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RESUMEN

El presente estudio se centrd en el analisis de la eficacia de dos acidos organicos
comerciales en la reduccién de Vibrio spp, en tanques de cultivo de larvas de camardn
blanco Penaeus vannamei, asi como su impacto sobre la tasa de supervivencia larval. Se
desarroll6 durante 3 ciclos de produccién empleando dos tratamientos denominados A-B
y un grupo control, con una densidad de siembra de 115 organismos/m3 con
dosificaciones progresivas desde Zoea hasta PL11. Se aplicd un disefio experimental
DCA con 5 tanques por ciclo y se recolectaron muestras de los estadios Zoea 111, Mysis
I1l, PL3, PL6 y PL11. Los conteos bacterianos se realizaron en agar TCBS y la
concentracion bacteriana se expresé en UFC/mL, mientras que la tasa de supervivencia
se determin6 mediante la relacion entre poblacion final e inicial. Los resultados obtenidos
mostraron que ambos tratamientos redujeron significativamente las colonias amarillas y
verdes en comparacion con el grupo control (p < 0.05), diferencias significativas entre
ellos (p > 0.70). En el primer ciclo, el tratamiento A alcanz6 una supervivencia del 91,6
%, mientras que el control registrd un 78,8 %. Se observo una correlacion negativa
moderada entre la abundancia de colonias bacterianas y la supervivencia, con un
coeficiente de Spearman de -0.65 para colonias amarillas (p < 0.10) y de -0.78 para
colonias verdes (p < 0.05). En cambio, los parametros fisicoquimicos mostraron
correlaciones débiles con la supervivencia (r < 0.13) siendo el valor méas alto. Los
hallazgos respaldan el uso de &cidos organicos como estrategia profilactica en
larvicultura, al reducir cargas bacterianas sin afectar negativamente la salud de las larvas.
Se sugiere incluir su aplicacion como parte de protocolos sanitarios estandarizados y

fomentar el monitoreo microbioldgico rutinario para optimizar la produccion.

Palabras claves: Acidos Organicos, Vibrios spp, Supervivencia, larvicultura,

Penaeus vannamei.



ABSTRACT

The present study focused on analyzing the efficacy of two commercial organic
acids in reducing Vibrio spp. in larval rearing tanks of white shrimp Penaeus vannamei,
as well as their impact on larval survival rate. The study was conducted over three
production cycles using two treatments, referred to as A and B, and a control group, with
a stocking density of 115 organisms/m? and progressive dosages from Zoea to PL11. A
completely randomized design (CRD) was applied with five tanks per cycle, and samples
were collected at Zoea |1, Mysis 111, PL3, PL6, and PL11 stages. Bacterial counts were
performed on TCBS agar, and bacterial concentration was expressed as CFU/mL, while
survival rate was determined based on the ratio between the final and initial populations.
Results showed that both treatments significantly reduced yellow and green colonies
compared to the control group (p < 0.05), with no significant differences between them
(p > 0.70). In the first cycle, treatment A achieved a survival rate of 91.6%, while the
control recorded 78.8%. A moderate negative correlation was observed between bacterial
colony abundance and survival, with a Spearman coefficient of -0.65 for yellow colonies
(p < 0.10) and -0.78 for green colonies (p < 0.05). In contrast, physicochemical
parameters showed weak correlations with survival (r < 0.13) as the highest value. The
findings support the use of organic acids as a prophylactic strategy in larviculture, as they
reduce bacterial loads without negatively affecting larval health. It is suggested that their
application be included as part of standardized sanitary protocols and that routine

microbiological monitoring be promoted to optimize production.

Keywords: Organic acids, Vibrio spp., survival, larviculture, Penaeus vannamei.
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GLOSARIO

Acidos organicos: Sustancias 0 compuestos quimicos naturales que se utilizan en
larvicultura debido a sus propiedades beneficiosas en la salud y el crecimiento de las

larvas.

Acuicultura: Es el proceso de producir especies acuaticas utilizando

metodologias y técnicas para obtener un crecimiento y desarrollo 6ptimo.

Larvicultura: Actividad especializada en la crianza y cuidado de organismos

acuaticos enfocada en fomentar su produccion y desarrollo 6ptimo.

Digestibilidad: Eficiencia con la que los alimentos son descompuestos por el

aparato digestivo de las larvas, facilitando aprovechar sus nutrientes.

Antimicrobiano: Son compuestos que brindan proteccion  contra

microorganismos dafiinos en ambiente de cria de organismos acuaticos.

