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Resumen

La actividad acuicola en Ecuador es altamente demandada debido a su importancia de
exportacion en el mundo. No obstante, sufre de efectos causados por las infecciones
microbiologicas que afectan su industrializacion. Como es el caso de Penaeus vannamei,
mayormente afectadas por Vibrios spp. que causa la muerte de las larvas y los tratamientos con
antibidticos pueden generar resistencia al medicamento. Es asi como surge el uso de un extracto
del hongo Ganoderma lucidum, que ha demostrado bioactividad profilactica permitiendo
incrementar la tasa de supervivencia larval. Por ello, la presente investigacion propone evaluar
la accion profilactica del hongo en larvas de P. vannamei, mediante ensayos in vitro y
tratamientos experimentales para determinar su efecto sobre el crecimiento, sobrevivencia y
resistencia a patdgenos bacterianos. Se realizd un ensayo MIC para reconocer la actividad del
extracto en cepas Vibrios spp. y Pseudomonas spp. Posteriormente, se inocularon nauplios en 6
tanques (3 control y 3 de tratamiento) sometiendo las larvas a la carga de los microorganismos
de interés. Los tanques del tratamiento se expusieron a 3 concentraciones del hongo (Nauplio 5
ppm; Zoea 5 ppm; en Mysis se mantuvo 5 ppm; 1-2 Postlarva 5 ppm; 3-6 Postlarva 7 ppm; 8-
16 Postlarva 8 ppm). Durante el proceso, se tomaron muestras diarias para evaluar la salud
larval, registrando grados de severidad y simultdneamente se examind microbiologicamente la
carga bacteriana para controlar el disefio, empleando los medios de cultivo selectivos TBCS,
CHROMOAGAR y CETRAMIDE. Entre los principales resultados, se obtuvieron los
siguientes datos: una mediana mayor de 89% de supervivencia en las larvas sometidas al
tratamiento, en comparacion con el control (83%). Ademas, se determinaron asociaciones
fuertes entre la supervivencia y el tratamiento (¢ = 0.76), el tratamiento y PLG (¢ = 0.98),
crecimiento y supervivencia (¢ = 0.97), V. alginolyticus y supervivencia (¢ = 0.79) y las
correlaciones ambientales (¢ = 0.70-0.90). Por ultimo, se calculdé la produccion y PLG
mantienen una relacion positiva de 0.25 que resalta que una mayor produccién muestra un mayor
crecimiento en larvas con G. lucidum. Se esclarece que existe una correlacion nula entre el
control y las variables fisicoquimicas, indicando que los parametros del agua no influyeron en
los porcentajes de supervivencia. Conclusion: De esta forma, el extracto natural se convierte en
un potencial profilactico que disminuye la posibilidad de sufrir infecciones e incrementar las
probabilidades de vida en las larvas. Determinando que es un producto natural que requiere ser

explorado en futuras investigaciones.

Palabras clave: Acuicultura, Ganoderma lucidum, Penaeus vannamei, efecto profilactico,

actividad biologica
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Abstract

Aquaculture activity in Ecuador is highly demanded due to its importance in global exports.
Problem: However, it is affected by microbiological infections that compromise its industrial
development. This is particularly evident in Penaeus vannamei, which is mainly affected by
Vibrio spp., causing larval mortality or, in cases where antibiotics are used, promoting
antimicrobial resistance. Justification: In response, the use of an extract from the fungus
Ganoderma lucidum has emerged, as it has demonstrated prophylactic bioactivity allowing an
increase in larval survival rates. Objective: Therefore, the present study aimed to evaluate the
prophylactic action of the fungus in P. vannamei larvae through in vitro assays and experimental
treatments to determine its effect on growth, survival, and resistance to bacterial pathogens.
Methods: A Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assay was conducted to determine the
activity of the extract against Vibrio spp. and Pseudomonas spp. strains. Subsequently, nauplii
were inoculated into six tanks (three control and three treatment), exposing the larvae to the
microbial load of the pathogens of interest. Treatment tanks were exposed to three
concentrations of the fungal extract according to developmental stage (Nauplius: 5 ppm; Zoea:
5 ppm; Mysis: 5 ppm; Postlarva 1-2: 5 ppm; Postlarva 3—6: 7 ppm; Postlarva 8—-16: 8 ppm).
During the process, daily samples were taken to evaluate larval health by recording severity
scores, while microbiological analyses were performed to monitor bacterial load using selective
culture media (TCBS, CHROMagar, and Cetrimide). Results: Among the main results, the
following data were obtained: a higher median survival rate of 89% in larvae subjected to the
treatment, compared to the control group (83%). Additionally, strong associations were
identified between survival and treatment (¢ = 0.76), treatment and PLG (¢ = 0.98), growth and
survival (¢ = 0.97), V. alginolyticus and survival (¢ = 0.79), as well as environmental
correlations (¢ = 0.70-0.90). Additionally, production and PLG showed a positive correlation
(0.25), indicating that higher production was associated with greater larval growth under G.
lucidum supplementation. A null correlation was observed between the control group and
physicochemical variables, indicating that water quality parameters did not influence survival
percentages. Conclusion: Thus, the natural extract represents a potential prophylactic agent
capable of reducing the likelihood of infections and increasing larval survival rates. It is

concluded that this natural product warrants further investigation in future studies.

Keywords: Aquaculture, Ganoderma lucidum, Penaeus vannamei, prophylactic effect,

biological activity.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En Ecuador, la industria de la acuicultura ha presentado un significativo aumento para las
ultimas décadas, posicionandolo como uno de los mayores exportadores de camaréon a nivel
mundial (FAO, 2022; Solano, 2022). Esto ha conllevado al cumplimiento de estandares del
mercado internacional y la mejora de control de calidad, diversificando y disefiando estrategias

efectivas para la manipulacion, preservacion y produccion de larvas (Reyes, 2018).

Sin embargo, las afectaciones patologicas en el cultivo de camarodn se presentan como uno de
los mayores problemas para los productores, ocasionando pérdidas economicas significativas y
afectando principalmente a sectores vulnerables (FAO, 2004). El area de larvicultura ha
buscado establecer alternativas ante las enfermedades que afectan a los estadios iniciales, con
el fin de obtener organismos mas resistentes y adaptados, incrementando la supervivencia y

mejorando la rentabilidad del sistema productivo.

Uno de los principales desafios en larvicultura son las enfermedades de origen bacteriano y la
implementacidon de protocolos efectivos para su prevencion y control (Espinoza et al., 2015).
En Penaeus vannamei, los patégenos mas comunes bacterianos son del género Vibrio spp.,
ampliamente distribuidos en ambientes de cultivo (Gonzélez, 2018; Lightner y Redman, 1998;
Reyes, 2021). Entre las enfermedades mas conocidas de este grupo se encuentra la necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND), la cual es causante de grandes mortalidades y pérdidas
economicas de hasta 43 000 millones de dolares a la industria camaronera (Kumar et al. 2021).
Esta afeccion se caracteriza por generar atrofia grave de la hepatopancreas del camaron
acompanada de cambios histopatoldgicos. Ademas, se reportan otro tipo de afecciones como
Baculovirus penaei (BP), necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV),
Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV), Parvovirus hepatopancreatico (HPV)
(Guevara & Alfaro, 2012).

Resulta imprescindible establecer métodos efectivos para mitigar enfermedades, ya que tienen
un impacto directo en la fisiologia de las especies y en la estabilidad del medio circundante
(Gonzélez, 2008; Leon, 2001). A lo largo del tiempo se han desarrollado diversas estrategias
terapéuticas y profilacticas, siendo el uso de antimicrobianos una de las mas comunes (Toledo
et al., 2018). No obstante, esta practica ha sido cuestionada debido al impacto ambiental

generado y el desarrollo de resistencia bacteriana (Gothwal y Shashidhar, 2015; Kumar et al.,
1



2016; Liu et al., 2017).

De esta manera, como parte del desarrollo de practicas acuicolas innovadores y sostenibles, los
insumos a partir de compuestos de origen natural o microorganismos se han convertido en el
nuevo centro de investigacion para sobrellevar los problemas de resistencia para combatir estas
enfermedades y, ademas, mejorar el estado nutricional de los organismos (Verschuere et al.,
2000). Como por ejemplo, el hongo Ganoderma Ilucidum que ha manifestado actividad
inmunomodulador, siendo de interés para la salud y productividad aplicada a estos organismos

de interés (Rodriguez et al, 2022).

Ganoderma lucidum es un hongo medicinal ampliamente estudiado por sus propiedades
bioactivas. Contiene mas de 200 fitonutrientes, entre ellos antioxidantes, acidos ganodéricos,
1,3/1,6 beta-glucanos, proteinas como LZS, tripertenoides, ganoderanos, polisacaridos y
germanio organico, con efectos antifungicos, antiinflamatorios, antibacterianos e

inmunoestimulantes (Mendoza et al., 2022).

En larvas de P. vannamei, estudios recientes han demostrado que el extracto de G. lucidum
estimula la actividad de los hemocitos, mejora la respuesta inmune y muestra efecto bactericida
frente a patdgenos como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyiy Vibrio vulnificus. Ademas,
su inclusion en el alimento y en el agua de cultivo incrementd significativamente la
supervivencia y la uniformidad de talla de las larvas en comparacion con grupos control

(Mendoza et al., 2022).

Por lo tanto, el perfil de Ganoderma lucidum lo convierte en una alternativa viable y potencial
para evaluar y optimizar la salud larval en los sistemas masivos de cultivo de camaron. En
consecuencia, se propone estudiar el efecto de este hongo en larvas P. vannamei, para
caracterizar su efecto y reconocer posibles estrategias profilacticas en larvas, promoviendo

también una produccion saludable y ambientalmente responsable (Cabrera et al., 2022).

1.2 Planteamiento del Problema

En las ultimas décadas, las produccion y comercio de camardén ha registro un aumento
ocasionando una mayor demanda y por ende incentivando a la intensificacion de sistemas
acuicolas mas desarrollados, a su vez incrementando los costes dentro de la larvicultura en lo

que respecta a la cadena productiva (Hernandez et al, 2023). Ecuador representa actualmente

2



uno de los mayores exportadores, lo que incrementa la necesidad de asegurar larvas sanas de

buena calidad y consistentes para sostener las necesidades requeridas en el mercado.

El incremento de especies de cultivo como P. vannamei, se ha expandido de forma acelerada a
nivel mundial, ocasionando una mayor exposicion a riesgos sanitarios consecuentes de sistemas
intensivos (FAO,2009). Siendo que las altas densidades de las poblaciones aumentan la

susceptibilidad a las enfermedades requiriendo distintos procesos de inocuidad y sanidad.

Las enfermedades infecciosas, incluyendo a las de origen bacteriano, pueden afectar a las
poblaciones desde sus etapas tempranas e influir directamente a su comportamiento, fisiologia
y finalmente al aumento de las mortalidades (Sanchez, 2022). Ademas, factores de riesgos
externos que influyen en los sistemas o tanques de cultivos, pueden provocar diversas
afectaciones, como el estrés por densidades altas, deterioro de la calidad del agua o
descompensaciones del balance i6nico, siendo uno de los principales condicionantes para el

incremento y proliferacion de brotes virales como lo del género Vibrio (Karunasagar, 2012)

El estrés generado por factores bidticos y abiodticos influyen en la contaminacion
microbioldgica. Especialmente al cultivo larvario de P. vannamei que también puede llegar a
contagiarse de bacterias luminiscentes, el sindrome de Zoea II, epibiontes bacterianos y otros

problemas asociados a distintos estadios larvales (Paredes, 2018).

