aplicacion de curcuma tercera corrida tanque 36

Estadio Volumen C,aramos de | Gramo por Aplicacion
cdrcuma m/3 |tanque (ppm)
N5 30 2 60 Cl24H
Z1 22 4 88 C/l24H
Z2 24 6 144 Cl24H
Z3 28 7 196 Cl24H
M1 28 8 224 Cl24H
M2 30 9 270 Cl24H
M3 30 9 270 Cl24H
PL1 30 9 270 Cl24H
PL2 30 9 270 Cl24H
PL3 30 9 270 Cl24H
PL4 30 9 270 Cl24H
PL5 30 10 300 C/l24H
PL6 30 10 300 C/l24H
PL7 30 10 300 Cl24H
PL8 30 10 300 Cl24H
PL9 30 10 300 C/l24H
PL10 30 10 300 Cl24H
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Tabla 1.6 Dosificacion de la aplicacién de curcuma, &cidos organicos y aceites

esenciales
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ACIDOS

ESTADIO DOSIS DE FRECUENCIA |  ORGANICOS ACEITES

larvario | CURCUMA (ppm) por dia (ppm) ESENCIANLES (ppm)
N5 2 1 1 1
71 4 1 1 1
Z2 6 1 2 2
Z3 8 1 2 2
M1 9 1 2 2
M2 9 1 2 2
M3 9 1 2 2
PL1 9 1 2 2
PL2 9 1 2 2
PL3 9 1 3 3
PL4 9 1 3 3
PL5 10 1 3 4
PL6 10 1 3 4
PL7 10 1 3 5
PL8 10 1 4 5
PL9 10 1 4 5
PL10 10 1 4 5
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Tabla 2. Tabla de anomalia en larvas prueba de circuma

DEFORMIDADES

BRANQUIAS 7 INTESTINO | MOVIMIENTO
# CORRIDAS | ESTADIOS ROSTRUM [ APENDICES | EXOESQUELETO

NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMI LLENO | NADO NORMAL

MYSIS NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLLENO | NADO NORMAL

Q35 ZOEA NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

(JOAVN PL NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

N NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

MYSIS NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO | NADO NORMAL

ng‘ ZOEA NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

(JOAVSL PL NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

A NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO | NADO NORMAL

MYSIS NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO | NADO NORMAL

Q35 ZOEA NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL

(Jof&?) PL NORMAL NORMAL S/N NORMAL LLENO NADO NORMAL
N
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Tabla 2.1 Tabla de anomalias en tanques control

DEFORMIDADES

BRANQUIAS - INTESTINO | MOVIMIENTO

# CORRIDAS | ESTADIOS ROSTRUM |APENDICES |[EXOESQUELETO
NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMI LLENO [NADO NORMAL
Q\Q MYSIS NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLLENO(NADO NORMAL
@%V‘\' ZOEA NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLLENONADO NORMAL
PL NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLLENO(NADO NORMAL
NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N FLACIDO INFLAMADO |NADO NORMAL
Q@ MYSIS NORMAL NORMAL S/N FLACIDO INFLAMADO|NADO NORMAL
@%V"\’ ZOEA NORMAL NORMAL S/N FLACIDO INFLAMADO|NADO NORMAL
PL NORMAL NORMAL S/N FLACIDO INFLAMADO|NADO NORMAL
NAUPLIO V NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO |[NADO NORMAL
Q@ MYSIS NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO |[NADO NORMAL
@%V‘% ZOEA NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO |[NADO NORMAL
PL NORMAL NORMAL S/N NORMAL SEMILLENO |[NADO NORMAL

Tabla 3. Grados de severidad en la salud animal en tanques con Cldrcuma
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CORRIDA
1

CORRIDA
3

ESTADIOS | HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS D.II-:I?S(':II\? 0 INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS
N5 0 0 1 1 0 0 0
Z3 1 1 0 0 0 0 0
M3 1 0 1 0 1 1 0
PL4 1 0 1 0 0 1 1
PL8 1 0 0 1 1 1 0

HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS TRACTO INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS

DIGESTIVO

N5 0 0 0 1 1 0 0
Z3 1 0 1 0 1 0 1
M3 0 1 1 1 1 0 0
PL4 0 0 0 1 1 1 1
PL8 1 1 0 1 2 1 1

HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS TRACTO INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS

DIGESTIVO

N5 0 0 0 1 1 0 1
Z3 1 1 1 1 0 0 0
M3 1 1 0 0 0 1 0
PL4 0 1 0 0 0 1 1
PL8 1 0 0 1 0 0 1
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Tabla 3.1. Grados de severidad en la salud animal en tanques con Clrcuma

CORRIDA
1

CORRIDA
3

ESTADIOS | HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS D.IrCl-?I?SCT:I\CI) 0 INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS
N5 0 0 1 1 0 0 0
Z3 1 1 0 0 0 0 0
M3 2 1 1 2 2 1 2
PLA 1 0 1 1 1 2 2
PL8 2 2 1 3 2 2 1

HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS TRACTO INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS

DIGESTIVO

N5 0 0 0 1 1 0 0
Z3 1 1 1 1 2 1 2
M3 1 2 1 2 1 1 0
PLA 1 0 2 1 2 1 1
PL8 1 2 1 1 1 1 1

HEPATOPANCREAS | NADO | BRANQUIAS TRACTO INTESTINO | NECROSIS | LIPIDOS

DIGESTIVO

N5 0 0 0 1 0 0 1
Z3 1 1 1 1 0 0 0
M3 2 1 2 0 3 2 1
PLA 2 1 1 1 1 2 2
PL8 2 1 1 2 1 1 2
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