Palatabilidad: Es el grado en que las larvas aceptan y consumen alimentos que

contienen estos acidos organicos.

Mecanismo de accién: Proceso mediante el cual una sustancia actta dentro del
organismo generando un impacto bioldgico o quimico. Implicando su interaccion a nivel

molecular, celular o tisular ocasionando un cambio en el sistema bioldgico.

Supervivencia: Capacidad que tiene un organismo para mantener su existencia
dentro de su entorno natural, enfrentando factores como: la competencia por recursos,

presencia de depredadores, enfermedades, y condiciones ambientales adversas.

Carga bacteriana: Es la totalidad de bacterias presentes en una muestra,

expresada por unidad de volumen, peso o area.
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Muerte celular: Es el proceso mediante el cual una célula cesa su funcionamiento
perdiendo su capacidad estructural y funciones normales, que puede resultar en
destruccion. Puede ser causada por diferentes factores como lesiones fisicas, quimicas,

bioldgicas, o cambios internos como apoptosis (muerte celular programada).

Profilaxis: Es una estrategia preventiva para impedir la aparicion de

enfermedades, infeccion u otro problema de salud antes de que se manifieste.

Microbiota: Poblacion bacteriana y otros microorganismos que habitan de forma

natural en la piel, zona bucal, intestino, etc.

Patogeno: Organismo capaz de desarrollar una enfermedad.

Vibriosis: Es una enfermedad bacteriana, generada por cepas patogenas del

género Vibrio.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

AHPND: Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreética Aguda
EMS: Sindrome de Mortalidad Temprana
mm: Milimetros

AO-1: Acido Organico 1

AO-2: Acido Organico 2

Sin AO: Sin Acido Organico

ppm: Partes por millon

ppt: Partes por mil

mg/L: Miligramos por litro

pum: Micrémetros

NaCl: Cloruro de sodio

pVA-1: Es la subunidad pirA de la toxina A producida del género Vibrio causante de

AHPND.

pirA-B: Genes pirA y pirB presentes en Vibrio parahaemolyticus asociado con
(AHPND) responsables de la codificacion de las toxinas que afectan severamente la

hepatopancreas.
pKa: Representa la constante de disociacion de un acido.

CMI: La Concentracion Minima Inhibitoria es la menor concentracion de un agente

antimicrobiano para impedir el crecimiento bacteriano.
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TCBS: Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa, utilizado para el aislamiento e

identificacion de bacterias del género Vibrio.

UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de muestra.
p/v: Peso por volumen

pH: Potencial de Hidrdgeno

NHP-B: Necrosis de la hepatopancreas bacteriana

ATP: Adenosin Trifosfato

TSB: Caldo Triptico de soya

TM: Toneladas métricas

°C: Grados Celsius

(C1-C7): Acidos grasos de cadena corta o acidos carboxilicos

22



CAPITULO I

1. INTRODUCCION

La cria del camaron blanco Penaeus vannamei tuvo trayectoria como actividad
productiva en Ecuador entre los afios 1960 y 1972, desde la provincia de El Oro,
extendiéndose a Guayas, Manabi, Esmeraldas y Santa Elena (Pereira, 2022). En la
actualidad, este sistema de cultivo se ha consolidado como una de las principales fuentes
de exportacion del pais, fomentando el desarrollo de sectores relacionados en la
produccién de larvas, fabricacién de alimento balanceado, plantas empacadoras,

empresas dedicadas a la exportacion y suministro de insumos (Reyes, 2018).

La acuicultura del camaron ha sido clave para la diversificacion econémica del
pais generando miles de empleos directos e indirectos, impulsando innovaciones
tecnoldgicas en las técnicas de cultivo y manejo de enfermedades (Solano, 2024). En la
Provincia de Santa Elena, aproximadamente 320 laboratorios estan dedicados a la
produccion y comercializacion de larvas de camarédn (Suérez, 2024). Es de destacar que,
a pesar de los avances y mejoras implementadas en estas empresas durante afios, aln
enfrentan un reto significativo: la aparicion de patdgenos oportunistas durante el proceso
productivo, la presencia de estos patdgenos ha generado significativas pérdidas
economicas en el cultivo de penaeus vannamei, debido a las altas mortalidades que son

registradas (Elgoul, 2016).
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Las especies de Vibrio spp. al igual que otros géneros bacterianos, actian como
microorganismos oportunistas, que al encontrar condiciones favorables incrementan su
tasa de replicacion, y compiten por nutrientes, espacio con otros microorganismos, esta
dindmica en las poblaciones bacterianas puede influir negativamente sobre los pardmetros
fisico-quimicos Optimos del sistema de cultivo, generando problemas por infecciones
bacterianas que pueden presentarse, dado que en este momento los camarones se

encuentran mas susceptibles a estas enfermedades (Elgoul, 2016).