Los agentes patdgenos que afectan a P. vannamei presentan una alta proliferacion, ademas el
sistema inmunologico de las larvas es poco desarrollado para combatirlos (Sanchez, 2022).
Siendo estas causantes de las deformidades en los individuos, retraso en el desarrollo, mala

asimilacion de nutrientes y disparidad de las tallas de las poblaciones (Intriago, 2024).

En este contexto, la industria innovando y desarrollando métodos y protocolos més eficientes,
propone antimicrobianos o inmunoestimulantes, a partir de extractos naturales tales como
compuestos derivados de Ganoderma Ilucidum, los cuales han cobrado interés por su perfil

inmunomodulador, antioxidante y antiinflamatorio (Darija, et al 2018).

En este sentido, se tiene al extracto de Ganoderma lucidum, que ha demostrado portar de
propiedades inmunomoduladores, antioxidantes y antiinflamatorias. En linea con ello, se
demuestra que su potencial estd asociado principalmente a polisacaridos/B-glucanos y
triterpenoides (Darija, et al 2018). Se ha evidenciado que para organismos como peces y

crustdceos pueden aumentar indicadores inmunes/antioxidantes otorgando cierto grado de
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resistencias a las enfermedades, lo que a su vez depende de la dosis, via y etapa de desarrollo.
Este perfil lo convierte en una alternativa de interés en los cultivos larvarios de P. vannamei.
No obstante, no cuenta con informacion referente a la estandarizacion de sus actividades

inmunolégica y fisiologica estandarizada.

No obstante, persiste una brecha critica aplicado para las larvas de P. vannamei, aunque hay
antecedentes promisorias para juveniles/postlarvas, atin queda estandarizar concentraciones y
formas de aplicaciones para generar eficiencia, por ende no existe un estudio que estandarice
las concentraciones del extracto del hongo, pero si la exploracion de su perfil biologico, se
evidencia la necesidad de explorar esta innovadora alternativa que podria ser favorable para
manejar la susceptibilidad microbioldgicas de las larvas en cultivo. Por lo tanto, se plantea la
siguiente pregunta de investigacion: ;Presenta el extracto de Ganoderma lucidum efectividad
como profilactico frente a bacterias patdgenas en los cultivos larvarios de Penaeus vannamei,
influyendo de manera significativa en el crecimiento, la supervivencia y la resistencia de las

larvas?

1.3 Justificacion

La larvicultura se ha consolidado como uno de los aspectos productivos mas importantes para
el Ecuador, sin embargo, la misma ha enfrentado diversos desafios que donde se han registrado

grandes mortalidades, entre ellas destaca aquellas asociadas a infecciones bacterianas.

En cultivos larvarios de P. vannamei, se han presentados mayores desafios sanitarios,
particularmente en las primeras etapas, donde la elevada densidad y la inmadurez del sistema
inmunologico del animal, incrementan la susceptibilidad a infecciones bacterianas (FAO, 2022;
Flagele, 2012). Entre los principales agentes patdgenos destacan especies del género Vibrio,
ampliamente asociadas a sindromes de mortalidad temprana y de grandes pérdidas economicas

en los ultimos afios (De Schryver et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015).

Ante esta problematica, la industria ha intentado combatir aplicando diversos métodos de
control, entre ellos los antibidticos que en su momento fueron una herramienta muy utilizada
en el control bacteriano, no obstante la aplicacion del mismo determind que si bien presentod
capacidades en los tratamiento, su uso también fue asociado al desarrollo y propagacion de
resistencia antimicrobiana, lo que ha llevado a controles estrictos de regulacion y busca

alternativas mas sostenibles (Done et al., 2015; Shah et al., 2014).
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Ante esto, las actividades inmunoestimulantes y antimicrobianas presentes en ciertos
compuestos naturales se transforman en focos de exploracion. Tales como Ganoderma lucidum,
donde se ha evidenciado una valiosa riqueza de metabolitos secundarios con bioactividad, que

incluyen esteroles, polisacaridos estructurales, compuestos fendlicos, triterpenos y lanostanicos

(Wachtel-Galor et al., 2011; Baby et al., 2015).

Es decir, los polisacaridos de Ganoderma lucidum, especificamente los beta-glucanos, muestran
en estudios previos ser capaces de activar los mecanismos de defensa en los sistemas
inmunolégicos en especies de cultivo, lo que representa un potencial para P. vannamei,
induciendo a la estimulacion de procesos como la fagocitosis y la generacion de compuestos

antimicrobianos endégenos (Meena et al., 2013).

Similarmente, estudios han determinado que extractos de G. lucidum tienen una actividad
antibacteriana frente a diversas bacterias Gram negativas y Gram positivas. Debido a la accion
combinada de triterpenoides y otros compuestos fendlicos, los cuales atacan la membrana
celular de los patdogenos y conducen a su posterior muerte (Sanodiya et al., 2009; Boh et al.,

2007).

G. lucidum representa una alternativa favorable frente a los antibioticos convencionales, ya que
debido a sus rutas de accion no tiende a desarrollar resistencia en los microorganismos y
conduce al equilibrio microbiano del sistema. Por lo tanto, el uso de inmunoestimulantes
representa un potencial para disminuir el estrés celular y disminuir la probabilidad de contagio,

sin llegar a causar efectos ambientales no deseados (Citarasu, 2010).

Debido a esto que evaluar el potencial del extracto de Ganoderma lucidum como suplemento
profilactico en el cultivo de larvas de P. vannamei, representa una estrategia integral para
optimizar la salud larval de la especie de camaron L. vannamei disminuyendo la posibilidad de

contagio por carga bacteriana y a la vez trabajando estrategias responsables y sostenibles.

1.4 Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la accion profilactica del hongo Ganoderma lucidum en larvas de Penaeus



vannamei, mediante ensayos in vitro y tratamientos experimentales para la determinacion

de su efecto sobre el crecimiento, sobrevivencia y resistencia a patdogenos bacterianos.

1.4.2. Objetivos especificos

e Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de Ganoderma lucidum
frente a bacterias patdgenas mediante ensayos in vitro con diluciones seriadas.

e Determinar la actividad antibacteriana del G. lucidum en condiciones experimentales sobre
larvas de P. vannamei expuestas a patdgenos comunes.

o Identificar el efecto del tratamiento con G. lucidum en el crecimiento y la tasa de

sobrevivencia de larvas de L. vannamei bajo condiciones controladas.

1.5 Hipdtesis

Hipétesis nula (HO0): El extracto de Ganoderma lucidum no presenta ningliin efecto

profilactico sobre la respuesta microbioldgica y fisiologica de larvas de Penaeus vannamei

Hipatesis alternativa (H1): El extracto de Ganoderma lucidum presenta un efecto profilactico

sobre la respuesta microbiologica y fisiologica de larvas de Penaeus vannamei



Capitulo 11
2.1 Marco tedrico
2.1.1. Acuicultura de P. vannamei
2.1.1.1 Importancia economica y produccion

Ecuador se caracteriza por la consolidacion que ha desarrollado en la produccién acuicola
internacional. Esto ha permitido su crecimiento tanto economico como social en las ultimas
décadas. En este sentido, se describe que el pais andino cumple con el cumplimiento técnico
rigurosos de produccion de este crustaceo, basandose en masivos lotes de produccion que
debido a su distribucion suelen ser susceptibles a | contagio de enfermedades infecciosas que,
a mas de representar significativas pérdidas econdémicas, también conduce al riesgo de
resistencias que dificultarian su cultivo en los afos futuros (Silva et al., 2021). Se resalta que el
auge de su produccion se obtuvo cuatro afios atrds donde logré 185 millones de toneladas y

represent6 el 51% de la produccion total acuicola ecuatoriana (FAO, 2024).
2.1.1.2 Fases de desarrollo larvario

La larva del camaron blanco tiene 5 fases previas hasta alcanzar la madurez. Estas se reconocen
como nauplio, protozoea, mysis y finalmente postlarvas que le permite desplazarse en los

espacios estuarinos y alcanzar su etapa adulta donde mide entre 1-10 cm (Figura 3).

Figura 1.
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Nota: Descripcion de las etapas de ciclo de vida del camardn blanco, [Ilustracion], (Pérez y

Kensley, 1997) citado en Palacios (2024).



En detalle, la hembra de P. vannamei se fecunda y expulsa los huevos, los cuales luego de 16
horas eclosionan y pasan por estadios hasta llegar a su etapa completa. Diaz y Montes (2012)
indican que el camarén blanco inicia su vida larval como nauplio (I, II, III, IV, V) que dura
entre 40 a 50 horas y se alimenta gracias a su saco vitelino (Blandén y Ordofiez, 2014), luego
se convierte en zoea (I, 11, III) donde termina las cinco metamorfosis en aproximadamente 4 a
6 dias y muda para diferenciar su cefalotérax de su abdomen con un nado particular hacia
adelante (Garcia y Reste, 1986; Benitez et al., 2005). Posteriormente, en mysis (I, II, III) ocurre
la muda completa y el cuerpo toma una forma encorvada especificamente en el area del
abdomen, su nado se da por contracciones abdominales y tiene un periodo de tres dias.

Finalmente, llega al estadio postlarval y termina como un camaroén adulto.
2.1.1.3 Sistema de cultivo

El cultivo de esta especie se da mediante tres tipos de sistemas. Por un lado, el sistema de
cultivo extensivo se emplea principalmente en los paises latinoamericanos. Ocurre en zonas
intermareales, debido a que no se requiere aireacion, ni bombeo; es decir que se utilizan tanques
que tienen un volumen de aproximadamente 0.7-1.2 metros donde se crian las larvas. Este se
caracteriza de una alimentacion natural, bajos en contenido proteico diario y con aplicacion de
fertilizantes. Cabe recalcar que su cosecha solo se realizada semestralmente y alcanza

rendimiento de 150 — 500 kg/ha (FAO, 2009; Reyes, 2021).

Por otro lado, el sistema semi-intensivo se diferencias debido a su alta densidad que comprende
entre 10-30 camarones por m”. Es por lo cual, requiere de mayor nimero de recambios de agua
(10-20%) y uso de fertilizantes para brindar los suplementos alimenticios necesarios (Tacon,

2002; FAO, 2006; Tay, 2014).

Por ultimo, el sistema intensivo se basa principalmente en su uso de fertilizantes, alimento
artificial y la implementacion de redes de aireacion para controlar eficientemente las
condiciones del estanque. De esta manera, estos pueden alcanzar los 60-300 individuos por m?

(Benitez et al., 2005; FAO, 2011; Tay, 2014)
2.1.1.4 Condiciones de cultivo

Las condiciones requeridas para el tratamiento adecuado del agua incluyen controles de
temperatura y salinidad, oxigeno y pH. El cumplimiento de los rangos Optimos es

imprescindible para la disminucion de indice de mortalidad en los cultivos y evitar alteraciones
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en las etapas de ciclo de vida de las larvas, evitando también la contaminacion por patdgenos

como Vibrios spp. y Pseudomonas.
2.1.1.4.1 Temperatura

Se reconoce que las larvas requieren desarrollarse en un rango de temperatura entre los 25-
30°C, debido a la baja tolerancia de los organismos en los estadios de vida. Se detalla que en el
estadio de postlarval el individuo tiene la ventaja de adaptarse a los niveles de salinidad y
temperatura previamente a ser introducidos en los precriaderos, pero estos no pueden exceder

y ausentarse a las condiciones dptimas (Sanz, 2024)

Estudios informan que valores menores de 23°C pueden conducir a un desarrollo lento o
retardado ya que afecta directamente la tasa metabdlica del camardon (Ulloa, 2015; Hernandez-
Gurrola, 2016). Mientras que los valores superiores a 32°C aceleran el metabolismo y el
crecimiento paralelamente, aumentando los niveles de oxigeno e inversamente

proporcionalmente disminuyendo la capacidad de solucién que causa efectos a largo plazo.

Por lo tanto, se describe que segun Boyd (2001), P. vannamei requiere un manejo controlado

de temperatura, pero en caso de no ser posible se puede:
e Temperaturas superiores a 35°C: aumentar la cantidad de agua en el estante
e Temperaturas inferiores a 25°C: reduccion del nivel de agua en el estante

o Estatificacion: romper la estratificacion mediante movimientos causados por aireacion

0 uso de motor.
2.1.1.4.2 Oxigeno

El oxigeno requiere ser medido dos veces al dia debido a que permite controlar y reconocer la
necesidad de recambios de agua, fotosintesis (poblacion de fitoplancton) y la interaccion del
tanque con la atmosfera. En los horarios diurnos las concentraciones son bajas que se encuentran
entre 4-9 ppm, mientras que en la etapa nocturna se tienen valores mas altos que superan los
10ppm. Por lo tanto, la medida Optima para P. vannamei es de 5 mg/L, pero los niveles suelen
ser mayores a 3 mg/L. De esta manera, el control de esta variable permite reconocer la densidad
poblacional en el sistema y manejar los niveles adecuados de oxigeno para evitar enfermedades

en el camaron (Auro, 2006, Sanz, 2024)



A continuacion, se detalla una tabla (Boyd, 2001) con informacion referente a rangos de

concentracion de oxigeno y sus posibles efectos en los camarones:

Tabla 1.

Indices de rangos de oxigeno en el sistema de cultivo

Niveles de oxigeno mg/L Efectos
<2mg/L Muerte por exposicion
prolongada
2 -<S5mg/L

Crecimiento retardado

5 mg/L Crecimiento y desarrollo
[optimo
>Smg/L Efectos adversos en el

crecimiento y organismo

Nota: Descripcion de los diferentes rangos y sus posibles efectos en el sistema de cultivo
2.1.2 Problematica sanitaria en larvicultura
2.1.2.1 Enfermedades bacterianas comunes

El mayor desafio del sector acuicola se debe a la variedad de enfermedades y complicaciones
que amenazan la vida de las larvas en cultivo. Entre las principales patologias que afectan a P.
vannamei se tienen las bacterias del género Vibrio spp. y las Pseudomonas sp. Su presencia
puede provocar problemas morfologicos y fisiolégicos que van desde el deterioro de sus

organos hasta la forma de su nado (Fajardo, 2013).

Ademés de ello, entre otras enfermedades que suelen afectar estos cultivos se tiene el
padecimiento de postlarvas traslucidas (TPD), que especificamente actiia en el estadio de
postlarvas a los 6-12 dias de crianza. Sus efectos se centran en vaciar el tracto digestivo y dejar

incoloro la hepatopancreas, provocando la muerte del mas del 80% en los tres primeros dias de
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contagio (Jia et al., 2023).

Asimismo, se presentan las enfermedades por virus como Necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV) que provoca el sindrome de deformidad o enanismo, el

sindrome de la mancha blanca (WSSV) y el virus del sindrome de Taura (Pefia, 2025).

2.1.2.2 Género Vibrio spp.

Los vibrio son bacterias gram negativas anaerobicas y aerdbicas facultativas que poseen una
forma de baston recto o curvo de 1.4-2.6 um de largo x 0.5-0.8 um de ancho. Suelen habitar los
ecosistemas marinos y de manglares. No obstante, también forman parte del microbiota
intestinal de crustidceos, pero en exceso pueden convertirse en patdogenos oportunistas que
debilitan a la larva y la conducen su muerte (Morales, 2008; Lomeli, 2011; Lin et al., 2018). Su
versatilidad y diversidad lo convierten en un enemigo importante en el mercado camaronero,
ya que su género se constituye de mas de 100 especies (Lin et al., 2018), de las cuales, las mas
perjudiciales son V. alginolyticus, V. anguillarum, V. harveyi, V. parahaemolyticus y V.

splendidus (Nimrat et al., 2008; Rebougas et al., 2011; Serrano, 2014).

Segun Valeria y Alfaro (2018), en su estudio de resistencia a los antibidticos, determinaron que
cinco especies de vibrios han desarrollado resistencia individual y multiple. Lo cual se traduce
en un desafio relevante en la industria. Detallando el 18.3% para Vibrio cholerae, 16.7% para
V. mimicus, 10% para V. parahaemolyticus, 6.7% para V. vulnificus y 1.7% para V. alginolyticu
(Cota, 2024)

Asimismo, Prabina et al. (2023) indica en su estudio de vibrio resiste y P. vannamei que la
especie mas resistente es V. alginolyticus que tiene un indice de resistencia multiple de 0.60,
seguido de V. mimicus con 0.54 y V. parahaemolyticus (0.42). El indice de resistencia multiple
a antibidticos o MAR se rige de valor 0 a 1, donde los valores cercanos a 0 se refieren a baja

resistencia, mientras que los proximo a 1 una resistencia fuerte (Cota, 2024)

2.1.2.3 Pseudomonas spp.

Las bacterias moviles del género Pseudomonas pueden contagiar los cultivos cuando estos se
encuentran en condiciones adecuadas, especificamente en bajos niveles de salinidad (Jordy y
Melena, 2021). Estudios indican que este microorganismo puede causar la muerte de los
camarones debido a que generan pigmentos rojos-rosados debido a su accion sideréforo que
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puede contagiar a larvas y postlarvas en etapa temprana, ya que generan una muda deficiente y
resultando en una necrosis e hidrolisis debido a las toxinas producidas por la bacteria. Por otro
lado, se conoce que pueden ocasionar un efecto inhibitorio en la actividad de vibrio en esta
especie de camaron siendo benéficos en ciertos cultivos, y un efecto probiotico (Duque y

Rodriguez, 2025)
2.1.3 Uso de antibidticos en la acuicultura y sus consecuencias

Debido a todos estos desafios en la salud larvas, los antibidticos son ampliamente usados en las
actividades acuicolas, sin embargo, esto ha conducido a una administracion inadecuada que da
como resultado a episodios de toxicidad, produccion de residuos, problemas a la salud publica

y consecuencias ambientales graves (Irianto y Austin, 2002, Alvarez, 2023).

Ademas, esto puede llevar a la resistencia a los patogenos bacterianos, debido a que desarrollan
cambios genéticos que les permiten sobrevivir a la exposicion del medicamento. En este
sentido, esto representa un problema relevante debido a que causa pérdidas econdmicas
significativas en el mercado (Flegel et al, 2008, Ayala, 2025). Alderman y Hastings (1998)
sefalan que la resistencia puede provocar potencial riesgo en el consumidos debido a que existe

la posibilidad de transferencia genética.
2.1.4. Sistema inmune de P. vannamei

Los camarones no cuentan con un sistema inmunoldgico adaptativo, por lo cual solo se sostiene
de su inmunidad innata; esta funciona mediante la deteccion de patogenos debido a la presencia
de antigenos y moléculas de reconocimiento que provoca la accion de peroxidasas, superoxido
dismutasa (Rios et al, 2022). Por un lado, se tiene el exoesqueleto de los crustdceos que brinda
una proteccion fisica fuerte de quitina y sales minerales de calcio. Internamente, contienen
factores humorales que permite que logren neutralizar la accidén de patdogenos, no obstante,
debido a que requieren de mudar su cobertura llegan a perder esta propiedad en el proceso y
aumenta el riesgo de contagio por microorganismos. En este contexto, intervienen nuevas rutas
celulares y humorales que activan cascadas proteoliticas como por ejemplo la coagulacion hemo
linfatica que es responsable de la produccion de un gel para fagocitar patdgenos (Gomez, 2024,
Pefia, 2025). No obstante, esta respuesta no suele ser suficiente para que las larvas sobrevivan

a enfermedades producidas por bacterias, o virus.
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2.1.5 Inmunoestimulantes como alternativa profilactica

Recientemente, se ha demostrado que los inmunoestimulantes brindan beneficios importantes
en el mecanismo de defensa de los crusticeos, permitiendo asi sobrellevar problemas
relacionados a la resistencia a medicamentos. Por lo tanto, estos se refieren a sustancias
sintéticas o naturales que optimizan los mecanismos de defensa inespecificos del organismo y
permite prevenir contagios de enfermedades. Sin embargo, es importante regular su dosis y
aplicacion para evitar efectos adversos que suelen ocurrir debido a la sobredosificacion (Fierro,

2009).

2.1.5.1 Antecedentes de inmunoestimulantes en camaron

El desarrollo de la acuicultura especialmente de P. vannamei, ha enfrentado enormes desafios
de salud causados por afecciones virales y bacterianas, causando altas mortalidades a nivel
global. Tradicionalmente, los antibidticos eran considerados la primera linea de defensa, pero

las restricciones impuestas por el mercado impulsaron la busqueda de alternativas sostenibles.

Los inmunoestimulantes han surgido, como compuestos que tienen las capacidades de activar
el sistema inmunoldgico innato del camardn, que, a diferencia de los vertebrados, no tiene una
memoria inmunologica adaptativa en el sentido ordinario; se basa exclusivamente en

mecanismos celulares y humorales para poder hacerle frente a los patdgenos (Rodriguez, 2005).

Uno de los antecedentes mas importantes utilizados en la investigacion son los polisacaridos
aislados a partir de las paredes celulares microbianas. Se ha documentado que los B-glucanos,
especialmente aquellos derivados de la levadura Saccharomyces cerevisiae, han demostrado ser
eficaces en la resistencia al Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) y a las cepas
bacterianas de vibrio (Song et al., 1997). Ademas, se ha demostrado que la aplicacion de
peptidoglicanos de bacterias Gram-positivas mejora significativamente las tasas de
supervivencia a estimular la cascada de profenoloxidasa, un proceso enzimatico critico para la

melanizacion y el aislamiento de agentes extrafios en el cuerpo del crustaceo (Itami et al., 1998).

En los ultimos afos, el trasfondo se ha vuelto mas completo, lo que porque los microorganismos
también consideran los probidticos y prebioticos. Esto es significativo beneficiosos,
especialmente las cepas de Bacillus subtilis, no solo mejoran la eficiencia del alimento, sino

que también secretan compuestos que inhiben el crecimiento de patdgenos oportunistas,
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mejorando la salud intestinal (Wang & Gu, 2010). Ademas, la inclusién de prebidticos como
los fructooligosacaridos (FOS) ha facilitado un ajuste del microbiota del camaron para adaptarse
a un entorno interno resiliente bajo estrés ambiental (Hu et al., 2019). Sin embargo, la literatura
advierte que la administracion debe ser estratégica, ya que la sobreestimulacion prolongada
puede llevar a la "fatiga inmunolégica", reduciendo la efectividad de la proteccion buscada

(Campa-Cordova et al., 2005).

2.1.6 Ganoderma lucidum

Los hongos medicinales se han convertido recientemente en un activo bioldgico clave en el
estudio de la acuicultura debido a sus contenidos moleculares ricos en inmunomoduladores.
Notablemente, se ha identificado que el G. lucidum tiene abundantes B-glucanos y triterpenos

presentes como estimulantes de la respuesta inmune no especifica.

Estudios iniciales mostraron que agregar extractos de este hongo en la dieta del camardn blanco
(P. vannamei) contribuye a una mayor supervivencia y a una optimizacion en la efectividad de
la alimentacion y el crecimiento de estas especies, 1o que seria un aditivo altamente funcional

en la industria de la acuicultura (Chang et al., 2012).