Las enfermedades causadas por bacterias del genero Vibrio spp. representan uno
de los principales problemas en los sistemas larvarios, afectando la salud de los
organismos y disminuyendo su tasa de supervivencia. Estas infecciones se agravan bajo
condiciones de estrés o desbalances ambientales, comprometiendo la productividad y
sostenibilidad del cultivo. Se ha implementado una estrategia que es el monitoreo
constante de la presencia y concentracion de Vibrios spp. en el sistema acuicola, con el
fin de reducir pérdidas econémicas debido a las altas tasas de mortalidad que estas

generan (Reyes, 2018).

Estos microorganismos pueden causar infecciones graves que resultan en pérdidas
econdmicas considerables y en una disminuciéon de la calidad de los cultivos. La gestion
efectiva de Vibrio spp. es esencial para asegurar la salud y la productividad en los sistemas
de cultivo. En respuesta a estos desafios, los acidos organicos han emergido como una
solucion potencial debido a sus propiedades antimicrobianas. Estos compuestos se afiaden
al alimento balanceado para su aplicacion directa en los tanques de cultivo, ofreciendo

una manera de controlar la proliferacion bacteriana de manera mas efectiva.
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Sin embargo, la eficacia de diferentes acidos organicos puede variar, lo que
plantea la necesidad de comparar su rendimiento en la mitigacion de Vibrio spp (Sanches-
Fernandes et al., 2022) Ademas, estudios recientes como los de Silva et al. (2021) y
Mufioz (2022) han demostrado que estos compuestos pueden mejorar la digestibilidad,
fortalecer el microbiota intestinal y contribuir al desarrollo saludable de las larvas. A
pesar de sus beneficios, su uso en laboratorios de larvicultura en Ecuador aun es escaso y
muchas veces se realiza sin un respaldo cientifico sélido que permita establecer dosis

efectivas o protocolos estandarizados (Sulman, 2024).

Los &cidos organicos se han consolidado como una alternativa efectiva en la
acuicultura, favoreciendo el crecimiento, utilizacién de nutrientes, accesibilidad de
minerales, optimizan el microbiota intestinal de los organismos acuaticos contribuyendo
a la prevencién de enfermedades, promoviendo una produccién méas sostenible (Ng &
Koh, 2017). A diferencia de otros acidificantes, estos compuestos destacan por su
resistencia a la presencia de cloro, permitiendo mejorar la digestibilidad de los alimentos.
Resultando en una reduccidon del tiempo de retencién y un aumento en el tracto digestivo

de P. vannamei (Silva et al., 2021).

Ademas, los é&cidos actian como agentes bacteriostaticos y bactericidas,
incrementando el interés debido a su eficacia contra varios patogenos. El presente estudio
tuvo como objetivo analizar la eficacia de dos acidos organicos comerciales en la
reduccién de Vibrio spp. en tanques de cultivo de larvas Penaeus vannamei, evaluando

ademas su impacto sobre la tasa de supervivencia durante tres ciclos de produccion. Esta
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investigacion busca generar evidencia cientifica que contribuya al desarrollo de

estrategias profilacticas mas eficientes y sostenibles en la industria acuicola ecuatoriana.
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2. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La acuicultura, siendo una de las principales industrias productivas a nivel
mundial, contribuye a la economia y seguridad alimentaria. En los sistemas de cultivo de
larvas de camaron blanco Penaeus vannamei, la presencia de Vibrio spp. puede afectar la
salud y supervivencia de las larvas, estos microorganismos liberan toxinas que interfieren
con el sistema inmunolégico de los camarones. Estas bacterias en los tanques de cultivo
de Penaeus vannamei pueden causar la vibriosis, la cual se manifiesta a través de sintomas

como la pérdida de apetito, letargo, lesiones, alta mortalidad.

No solo puede generar pérdidas econdmicas debido a la disminucion de la
produccion, también compromete la estabilidad sanitaria del sistema acuicola y la
sostenibilidad del cultivo a largo plazo (Aguirre et al., 2021). Esto puede presentar un
problema por eso es necesario encontrar ciertas alternativas que puedan reducir la carga
bacteriana sin generar impactos negativos en el ecosistema acuatico. En la industria
acuicola, las enfermedades infecciosas pueden representar un impacto negativo en los
costos de produccidn, las bacterias son responsables de estas infecciones (Aguirre et al.,

2021).