A su vez, el G. lucidum tiene como mecanismo de accion la activacion de los hemocitos y la
regulacion de algunas de las enzimas. Se ha demostrado que los polisacaridos de este hongo,
cuando se administran por via oral, aumentan significativamente el Conteo Total de Hemocitos
(THC), la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD), que es importante para

neutralizar los radicales libres en la respuesta inflamatoria (Yeh et al., 2004).

Ademas, también se ha informado de una regulacion positiva de la expresion génica de la
penaeidina, un péptido antimicrobiano importante para la defensa natural de los crustaceos

contra la invasion bacteriana (Carcamo et al, 2016).

Un hito en la investigacion hacia este nuevo hongo es que es altamente efectivo contra el Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV). Los estudios han demostrado que los camarones
que reciben suplementos de G. lucidum acumulan mas resistencia y tienen menos carga viral

después de desafios experimentales.

Los compuestos del hongo parecen "preparar" las células de defensa para aumentar la velocidad
con la que pueden montar una respuesta rapida y mas robusta en caso de patogenos (Yuan et
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al., 2019). Este potencial de "preparacién" inmunoldgica sugiere que los extractos fungicos
pueden ser una alternativa prometedora para los brotes epidémicos en sistemas de cultivo

intensivo.
2.1.6.1. Taxonomia y caracteristicas generales
2.1.6.1.1. Taxonomia
Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Polyporales
Familia: Ganodermataceae
Género:Ganoderma
Especie: G. lucidum

(Curtis) P. Karst., 1881

G. lucidum es un basidiomiceto, cuya superficie brillante y coriacea del cuerpo fructifero es
unica; de esta propiedad se puede derivar el epiteto exacto lucidum, que significa "brillante" en

latin.

El basidiocarpo exhibe una amplia gama de morfologias en forma de rifién, semicirculo o
abanico, con diametros que varian drasticamente con el paso del tiempo y las condiciones de

crecimiento (Gonzalez, 2015).

El color es muy heterogéneo, desde rojo intenso y rojo anaranjado hasta marrdn rojizo oscuro,
y tipicamente aparece de un color mas claro en el margen de crecimiento. Una caracteristica del
hongo es el pileo, que tiene una cuticula lacada o barnizada. Se caracteriza por una rica retencion
de metabolitos secundarios e hifas compactas, resultando en una estructura resistente y lefiosa
después del secado, lo cual esta asociado con la quitina y otros polisacéridos estructurales de la

pared celular (Gonzélez, 2015; Yeh et al., 2004).
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El hongo demuestra plasticidad fenotipica por la presencia de un estipe o tallo. Esta estructura
es mayormente lateral, pero puede ser central o estar completamente ausente en ciertas
condiciones criticas de intensidad de luz, ventilaciéon y didéxido de carbono al formar la
estructura. Esta diferenciacion morfoldgica es una adaptacion de los hongos a los cambios en

los microambientes (Gonzalez, 2015).

En la base del basidiocarpo se encuentra el himenio que, sin branquias o ldminas, es una capa
porosa con tubos delgados que son blancos a crema y se oscurecen con la madurez o la
exposicion. Estas estructuras porosas son las que producen y liberan basidiosporas, érganos

reproductores del filo Basidiomycota, a las células de la especie (Yuan et al., 2019).
2.1.6.2 Composicion bioquimica

En términos de composicion bioquimica, G. lucidum consiste en una matriz fitoquimica
altamente compleja que combina mas de 400 metabolitos secundarios bioactivos distribuidos
en su cuerpo fructifero, micelio y esporas (Ahmad et al., 2023). El anélisis proximal muestra que
el hongo en base seca estd compuesto principalmente de fibra cruda (59%), carbohidratos totales

26-28%), proteinas crudas (7-8%) y lipidos que varian del 3% al 5% (Encyclopedia.pub, 2024).
y

Tal estructura no solo caracteriza la rigidez macroscopica, sino que también es una base para
biomacromoléculas con alta actividad farmacologica (Sanodiya et al., 2009). Los polisacaridos
(GLP) son uno de los grupos funcionales mas investigados, que comprenden una arquitectura
molecular basada en B-D-glucanos que incluye enlaces glicosidicos B (1—3) en la cadena

principal y ramificaciones laterales B (1—6) (Bhat et al., 2023).

Ademas de estos homopolimeros de glucosa, el hongo también sintetiza heteropolisacaridos
complejos con residuos de manosa, galactosa, xilosa y fructosa en varias conformaciones
(Ahmad, 2020). La bioactividad de estas macromoléculas, incluyendo actividad
inmunomoduladora y antitumoral, depende de su peso molecular y grado de ramificacion de

sus cadenas (Yupeng et al 2024)-

Los triterpenoides tipo lanostano representan el componente mas diverso en el ambito de los
metabolitos secundarios de bajo peso molecular, con mas de 380 compuestos identificados hasta
la fecha (Ren et al., 2023). Debido a su sabor amargo, estos metabolitos pueden organizarse en

acidos ganodéricos (GA-A, GA-B y GA-T) asi como en 4cidos lucidénicos que

16



presentan un esqueleto de carbono de 27 atomos (Ahmad, 2020; Ren et al., 2023). Estos
compuestos se producen exclusivamente a través de la via del mevalonato (MVA), donde las

enzimas (por ejemplo, lanosterol sintasa) ayudan en la formacion del nicleo esteroidal (Shin et

al., 2021).

La porcion nitrogenada del hongo contiene proteinas particulares con funciones biologicas
especificas (SSR Institute, 2025), a saber, la proteina inmunomoduladora LZ-8 (Ling Zhi-8).
Esta molécula contiene 111 aminodcidos y es un homodimero no covalente con dominios
similares a fibronectina tipo III que permiten la sefializacion a receptores celulares y la sintesis

de citoquinas (SSR Institute, 2025).

Ademas, el perfil de aminoacidos de G. lucidum es notable debido a los altos niveles de leucina
y lisina, que son esenciales para el metabolismo humano (Wachtel-Galor et al., 2011). La
composicion de lipidos y esteroides también es compleja, con una proporcion relativamente alta
de acidos grasos poliinsaturados en comparacion con los lipidos totales (Ahmad Nizar et al.,

2013).

Los componentes principales incluyen acido linoleico (53.6%), acido oleico (24.2%) y acido
palmitico (11.5%) y estan involucrados en la estabilizacion de las membranas celulares y las
propiedades hipocolesterolémicas del hongo (Ahmad Nizar et al., 2013). El ergosterol, por otro
lado, es reconocido como el principal esterol, siendo un precursor bioldgico de la vitamina D2
que muestra su accion antiinflamatoria a través del bloqueo de los mediadores iNOS y COX-2

(Martinez-Montemayor et al., 2019; Encyclopedia.pub, 2024).

Por ultimo, G. lucidum es altamente capaz de bioacumular minerales y oligoelementos del
sustrato. El germanio orgénico (Ge-132) se detecta debido a su valor como oligoelemento para
la regulacion del oxigeno celular, y el selenio se enriquece, biotransformado por el hongo en

selenoproteinas orgéanicas altamente biodisponibles (NCBI, 2011).

En cuanto a su contenido vitaminico, el hongo también es rico en vitaminas del complejo B,
principalmente niacina (B3), riboflavina (B2) y tiamina (B1), ademds de cantidades
significativas de acido ascorbico (Vitamina C) y vitaminas liposolubles como [-caroteno y

tocoferol (Encyclopedia.pub, 2024).
2.1.6.2.1 Polisacaridos (B-glucanos 1,3/1,6)

Los polisacéridos de G. lucidum (GLPs) pertenecen a uno de los principales grupos
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de metabolitos asociados con sus propiedades biologicas, incluyendo su actividad
inmunomoduladora y antitumoral. Entre esta fraccion, una de las clases prominentes son los [3-
D-glucanos, macromoléculas estructurales de la pared celular del basidiomiceto, que han
demostrado ser altamente capaces de modular la funcién innata y adaptativa de las reacciones

inmunitarias (Bhat et al., 2023).

Su potencial terapéutico no solo se debe a su abundancia, sino también a su bien estructurada
organizacion molecular que especifica sus sitios de union mediante receptores del sistema

inmunolégico dirigidos.

La cadena principal de los polimeros, que consiste en residuos de D-glucosa dispuestos en una
columna vertebral lineal, estan conectados por enlaces B-(1—3)-glicosidicos. Esto estructura
esta forma polimérica con ramas laterales unidas por enlaces 3-(1—6) adheridos a la estructura
(generalmente por cada dos o tres enlaces de la cadena principal; generalmente a dos o tres

residuos) (Bhat et al., 2023; Zhong et al., 2024).

Los B-1,3-1,6-glucanos estan frecuentemente dispuestos de manera tridimensional, en forma
de hélice, teniendo una forma tridimensional caracteristica, debido a la formaciéon de una
molécula que comprende dos o mas elementos estructurales. Se piensa que esta estructura
secundaria es un factor clave en su bioactividad, ya que permite el reconocimiento por parte de
los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) dentro de las células del sistema

inmunolégico (Hung et al 2008).

De manera similar, la solubilidad y el peso molecular de estos polisacaridos cambian con el
proceso de extraccion y purificacion y las fracciones se reportaron con distintos niveles de
polimerizacion y masas moleculares (analisis MALDI-TOF, 2025); estos parametros también
afectan directamente su actividad biologica. Mdas especificamente, la formacion de B-glucanos

es un fenomeno regulado enzimaticamente en términos biologicos.

Los genes GLGLS1 y GLGLS2, que codifican enzimas B-1,3-glucano sintasa que alargan la
cadena principal utilizando la activacion de la cadena principal con UDP-glucosa como sustrato
activado, han sido identificados recientemente (Instituto SSR, 2025; Wu et al., 2025). De estos,
la enzima GLGLS2p ha sido reconocida como la via central en la formacion de glucanos
estructurales. Simultaneamente, la B-1,3-glucosiltransferasa (vinculada al gen gl20535) actta
como una enzima de extension/modificacion en las cadenas de polisacaridos (Zhong et al.,

2025). La expresion excesiva de este gen, que se ha demostrado en un experimento que resulta
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en aumentos superiores al 79% incluso hasta el 79% en la sintesis de glucanos intra y
extendidos, ajusta atin mas el flujo de carbono hacia polisacaridos bioactivos que se requieren

en la célula.

El papel inmunoldgico de los B-glucanos se basa en su identificacion como PAMPs. El receptor
primario activado es Dectin-1, CLEC7A, un receptor de lectina tipo C derivado de macrofagos
y células dendriticas (Bhat et al., 2023), que se dirige a un nimero especifico de enlaces -
(1—3). La interaccion ligando-receptor desencadena un proceso de sefializacion que depende
de la tirosina quinasa Syk y la proteina adaptadora CARD9, que culmina en la activacion del
factor nuclear NF-kB y la liberacion de citoquinas proinflamatorias, incluyendo TNF-a e I1L-12

(Lee et al., 2009; MDPI, 2013).
2.1.6.2.2 Triterpenoides (acidos ganodéricos)

Los triterpenoides de G. lucidum son una de las principales clases de metabolitos secundarios
cuya farmacologia es una de las mas importantes. Son compuestos de bajo peso molecular
(=400-600 g/mol), derivados biosintéticos del lanosterol, con un esqueleto de 30 dtomos de

carbono (Cso) (Sanodiya et al., 2009; Ahmad, 2020).

Aproximadamente se han reportado de 380 a mas de 495 compuestos terpénicos hasta la fecha
en cuerpos fructiferos, micelio y esporas (Ren et al., 2023; Encyclopedia.pub, 2024). Estos
metabolitos juegan un papel sustancial en el sabor amargo del hongo e incluso se utilizan como

indicador de su concentracion bioactiva (Ahmad, 2020; Sanodiya et al., 2009).

Las propiedades quimicas se clasifican principalmente en 4cidos ganodéricos, &cidos
lucidénicos y sus derivados (alcoholes, lactonas, cetonas y ésteres). Los acidos ganodéricos
estan especificamente restringidos al género y tienen una amplia diversidad estructural, como
la actividad inhibitoria en la via JAK/STATS3 por el acido ganodérico A y la inhibicion del
inhibidor de la proteasa del VIH-1, acido ganodérico B (Kubota et al., 1982; El-Mekkawy et
al., 1998; Chen & Chen, 2003).

Los 4cidos lucidénicos tienen un esqueleto de C.7 y son el segundo tipo méas comun de
triterpenoide, que son citotoxicos en algunas lineas tumorales (Ahmad, 2020; Ren et al., 2023).
Se sintetizan por la via del mevalonato (MVA) durante la cual varias enzimas esenciales, como
la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), el escualeno sintasa (SQS) y la lanosterol
sintasa (LS), controlan el desarrollo del ntcleo esteroidal (Ren et al., 2023; Shin et al., 2021).
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El desarrollo de triterpenoides estd muy sujeto a factores genéticos y de cultivo, y las cepas
mutagénicas han mostrado un aumento del contenido total de compuestos de hasta 1.4 veces en
comparacion con las cepas silvestres (Shin et al., 2021). De manera similar, los troncos de
madera fomentan una complejidad relativamente mayor en los perfiles fitoquimicos que los

obtenidos de sustratos artificiales (Luo et al., 2024; Ren et al., 2023).

Farmacologicamente muestran efectos de multiples objetivos (afectando la apoptosis, la
detencion del ciclo celular (fase G1), la inhibicion de la metastasis (MMP-2, MMP-9) y las vias
PI3K/AKT (Ahmad, 2020; Cheng & Xie, 2019). Ademas, su actividad antiinflamatoria se
muestra por la supresion de la produccion de TNF-a e IL-6 mediante la inhibiciéon de NF-xB

(Ahmad, 2020; Ren et al., 2023).

Las concentraciones de triterpenoides difieren dependiendo de la parte del organismo y su
madurez: las esporas que sufren disrupcion de la pared celular pueden ser el 1.31% de acidos
terpénicos con contenidos que tipicamente superan al cuerpo fructifero o al micelio (Wu et al.,

2023; Zhao et al., 2015).

Esta diversidad estructural y funcional de G. lucidum lo posiciona como un contribuyente
estratégico de compuestos bioactivos que poseen funciones quimiopreventivas y reguladoras
metabolicas en el campo de la micologia medicinal moderna (Encyclopedia.pub, 2024; Ren et

al., 2023).
2.1.6.2.3 Proteinas inmunomoduladores

La fraccion proteica de G. lucidum comprende aproximadamente del 7% al 8% de su biomasa
seca, que son biomacromoléculas ricas en actividades bioldgicas (Ahmad, 2020; Wachtel-Galor

etal., 2011).

Los FIPs principales son los agentes mas abundantes en esta clase y Ling Zhi-8 (LZ-8 o FIP-
glu) del basidiomiceto es la molécula dominante entre estos FIPs (Ren et al., 2023). LZ-8, un
polipéptido (110-111 aminoacidos) con un peso molecular aproximado de 12.6—-13 kDa, es un
homodimero no covalente con excelente estabilidad térmica y quimica (UniProt, 2024; SSR

Institute, 2025).

Su estructura comparte las regiones constantes caracteristicas observadas en inmunoglobulinas
y presenta dominios de fibronectina tipo III (FNIII), que favorecen su interaccion con receptores

de la superficie celular (Huang & Sun, 2008; MDPI, 2025). A nivel celular, esta proteina
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también activa macrofagos, linfocitos T y células dendriticas y promueve la liberacion de
citoquinas como IL-2 e IFN-y al estimular vias de sefializacion intracelular como MAPK y NF-

kB (Zhong et al., 2024; Zuo et al., 2024).

Estas propiedades identifican a los FIPs como posibles adyuvantes inmunoldgicos para uso
terapéutico. Los estudios han demostrado que la forma recombinante (rLZ-8) puede modular
mecanismos hematologicos complicados que ademds promueven la movilizacion de células
madre hematopoyéticas a través de la modulacion del eje CXCR4-SDF-1, contribuyendo asi a
la recuperacion de leucocitos en modelos de neutropenia inducida (Samanta et al., 2025; SSR

Institute, 2025).

Ademas, se han implicado efectos antitumorales en la lesion del EGFR, la induccion de
apoptosis y la detencion del ciclo celular en la fase G1 (Lin et al., 2017; Zhong et al., 2024).
Aparte de los FIPs, G. lucidum también esta enriquecido en proteinas de menor peso molecular,
incluyendo lectinas y ribonucleasas con actividad citotdxica selectiva (Ahmad, 2020; Ren et al.,
2023), y enzimas antioxidantes, incluyendo superdxido dismutasa (SOD) y lisozima, que

facilitan la proteccion contra el estrés oxidativo (Wachtel-Galor et al., 2011; Ren et al., 2023).
2.1.6.3. Propiedades de G. lucidum
2.1.6.3.1 Mecanismo de estimulacion inmunitaria

Se reconoce que los macrofagos y hemocitos son los principales actores en la estimulacion del
sistema inmune causados por accion de G. lucidum. Esto se debe a que tiene propiedades
inmunoestimulantes que conducen a la fagocitosis, activacion de rutas de citoquinas, entre otras,
lo cual permite sea un potencial proinflamatorio para optimizar la salud de la larva (Burgel et
al, 2025). Estudios demuestran que este hongo es un coctel de compuestos que incluyen

actividad antibacteriana, fungicida, a mas de su perfil inmunoestimulador (Hu et al, 2022).
2.1.6.3.2 Actividad antimicrobiana

Posee actividades antimicrobianas directas como moduladoras contra infecciones causadas por
patégenos (Ahmad et al., 2024). Este basidiomiceto produce metabolitos secundarios,
principalmente triterpenoides y polisacaridos, que han mostrado buena actividad contra

patogenos antimicrobianos clinicos en bacterias (Sanodiya et al., 2009).
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Su identificacion ha atraido mucha atencién debido al aumento global de la resistencia
antimicrobiana (Karunarathna et al., 2024b). Para la aplicacion antibacteriana, se observa que
los extractos de G. lucidum afectan la integridad de la pared celular y la membrana

citoplasmatica (Ewunkem et al., 2024).

Los acidos ganodéricos se unen a los lipidos bacterianos para mejorar la permeabilidad de la
membrana seguida de la lisis de la célula (Ojha, 2025). Se han reportado concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) en un rango de 31.25 a 400 pug/mL para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae en ensayos in vitro
(Ahmad et al., 2024; Sudheer et al., 2019). Ademas, algunos polisacaridos pueden interferir con
los procesos de replicacion bacteriana mediante la inhibicion de enzimas de sintesis de acidos

nucleicos (Liang et al., 2024).

Con respecto a las actividades antivirales, diferentes triterpenoides proporcionan acciones
inhibitorias al bloquear y prevenir la entrada viral a través de vias como la inhibicidon enzimatica

(Zhu et al., 2015).
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Capitulo III

3.1. Metodologia

3.1.1. Enfoque y tipo de investigacion

La investigacion propuesta es de caracter experimental y cuantitativo, combinando ensayos de
laboratorio (in vitro) con experimentos en sistemas de cultivo (in vivo) similares a los descritos
por Mendoza Lombana et al. (2022). Se manipularon directamente las condiciones de cultivo
para evaluar el efecto profilactico del extracto de G. lucidum sobre los camarones. En linea con
estudios previos, se siguieron protocolos controlados con grupo tratado (con suplemento de G.
lucidum) y grupo control (sin suplemento) para identificar diferencias en respuestas
inmunolodgicas y sanitarias (Rodriguez, 2005). Este enfoque experimental permitié cuantificar

el impacto de los inmunoestimulantes sobre la salud de las larvas.

3.1.2. Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de Larvafer-Cam S.A.S,
ubicado en el sector de la Carolina, Salinas Santa Elena, en las coordenadas geograficas -
2.2278276 y -80.9659767 (Figura 1). Esta zona se encuentra en la franja costera del litoral
ecuatoriano, caracterizada por un clima tropical seco con condiciones que favorecen el

desarrollo de actividades acuicolas.

El laboratorio Larvafer-Cam S.A.S, cuenta con areas acondicionadas para el manejo de larvas
de camardn blanco (P. vannamei), incluyendo tanques de incubacidn, unidades de cultivo
larvario, sistemas de aireacion, filtracion y control de parametros fisicoquimicos. Estas
instalaciones permiten realizar ensayos controlados que garantizan la reproduccion de

condiciones experimentales adecuadas para la investigacion.

Figura 2.

Ubicacion satelital del Laboratorio de Larvafer-Cam S.A.S
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3.1.5. Disefo experimental
3.1.5.1 Preparacion de hongo Ganoderma lucidum

El hongo G. lucidum empleado fue de origen comercial. Este funciona como un suplemento
debido a que cuenta con actividad bioldgica que sugiere optimizar la inmunidad de las larvas,
conduciendo a mejores indices de supervivencia y crecimiento de las larvas. Se realizaron
stocks de concentraciones de 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm, 5000 ppm,
6000 ppm, 7000 ppm, 8000 ppm, 9000 ppm, que se usaran en los ensayos siguientes.

3.1.5.2 Ensayo de concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima

bactericida (MBC)

Se evaluo la actividad del extracto comercial de Ganoderma frente a las cepas de V.
parahaemolitycus,

V. harveyi, V. vulnificus, V. algynoliticus. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp. Se
sembrd en las placas de micro Elisa la dilucion del medio liquido de las siguientes
concentraciones del hongo: 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm, 5000
ppm, 6000 ppm, 7000 ppm, 8000 ppm, 9000 ppm. Posteriormente se afiadi6 las suspensiones

de las bacterias previamente comparadas con el método de McFarland (Arellano, 2021). Se
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incubd por 18 horas a una temperatura de 37°C. Se determin6 como control positivo el caldo
de cultivo estéril y control negativo para cada uno de grupos bacterianos analizados. La
lectura de la placa se realizd en un lector de microplacas. Luego, las concentraciones con
inhibicién bacteriana se sembraron en agar y se incubaron por 24 horas a 37°C. Las
concentraciones que presentaron crecimiento bacteriano se determinaron como

concentraciones minimas bactericidas.
3.1.5.3 Siembra de nauplios y ensayo in vivo

Se emplearon seis tanques de larvicultura del laboratorio Larvafer cam con agua previamente
tratada. Se ajustaron los pardmetros iniciales de calidad del agua (temperatura, salinidad,
oxigeno, pH) para que sean Optimos y posteriormente agregar una densidad de entre 3000000-
5000000 de larvas. La siembra de los nauplios se hizo de forma directa, para reducir el riesgo
de estrés. Se aplico la solucion de yodo 1% para la desinfeccion y se afiadio 5 ppm del extracto
del hongo y se inocularon las bacterias, horas después se afiadié gradualmente microalgas para

que las larvas resistan su transicion de nauplios a zoeas (S.1. 2023).

Figura 3.