Los acidos organicos comerciales han emergido son una opcion en los sistemas
de cultivo. Sin embargo, su uso en larvicultura es ain limitado y muchas veces se aplica
sin una evaluacion cientifica que valide su eficacia ni se establecen dosis estandarizadas.
Por tanto, surge la necesidad de analizar de manera sistematica si los acidos organicos
son capaces de disminuir significativamente la carga de Vibrio spp. y mejorar la
supervivencia larval, aportando una alternativa profilactica sustentable para la industria
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camaronera. Es fundamental la aplicacion de tratamientos que sean adecuados para las
infecciones bacterianas, pueden causar problemas tanto en la produccion de camarones
como en el ecosistema. Las bacterias del género Vibrio spp. pueden causar una mortalidad

alta y pérdidas en la industria acuicola (Jones et al., 2021).
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3.  JUSTIFICACION

En los ultimos afios, muchos laboratorios han sido enfrentados por las bacterias
del género Vibrio spp. esto puede deberse a diversos factores que influyen en el desarrollo
larval del camar6n blanco Penaeus vannamei, que puede generar pérdidas econdmicas
(Global Seafood Alliance, 2018). La aplicacién de los acidos organicos comerciales es
una estrategia para controlar la proliferacion de Vibrio spp. en los sistemas de cultivo.
Estos compuestos no solo pueden inhibir el crecimiento bacteriano, también pueden ser
menos perjudiciales para el medio ambiente en comparacion con los antibioticos

tradicionales (Harris et al., 2018).

En Ecuador, la aplicacion de &cidos organicos como aditivos antimicrobianos en
la acuicultura es escasa y, en gran medida, esta bajo el control de las principales empresas
que son productoras de insumos acuicolas. Sin embargo, cuando se incorporan a la dieta,
los acidos organicos pueden funcionar como una barrera protectora contra el crecimiento
microbiano, mejorando la salud de los camarones. El uso de este método representa una
alternativa econdmicamente viable, porque no solo inhibe el crecimiento bacteriano, sino
que respalda cierta variable productiva, como la supervivencia durante las etapas iniciales

del cultivo de Penaeus vannamei (Rivera y Rodriguez, 2017).

En el sistema digestivo, los acidos organicos fomentan la actividad de la pepsina
y reducen el pH estomacal, favoreciendo alteraciones positivas en el microbiota.
Metabolicamente, actlan como agentes antimicrobianos, disminuyendo el pH y

desnaturalizando proteinas, lo que favorece mejoras en la salud como en el rendimiento
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zootécnico de P. vannamei. Se ha observado un incremento en la tasa de supervivencia
de las larvas de P. vannamei, lo que repercute significativamente la produccion y

rentabilidad del cultivo (Solano, 2024).

Es importante que los productores camaroneros del pais, realicen muestreos para
Ilevar a cabo la identificacion temprana de Vibrio spp, en el agua de los cultivos a través
de analisis microbioldgicos. No obstante, estos analisis facilitarian un control mas eficaz
sobre los patdgenos oportunistas evitando las infecciones causadas por estas y asegurar
el bienestar de los organismos durante el proceso de cultivo. Los resultados de este estudio
son fundamentales, proporcionaron informacion valiosa sobre el control bioldgico de

patdgenos en la acuicultura (Rodriguez et al., 2022).

Ademas, contribuyen a la mejora de las practicas de cultivo, lo que podria resultar
en un aumento en la produccion y calidad del camarén (Almeida et al., 2020). La
aplicacion de acidos organicos debido a su accién antimicrobiana es una alternativa para
contrarrestar las bacterias como los Vibrios spp. en donde fomentara la reduccién de

pérdidas econémicas.
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4.  OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la eficacia de dos acidos organicos comerciales en la reduccién de Vibrio
spp, mediante el monitoreo de la supervivencia de larvas de camaron blanco (Penaeus

vannamei), estableciendo su potencial en la acuicultura.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Determinar la presencia de colonias bacterianas mediante la inclusion de

los tratamientos con acidos organicos comerciales.

. Relacionar los parametros fisicoquimicos del agua con la supervivencia de
las larvas de camardn blanco mediante la correlacién de Pearson durante los tres ciclos

de produccion.

. Comparar la eficacia de dos acidos organicos comerciales en la reduccion
de Vibrio spp, mediante el conteo de las UFC/mI estimando la supervivencia de Penaeus

vannamei.
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5. HIPOTESIS

H1: El uso de dos &cidos orgénicos comerciales reduce el porcentaje de Vibrio

spp. y mejora la supervivencia de las larvas de Penaeus vannamei.
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CAPITULO 11

6. MARCO TEORICO

6.1. Clasificacion taxondémica del Camardn blanco (Penaeus vannamei)

Figura 1.