Diserio experimental

Grupo control Grupo Experimental

Nota. Tanques de cultivo de grupo control y experimental de P. vannamei con Ganoderma

lucidum
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3.1.5.4 Dosificacion

Se identificaron tres tanques como parte del control experimental sin ser expuesto a ninguna
dosis del extracto y a los otros tres tanques se les afiadid concentraciones comprendidas entre
5-8 ppm (Tabla 1). Debido a andlisis exploratorio se optd por aumentar progresivamente la
dosis del tratamiento simultdneamente al crecimiento de la larva (Nauplio 5 ppm; Zoea 5
ppm; en Mysis se mantuvo 5 ppm; 1-2 Postlarvas 5 ppm; 3-6 Postlarvas 7 ppm; 8-16
Postlarvas 8 ppm) (Tabla 2), debido a que se notd que requeria mayor concentracion para
evitar contaminacidon por poblacién bacteriana. Se registraron cambios microscopicos y

macroscopicos como recomienda la FAO (2004) durante los 23 dias de experimentacion.
Tabla 2.

Descripcion de informacion general de tanques experimentales

Tratamiento Réplica Dosis
Control 3 Sin producto
Ganoderma lucidum 3 5 ppm — 8 ppm

Nota: Las concentraciones del extracto aumentaron en cada estadio de las larvas de P.

vannamei.

Tabla 3.

Descripcion de actividades en los 23 dais de experimentacion

Fecha Etapa Actividad de visita Dosis
17/10/2025 Nauplios 5 ppm
18/10/2025 Zoea 1 Revision microscopica 5 pppm
19/10/2025 Zoea 2 Revision microscopica 5 ppm
20/10/2025 Zoea 3 Revisidon microscopica/ 5 ppm
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Microbiologia

21/10/2025 Mysis 1 Revision microscopica/ 5 ppm
Microbiologia
22/10/2025 Mysis 2 5 ppm
23/10/2025 Mysis 3 5 ppm
24/10/2025 Postlarvas 1 Revision microscopica 5 ppm
25/10/2025 Postlarvas 2 Revision microscopica 5 ppm
26/10/2025 Postlarvas 3 Revision microscopica 7 ppm
27/10/2025 Postlarvas 4 Revisidon microscopica/ bacteriologia 7 ppm
28/10/2025 Postlarvas 5 Revision microscopica 7 ppm
29/10/2025 Postlarvas 6 7 ppm
30/10/2025 Postlarvas 7 8 ppm
31/10/2025 Postlarvas 8 Revision microscopica 8 ppm
01/11/2025 Postlarvas 9 Revision microscopica/ bacteriologia 8 ppm
02/11/2025 Postlarvas 10 Revision microscopica 8 ppm
03/11/2025 Postlarvas 11 Revision microscopica 8 ppm
04/11/2025 Postlarvas 12 & ppm
05/11/2025 Postlarvas 13 8 ppm
06/11/2025 Postlarvas 14 8 ppm
07/11/2025 Postlarvas 15 Cosecha 8 ppm
08/11/2025 Postlarvas 16 Cosecha 8 ppm

Nota: Registro diario de la actividad realizada en conjunto a la informacion de la dosis anadida

en los tanques experimentales.

27



3.1.6. Parametros de calidad de agua

Se sigui6 el protocolo descrito por Ordoiiez et al (2017). Se mantuvo un control constante para
evitar fluctuaciones de temperatura. Diariamente se superviso la temperatura, salinidad, pH y
oxigeno.

Tabla 4.

Rangos optimos de parametros fisicoquimicos del agua

Parametro Rangos
Temperatura 29-33°C
Alcalinidad >90 - 200 mg/L
pH 7.2-8.3
Oxigeno >4 - 6 mg/L
Saturacion de oxigeno 70-100 %

Nota: Datos obtenidos de FAO (2009)
3.1.7 Observacion macroscopica de larvas P. vannamei

Se realizaron observaciones macroscopicas diarias para evaluar la salud y comportamiento de
las larvas en cada tanque. Se tomaron 0.5 gramos de larvas al azar y se observaron
microscopicamente para determinar una valoracion numérica segun el grado de severidad de 0
a 4 de Lighther (1996), el cual aborda que 0 indica ausencia de anomalias, 1-2 anomalias bajas
— moderadas, y 3-4 severas-maximas. Se registraron detalles de tejido de la muestra tomada

siguiendo el siguiente cuadro:

Tabla 5.

Descripcion de lesiones y patologias para el reconocimiento de severidad

Tejido Lesion Detalle Causa

Branquias Melanizacion Cambios de coloraciéon (oscura)  Bacteria/Estrés

Hepatopancreas Vacuolizacion  Deteccion de vacuolas lipidicas ~ Virus/deficiencia
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nutricional

Intestino Presencia  de Presencia de trofozoitos de Protozoarios
parésitos gregarinas

Caparazon Lesiones Erosiones, melanizacion, Bacteria/dano
externar o cromatdforos morfolégico/Estrés
cromatoforos

Nota: Fuentes de informacion citados (Cuellar et al, 2015; Morales, 2010)

Ademas de ello, se inspeccionaron elementos generales como el color, la uniformidad y la
presencia de filamentos fecales y remanentes de alimento en el agua como parte del sistema y

la actividad de natatoria de las larvas para identificar nado activo o letargico.

Figura 4.

Observacion de muestras de larvas de P. vannamei y observacion en microscopia
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Nota: Visualizacion microscépica de una larva muestra
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3.1.8. Microbiologia y procesamiento de muestras

Paralelamente, se analizaron 0,50 gramos de muestra para evaluar carga bacteriana. Las muestras

de hepatopancreas de las larvas fueron transferidas en tubos eppendorf y se aforaron hasta

alcanzar 1 gramo por volumen. Bajo cabina de flujo laminar (Air TechJapan Mod. BCM-

1002W) se procesaron siguiendo la técnica estdndar de siembra en placa (Obando, 2023).

Se realizaron diluciones seriadas 1:10. Posteriormente, se sembroé 1 mL de cada dilucion de las
muestras en cajas Petri mediante vertido en placa con agar licuado de TCBS (2%),
CHROMOAGAR (Medio Cromo génico), CETRIMIDE. Se incubaron las placas a 32°C
durante 24 horas y posteriormente se realizo el conteo de las Colonias Formadoras de Unidades
(UFC). El conteo se basoé en el criterio estandar internacional, tomando en cuenta solo placas
con presencia entre 30 y 300 colonias para el célculo (rango sugerido por APHA 9215B). El
nimero de UFC/g de muestra se calculd promediando duplicados y multiplicando por el factor
de dilucién correspondiente (Muthukrishnan et al., 2019). Finalmente, se evaluo la efectividad
del extracto mediante estos recuentos microbioldgicos frente a la reduccion de la carga
bacteriana y el control (Urmeneta et al., 2000; Moreno, 2002 B.A.M.,1998, citado por Acosta
2022).

Figura S.

Medios de cultivo para analisis microbiologicos

Nota: Fotografia de las cajas Petri sembradas segun los tres diferentes agares selectivos

empelados en la investigacion
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3.1.9 Determinacion de parametros productivos
Se determind la ganancia de peso mediante la formula
GP =PF—-PI
Donde, GP se refiere a peso ganado, PF peso final y PI peso inicial (Cruz, 2020).
Asimismo, se calcul6 la ganancia de talla en las larvas basado en la formula:
GT=TF-TI

Donde, GT indica la ganancia en la talla, TF la talla final y TI la talla inicial (Cruz, 2020).

Posteriormente, se emple6 el factor de conversion de alimento, seglin la formula
Alimento ingerido (kg de alimento seco suministrado) — peso ganado (peso fresco o humedo)
Por tltimo, la supervivencia se calculd tomando en cuenta (Mirabent et al, 2020):

Cantidad inicial de larvas cultivadas / numero total de individuos al final

3.1.10. Analisis estadisticos

El analisis estadistico se realizo mediante el software RStudio. Por lo cual, se evaluaron las
diferencias entre los grupos experimentales empelando pruebas paramétricas y no paramétricas
bajo el concepto de normalidad para cada conjunto de datos, usando ANOVA de una via para
comparar las medias entre tratamientos y controles de cada etapa larval. En los casos donde el
ANOVA mostr6 diferencias significativas (p < 0,05), se realizaron comparaciones multiples
post hoc mediante la prueba de Tukey HSD para identificar los grupos que presentaron
diferencias estadisticas. Ademas, se ejecutd Kruskall-Wallis para comparar las diferencias entre
dos 0 mas grupos y se aplico el anélisis de correlacion de Spearman para datos no paramétricos.

Se establecio a=0,05 como nivel de significancia.
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Capitulo IV
4.1. Resultados
411 MICy MBC

Los resultados del ensayo MIC demostraron que la concentracion 500 ppm no inhibid el
crecimiento de las cepas V. parahaemolitycus, V. Harveyi, V. algynoliticus y Pseudomonas spp.
no obstante, en la concentracion 1000 ppm tanto V. harveyi como V. algynoliticus sobrevivieron
a la concentracion. Posteriormente, para las concentraciones 2000 ppm y 3000 ppm Uinicamente
no afectaron el crecimiento de la cepa de V. algynoliticus, pero en las dosis siguientes no se
presento actividad de los microrganismos estudiados (4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000 ppm)
(Tabla 6). Por consiguiente, los resultados del ensayo de concentracion minima bactericida
indicaron que Pseudomonas sp y V. algynoliticus tuvieron presencia de colonias en las

concentraciones 500 ppm y 2000 ppm respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6.
Resultados de MIC y MBC
Concentraciones en ppm/Resultados en mm
Cepas Bacteriana
000 ROO0 7000 6O00 5000 4000 3000 2000 1000 500
ppm ppm ppim Pt ppm Pt ppm ppm ppn
V. Parahaemolitveus N N N N N N N
V. Harveyi N N N N N N N
V. vulnificus N N N N N N N
V. algvnoliticus N N N N N - P
Preudomonas fluorescens N N N N N N N
Pseudomonas sp N N N N N N N

Nota: La coloracion roja se refiere a resultados de MBC y la coloracion amarilla a MIC

Se observo que en el tratamiento 1 los estadios M1, PL3-PL8 demostré6 menor grado de
severidad en contraste con el control 1. No obstante, se aborda que existieron afecciones
similares en hepatopancreas y el tracto digestivo de las larvas en estadio Z3 de ambos tanques,
aunque se sugiere una integridad tisular debido a la concentracion estable de lipidos y ausencia
de signos de necrosis. Es decir que en el Tratamiento 1 con G. lucidum, los estadios Z3 y M1

presentaron alteraciones leves, principalmente en hepatopancreas, tracto digestivo e intestino,
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con valores de severidad bajos (grado 1-2), sin evidencia de compromiso en branquias, nado ni
necrosis. En los estadios PL4 y PL9, no se registraron lesiones histopatologicas, indicando una
recuperacion y normalizacion tisular conforme avanzo el desarrollo larvario. En contraste, el
Control 1 (sin G. lucidum) mostré una mayor frecuencia e intensidad de lesiones, especialmente
en tracto digestivo, intestino y acumulacion de lipidos, con persistencia de alteraciones hasta el
estadio PL4, donde atn se observaron grados de severidad leves a moderados. Aunque en PL9
no se evidenciaron lesiones, el control presentd una recuperaciéon mas tardia en comparacion

con el tratamiento (Figura 6).

Figura 6.

Grado de severidad Réplica 1

Grado de severidad - Réplica 1

Z3 M1 PL4 PL

N

[

[

0 H‘I‘“.I I
Z3 M1 PL4

PL9 Estadios 9
Tratamiento control 1
Estadio
B Hepatopdncreas M Nado Branquias M Tracto digestivo M Intestino Necrosis M Lipidos

Nota: Los resultados pertenecen al control y tratamiento de la réplica 1

El Tratamiento 2 presentd alteraciones histopatologicas leves (grado 1) en los estadios
tempranos (Z3 y M1), principalmente en hepatopancreas y tracto digestivo, sin evidencia de
necrosis ni compromiso en drganos de locomocion o respiracion. En el estadio PL4, las lesiones
fueron escasas y de baja intensidad, y en PL9 no se registraron alteraciones, evidenciando

recuperacion tisular completa.

El Control 2 mostré mayor severidad relativa, destacandose un incremento en la hepatopancreas
en Z3 (grado 2) y mayor persistencia de alteraciones digestivas y acumulacion de lipidos hasta
PL4, indicando una recuperacion mas lenta en comparacion con el tratamiento. el uso de
Ganoderma en el Tratamiento 2 contribuy6 a una menor severidad y menor persistencia de

lesiones histopatologicas en las larvas de camardn, en comparaciéon con el control sin
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Ganoderma (Figura 7)
Figura 7.

Grado de severidad de la réplica 2

Grado de severidad - Réplica 2
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Z3 M1 PL4 PL9 Estadios Z3 M1 PL4 PL9
Tratamiento control 2
B Hepatopdncreas M Nado Branquias M Tracto digestivo M Intestino Necrosis M Lipidos

Nota: Los resultados pertenecen al control y tratamiento de la réplica 1

El Tratamiento 3 presentd que los estadios Z3 y MI lesiones histopatologicas leves a
moderadas, concentradas principalmente en hepatopancreas, tracto digestivo e intestino, sin
evidencia de necrosis ni alteraciones en estructuras respiratorias o de locomocion. En PL4, las
alteraciones fueron minimas y de baja severidad, mientras que en PL9 no se observaron
lesiones, indicando una recuperacion tisular completa. Por el contrario, el Control 3 mostr6
mayor severidad y persistencia de lesiones, destacAndose valores mas altos en hepatopancreas,
tracto digestivo e intestino, especialmente en el estadio M1, y la persistencia de alteraciones
intestinales hasta PL9, lo que sugiere una recuperacion mas tardia en ausencia de Ganoderma

(Figura 8).
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Figura 8.

Grado de severidad de la réplica 3

Grado de severidad - Réplica 3
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Por otro lado, los ensayos in vitro demostraron un rango efectivo en cuanto a las
concentraciones del extracto del hongo. Principalmente, se observo que la dosis entre 1-8 ppm
mostraron actividad antibacteriana sin afectar el organismo de las larvas. Ademas de ello, el
ensayo mostro conteos de 3,30x10* UFC en TCBS para vibrios, 4,70x10* UFC en CHROM y
4,00x10* UFC para Pseudomonas sp. En estadio Z3. Mientras que Z4 presentd valores mayores

(5,80x10* UFC- TCBS, 6,30x10* UFC en CHROMagar y 4,80x10* UFC en Pseudomonas sp).

En detalle, se evidencié el mayor nimero de colonias en Mysis 1, sugiriendo una posible
proliferacion bacteriana activa. No obstante, esto disminuy6 en las etapas consecuentes de
manera significativa (PL9 0-2.8x10* UFC, PL10 4,50x10* y 6,80x10* UFC por tipo de agar).
Por ello, se determina que en los estadios intermedios existe una tendencia a sufrir picos
bacterianos, pero que posiblemente la exposicion al extracto permite que disminuyan en etapas

posteriores con mayor capacidad alimentaria (Figura 9).
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Figura 9.

Conteo de colonias en ensayo microscopico en agar
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Nota: El ensayo se hizo por triplicado, por lo que cada figura corresponde a una réplica diferente

En detalle, la Figura 10 sefiala que la media de las larvas sometidas al hongo esta entre los 89-
90%, los valores Inter cuartiles se encuentran entre Q1 = 88% y Q3=91% aproximadamente,
mientras que el valor méximo fue de 96% y el minimo entre 83-84%. Mientras que, para el
control, se tuvo que la mediana correspondi6 a un 83%, Q1 = 80%, Q3= 88%, valor maximo
91% y minimo 67%. De esta manera se indica que las larvas expuestas a Ganoderma
presentaron mayor supervivencia, ademas de ello, su rango intercuartil estrecho aborda una
mayor estabilidad y en contraste el control resalta un minimo 67% (mas bajo), pero refleja una
alta variabilidad y mortalidad. Asimismo, en cuanto al crecimiento postlarval, se tiene que el
control presenta una mediana ligeramente mas alta, pero que el hongo incrementa la
uniformidad, disminuyendo diferencias relevantes en el crecimiento. Por lo tanto, se menciona

que bajo las concentraciones empleadas de G. lucidum, este podria ejercer un efecto favorecedor
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en la carga bacteriano sobre las larvas, incrementado su viabilidad sin llegar a causar efectos

adversos en el crecimiento o productividad de los mismos.

Figura 10.

Determinacion de tasa de supervivencia de las larvas frente a la exposicion de G. lucidum.
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Nota: El ensayo se hizo por triplicado, por lo que cada figura corresponde a una réplica diferente

En relacidn con los ensayos microbioldgicos, los resultados de anélisis de Pseudomonas sp. Se

tuvieron diferencias dentro de los diferentes estadios Z3 y M1 del grupo control y el tratamiento.

A pesar de ello, se expone que las postlarvas 3 sometidas a la concentracion del hongo tuvieron

una reduccion continua de la carga bacteriana con una baja dispersion de los datos. Por

consiguiente, las etapas de desarrollo final de las larvas se obtuvieron que PL9 y el control
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tuvieron valores de media altas y mayores al rango intercuartil, lo que muestra una posible
susceptibilidad microbioldgica en contraste a las muestras expuestas a G. lucidum. Por
consiguiente, los resultados de TBCS bajo los efectos del hongo, se evidenciaron moderadas
diferencias en los estadios tempranos, no obstante, desde PL3 se presentd una densidad
bacteriana ligera. Por otro lado, el control mostré mayor recuento bacteriano, particularmente
en los estadios PL5 y PL9. Por tltimo, se obtuvo una carga bacteriana similar en el recuento de
las placas de CHROMOAGAR. Por lo que los estadios tempranos del grupo control y
tratamiento presentaron diferencias moderadas, mientras que las etapas intermedias y finales
disminuyeron su carga bacteriana de manera progresiva unicamente en las larvas sometidas al
extracto. En resumen, se sugiere que G. lucidum presenta una actividad bioldgica que

incrementa a medida que madura el desarrollo de las larvas (Figura 11).
Figura 11.

Distribucion de la carga de Vibrio (UFC/mL) en los diferentes estadios larvales bajo

tratamiento con Ganoderma lucidum y grupo control
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Nota: La primera presentacion corresponde al medio de cultivo CETRAMIDE, la segunda es

de TBCS y la ultima a CHROMOAGAR

El analisis de los parametros fisicoquimicos del experimento registrados no presenté anomalias,
es decir estuvieron dentro de los rangos dptimos para permitir el desarrollo larval del camaron.
En este sentido, se tiene que La saturacion de oxigeno y el oxigeno tienen una correlacion
positiva fuerte (0.91), indicando que a mayor concentracion de oxigeno disuelto se presenta una
mayor saturacion. Asimismo, la temperatura el oxigeno también tuvieron una correlacion
positiva fuerte (0.76) esto aborda que existe una relacion directa entre la variacion térmica y la
concentracion de oxigeno disuelto en el sistema de cultivo. Similarmente, la temperatura y la
saturacion de oxigeno presentaron una asociacion moderada que sugiere una estabilidad debido

al sistema buffer y la relacion con el estado del agua.

En el contexto, pardmetros y bacteria, se denotd que existe una relacion débil positiva (0.21)
entre la temperatura y Pseudomonas posiblemente esta variable pudo haber causado la
proliferacion de este microorganismo. En cambio, V. alginolyticus mostrd una correlacion débil
(menor a 0.1) que aborda que la carga bacteriana de esta cepa no dependid de las condiciones
del agua, sugiriendo que fue debido al tratamiento. Por consiguiente, se obtuvo una correlacion
negativa (-0.41) entre PLG y la supervivencia, sefialando que las alteraciones ambientales no

intervinieron en la vitalidad de las larvas (Figura 12).

Figura 12.

Correlacion de parametros fisicoquimicos de la experimentacion
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Correlation Matrix
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Nota: Correlacion de Pearson de supervivencia/parametros/PLG

La matriz de Phi de correlacion indica que existe una asociacion fuerte (0.76) entre el
tratamiento y la supervivencia enmarcando que es debido a que la exposicion al hongo
incrementa la supervivencia. Similarmente, el tratamiento y PLG tienen una asociacion
sumamente fuerte (0.98) que indica una alta posibilidad de que la introduccion del extracto
influye en el crecimiento larval. Asimismo, se obtuvo que PLA y supervivencia presentaron
una asociacion fuerte (0.97) que sugiere que la supervivencia es alta cuando el crecimiento
también lo es. La produccion y siembra (0.94) y la produccion y cosecha (1) representan una
relacion estructural fuerte que enmarca la relacion y coherencia del sistema productivo,
denotando que cuando se tiene la alta produccion y cosecha son proporcionales directamente a
una alta siembra. En linea con ello, el tratamiento y la supervivencia tuvieron una asociacion
fuerte de 0.79 indicando que la carga bacteriana es inversamente proporcional a la
supervivencia. Por Ultimo, las correlaciones ambientales que se encuentran entre 0.70-0.90
muestran que el experimento mantuvo una estabilidad ambiental que no afecto en factores de

supervivencia ni desarrollo larval (Figura 13).

Figura 13.
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Nota: La correlacion evalu6 todas las variables del estudio

La matriz de correlacion refleja que existe una relacion entre la productividad, los parametros
fisicoquimicos y la susceptibilidad microbiologica. En primer lugar, se evidencia correlacion
fuerte positiva de 0.91 para la siembra y cosecha de las larvas y una r = 0.72 entre la cosecha 'y
la supervivencia. Esto indica que la supervivencia estd asociada a las altas densidades iniciales
y el rendimiento 6ptimo. No obstante, se presentd una correlacion negativa entre la siembra (r=-
0.68) y la cosecha (r=-0.62). Esto se vincula al rendimiento individual de cada organismo por

competencia a la disponibilidad de alimento debido a la alta densidad sembrada.

Por consiguiente, el crecimiento postlarval del camaréon (PLG) y la supervivencia tuvieron una
correlacion negativa moderada (r=-0.41), esto se debe a que el desarrollo y crecimiento de las
larvas no se traduce como mayores probabilidades de supervivencia, pero se aborda que existe
una ligera relacion positiva (r=0.25) con la produccion, lo que corrobora el desempefio

productivo del experimento.

Se demostraron bajas correlaciones entre los parametros fisicoquimicos y la evaluacion
microbioldgica. Principalmente, se observo que la poblacion bacteriana y la produccion son
directamente proporcionales. Pero, que esto puede llegar a ser mas relevante en casos
especificos como la determinacién de Pseudomonas sp. con pH (1=0.34) y temperatura
(r=0.21). Sugiriendo que las condiciones fisicoquimicas pueden influir en cuanto a la carga

bacteriana.

Por lo tanto, la figura 14 corrobora que existe una asociacion alta y positiva entre el oxigeno
disuelto y la saturacion de oxigeno (r=0.91) correspondiendo a una condicién organismo —
sistema. Sin embargo, la temperatura se asocia (r=0.53) con el oxigeno y la saturacion (r=0.51)
corroborando que existe a una condicién organismo — sistema que debe ser Optimamente
controlada. En este sentido, las correlaciones analizadas muestran que el manejo de la
produccioén se liga al manejo de las poblaciones larvales, en lugar de la susceptibilidad
bacteriana. Mientras que los parametros fisicoquimicos pueden provocar alteraciones en el

sistema convirtiéndose en una causa de presencia de cepas bacterianas.

Figura 14.

Matriz de correlacion entre produccion, supervivencia, crecimiento postlarval (PLG), carga
bacteriana (Vibrio alginolyticus, Pseudomonas sp.) y parametros de calidad de agua
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Nota: La correlacion corresponden a variables ambientales, produccion y susceptibilidad

microbioldgica.

La Figura 15 confirma la relacion observada anteriormente donde la supervivencia y el
crecimiento tienen una fuerte relacion inversa. Ademas, se observa que la cosecha y el pH tienen
una correlacion débil con PLG (-0.12). Mientras que la produccién y PLG tiene una relacion
positiva (0.25) que indica que a mayor crecimiento existe una mayor produccion, confirmando

que las pseudomonas y la supervivencia tiene una relacion débil(0.11) y que no se asocia

factores ambientales.

Figura 15.

Correlacion supervivencia
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Nota: La primera figura corresponde a correlaciones de supervivencia relacionadas a las

variables del estudio, corroborando las demas correlaciones realizadas previamente.
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Capitulo V

5.1. Discusion

Los camarones representan una oportunidad econdémica relevante para la economia
ecuatoriana, por ello el manejo, control y optimizacion de su cultivo industrial es crucial. Es
por ello que, alternativas sostenibles y efectivas se convierten en una necesidad latente. Es

asi como se presenta el extracto de G. lucidum.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la inclusion del extracto de
G. lucidum en los sistemas larvales de P. vannamei influyd positivamente en varios
indicadores de salud y rendimiento productivo. En primer lugar, las distribuciones de carga
bacteriana de V. alginolyticus y Pseudomonas sp. evidenciaron que, aunque ambos grupos
mostraron altos niveles de colonizacion en los estadios iniciales de desarrollo, los
tratamientos con Ganoderma presentaron cargas menores y baja variabilidad en los estadios
finales (PL8 y PL9). Esta tendencia sugiere un efecto modulador de la dinamica
microbioldgica, similarmente la literatura sefiala que los inmunomoduladores naturales
potencian las defensas de los camarones frente a patdgenos oportunistas (Nolasco-Alzaga,

2025; Kumar et al., 2022).

En este contexto, las correlaciones analizadas muestran que existe una Inter asociacion entre
la produccion, factores microbiologicos y las condiciones fisicoquimicas del ensayo.
Especialmente, se observa que aspectos como siembra, cosecha y supervivencia son
altamente relacionadas, debido a la calidad de manejo larval. No obstante, las correlaciones
entre estas variables y las poblaciones bacterianas pueden llegar a ser ligeras. Esto sugiere
que la presencia de estos microorganismos patdgenos representa un nivel de estrés que
acompafiado de rangos inadecuados de variables fisicoquimicas y anomalias fisioldgicas
larvales pueden conducir a su muerte. En este sentido, se aborda que investigaciones previas
califican a este hongo como un inmunoestimulante que disminuye el padecimiento de
infecciones y puede llegar a controlar y mejorar los casos de resistencia a patdogenos en
camarone, mediante una alteracion en las rutas metabdlicas de las larvas que modifica la
actividad de los hemocitos y la concentracion de enzimas antioxidantes. Esto quiere decir
que el potencial antibacteriano del hongo es significativamente activo (Campa-Coérdova et

al., 2010).

Por consiguiente, los resultados demostraron medianas superiores y menor dispersion de
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datos de supervivencia en los camarones sometidos al tratamiento del extracto.

Similarmente, Pefia (2025) aborda que Ganoderma permite incrementar la supervivencia de
las larvas y postlarvas de P. vannamei. Curiosamente, el autor menciona que su potencial en
extractos naturales suele ser mejor cuando se evalua para pruebas de estrés bacteriano y
alteraciones ambientales. En detalle, esto demuestra que la actividad masiva de avicultura
afecta principalmente estadios tempranos y finales, afectando la transicion fisiologica y

resultando en la muerte precoz y vulnerabilidad a contaminacion patologica.

Posteriormente, el crecimiento postlarval del camarén indica que el tratamiento del extracto
optimiza el desarrollo y crecimiento uniforme de los especimenes. Particularmente debido a
que disminuye la variabilidad entre los individuos. En este sentido, Mendoza et al. (2021)
resalta que en la fase de larvicultura la exposicion al hongo ya sea por suministrado en agua
o el alimento, incrementa hasta un 17% de la supervivencia, contribuyendo asi a que exista
hasta un 95% de uniformidad en cuanto a las tallas de cada larva. Ademas de ello, estudios
indican que estas caracteristicas podrian deberse a un posible efecto inmunologico que
permite mejorar la absorcion de nutrientes y por ende soportar y adaptarse mas facilmente a
fluctuaciones ambientales que en condiciones normales pueden llegar a ser letales (Pefa

Salas, 2025; Nolasco-Alzaga, 2025).

Por ultimo, las condiciones ambientales del sistema indicaron que las correlaciones son
coherentes entre las variables, especificamente la asociacion oxigeno disuelto y saturacion.
Por lo que, se sugiere que la experimentacion se mantuvo estable y permitié6 denotar mas
claramente el rol de la suministracion del Ganoderma en los individuos, debido a que
aumento el crecimiento y los porcentajes de supervivencia. No obstante, Lu (2025) demostro
en su investigacion que las concentraciones mayores a 3 g/kg del hongo podrian ser
contraproducente y disminuir la supervivencia, sin embargo, estimular la respuesta

inmunitaria.

En resumen, el extracto de Ganoderma lucidum funciona como un natural inmunomodulador
de la respuesta inmune incrementando la resistencia a padecimiento de enfermedades
microbiolodgicas en camarones, ya que permite mejorar y estabilizar el funcionamiento del
organismo y el desempeinio productivo de P, vannamei. Asimismo, optimizar la capacidad
del organismo para evitar estrés bacteriano y ambiental puede ser esencial para efectivizar
las practicas de larvicultura como una estrategia sostenible y eco amigable que reduce el
riesgo de resistencias futuras a antibioticos (Nolasco-Alzaga, 2025; Kumar et al., 2022).
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Capitulo VI

6.1. Conclusiones

En este sentido, se indica que mediante el ensayo de concentracion minima inhibitoria se obtuvo
una actividad antimicrobiana preliminar del extracto de Ganoderma en presencia a 3 agentes
patologicos relevantes en el cultivo de L. vannamei. Asimismo, se abordd que los ensayos in
vitro demostraron el efecto dosis -respuesta partiendo de una concentracion funcional para

proseguir a la experimentacion in vivo.

Por consiguiente, la exposicion de las larvas a los hongos evidenci6 el perfil modulador del
extracto para reducir la poblacion bacteriana, especialmente en cepas de Vibrio alginolyticus y
Pseudomonas sp.. No obstante, se enfatiza que la colonizacion, esto debido a posible potencial
acumulativo de Ganoderma. Ademas, se obtuvo que los porcentajes de supervivencia en los
grupos bajo el tratamiento obtuvieron mayores tasas en contraste al grupo control, alcanzado el
96%, esto corrobora el potencial positivo, debido a que no solo reduce la proliferacion de los
microorganismos, sino también permite que desarrollo mecanismos de defensa propios para

estimular sus respuestas inmunitarias mas facilmente.

Los parametros fisicoquimicos estudiados que comprenden la temperatura, el oxigeno disuelto,
la saturacion, el pH y la alcalinidad, mantuvieron rangos adecuados a lo largo de la
investigacion. Esto permite determinar que la recuperacion a la presion bacteriana no fue

influenciada por alteraciones ambientales.

En resumen, la investigacion demuestra que el extracto de Ganoderma lucidum es
potencialmente activo y puede ser utilizado como una alternativa profilactica en la actividad de
larvicultura del camarén L. vannamei. Permitiendo asé mejorar las medidas de control y calidad

bajo un cultivo industrial masivo controlado.
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6.2. Recomendaciones

Segun lo obtenido en la investigacion se recomienda la exploracién molecular del extracto del
hongo G. lucidum, para caracterizar la forma en que la expresion génica y esclarecer el
mecanismo inmunomodulador que presenta gracias a la presencia de lectinas y sus péptidos.
Ademas de ello, es importante evaluar la interaccion existente entre el sistema larval y el
extracto en los ensayos microbioldgicos que demuestren o caractericen la conformacion de las

comunidades bacterianas presentes.

Sumado a ello, se recomienda evaluar rangos de concentracion superiores e inferiores a los
empleados en la presente investigacion, con la finalidad de determinar una curva dosis-

respuesta adecuada que permita estandarizar protocolos efectivos posteriormente.

Por ultimo, se espera que futuras investigaciones puedan determinar la actividad sinérgica del
hongo con otros extractos naturales, que pueden ser de origen animal o vegetal, con el objetivo
de potenciar sus efectos sin llegar a afectar la supervivencia de la larva de camardn. Para de esta
forma, también promover la busqueda de fuentes naturales en el sector acuicola para brindar un

enfoque sostenible, innovador y eco amigable que reduzca el riesgo de resistencias
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7.2 Anexos

Anexo 1.

Determinacion y control, de grados de severidad T1

Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquia Tracto Intestino | Necrosi | Lipidos
s digestivo s
2 Z3 1 0 0 2 1 ‘0 2
=
g Ml 1 0 0 1 1 0 0
o]
= PL3 0 0 0 0 0 0 0
[
PL8 0 0 0 0 0 0 0
Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquia Tracto Intestino | Necrosi Lipidos
S digestivo S
Z3 1 0 0 2 1 0 0
-
§ Ml 0 0 0 1 1 0 2
=
S PL3 1 0 0 1 1 0 0
PL8 0 0 0 0 0 0 1

Nota: Descripcion de la salud animal en tanques de P. vannamei con Ganoderma Lucidum del

tratamiento 1
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Anexo 2.

Determinacion y control, de grados de severidad T2

Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquias Tracto Intestino | Necrosis | Lipidos
digestivo
‘;‘ Z3 0 0 0 2 1 0 0
=
2 M1 0 0 0 1 0 0 0
<
g PL3 1 0 0 0 1 0 1
=
PLS8 0 0 0 0 0 0 0
Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquias Tracto Intestino | Necrosis | Lipidos
o digestivo
g Z3 0 0 0 1 1 0 0
=
S M 0 0 0 2 1 0 0
PL3 0 0 0 1 0 0 1
PLS8 1 0 0 0 0 0 0

Nota: Descripcion de la salud animal en tanques de P. vannamei con Ganoderma Lucidum del

tratamiento 2

Anexo 3.

Determinacion y control, de grados de severidad T3

Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquias Tracto Intestino | Necrosis | Lipidos
digestivo
2 Z3 2 0 0 2 2 0 0
=
“é’ Ml 1 0 0 1 1 0 0
<
g PL3 1 0 0 0 1 0 0
=
PL8 0 0 0 0 0 0 0
Estadios | Hepatopancreas | Nado | Branquias Tracto Intestino | Necrosis | Lipidos
digestivo
73 2 0 0 2 1 0 0
e
§ M1 2 0 0 1 2 0 0
=
S PL3 1 0 0 1 0 0 0
PLS8 0 0 0 0 1 0 0

Nota: Descripcion de la salud animal en tanques de P. vannamei con Ganoderma Lucidum del

tratamiento 3
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