Camardn blanco Penaeus vannamei

Nota: Extraido de Boone (2021).

Reino: Animalia

Filo: Artropoda

Subfilo: Crustacea

Clase: Malacostraca

Orden: Decépoda

Familia: Penaeidae

Género: Penaeus

Especie: vannamei
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6.1.2 Generalidades

El camardn blanco (Penaeus vannamei), es una especie de la orden
decapoda, que presenta un cuerpo cilindrico y comprimido, con un cefalotérax bien
definido que cuenta con un rostrum aserrado en su parte delantera. Su anatomia externa
se distingue por un tronco formado por 14 segmentos, mas el telson. De estos, los
primeros ocho forman el torax, mientras que los ultimos seis forman el abdomen. Cada
segmento tiene apéndices; los pledpodos, situados en la parte anterior del abdomen se
utilizan para nadar, mientras que los peridpodos, ubicados en la parte posterior, sirven

para caminar en el fondo (Bermudez et al., 2017).

La boca se encuentra en posicion ventral y el sistema digestivo se
expande a lo largo del dorso, dando lugar a una gran glandula digestiva conocida como
hepatopancreas, que excretan enzimas digestivas. El cordon nervioso se extiende
longitudinalmente a la region ventral del cuerpo. La excrecion de desechos se lleva a cabo
a través de la glandula antenal, que expulsa sustancias de desecho al exterior. Por otro
lado, el sistema circulatorio es de tipo abierto, esta compuesto por vasos sanguineos que
transportan hemolinfa, el responsable del transporte de nutrientes y gases. El oxigeno y

el dioxido de carbono se intercambian en las branquias (Bermudez et al., 2017).

6.1.3 Distribucion
Esta especie es originaria del océano pacifico oriental, que abarca

desde México hasta el noroeste de Peru (FAO, 2002).
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6.1.4. Habitat
El camaron blanco se encuentra en aguas con fondos lodosos o de
arena, a profundidades que varian de 5 a 72 metros. Mientras que los adultos se
desarrollan en ambientes marinos, las etapas tempranas como larvas y postlarvas pueden
desarrollarse en estuarios y lagunas salobres (Bermudez et al., 2017). Las temperaturas

Optimas para su crecimiento oscilan desde los 20° C (FAO, 2002).

6.1.5. Alimentacion
El camar6n blanco es una especie detritivora, cuya dieta se basa
principalmente en restos de animales, desechos y particulas organicas. También pueden
alimentarse de pequefios invertebrados como gusanos, bivalvos y otros crustaceos de

menor tamafo que habitan en el fondo (Kasamechotchung et al., 2025).

6.1.6. Reproduccién

Es una especie dioica, y presenta dimorfismo sexual evidenciado por las
estructuras externas del sistema genital. EI macho presenta dos pares de apéndices
abdominales modificados en los primeros dos segmentos del abdomen (petasma vy el
apéndice masculino), cumplen la funcién de transportar espermatofitos hacia el
receptaculo externo de la hembra (télico), el cual se encuentra situado entre el cuarto y
quinto par de pledpodos. Tanto el petasma como el telicum estan localizados en la region
ventral; el télico en las hembras es de tipo cerrado, permitiendo que los espermatofitos

sean depositados por el macho en el canal (Gutiérrez-Vera et al., 2025).
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6.2. DESARROLLO LARVARIO
NAUPLIO

Después de que los huevos eclosionen en un periodo de 10-14 horas, el siguiente
estadio larval se lo conoce como nauplio. Esta fase incluye 5 subestadios (nauplio 1, 2, 3,
4,y 5), con una duracién aproximada de 40 - 50 horas, los nauplios miden alrededor de
0.5 mm de longitud y 0.2 mm de ancho, y estan formados por un solo ocelo. Durante esta
etapa su alimentacién se basa principalmente en las reservas de vitelo del huevo

(Bermudes-Lizarraga et al., 2023).
Figura 2.

Sub-estadios de Nauplio

Nauplio 1-5

SV
> o Wl
Y NN

Nota. Diferencias morfologicas entre los subestadios de Nauplios de camaron.

Marcillo (2014).

ZOEA

Al finalizar el estadio de nauplio 5, los organismos entran a la fase de zoea, que
consta de tres subestadios (zoea 1, 2, 3). Este estadio se diferencia del anterior por la

presencia del cefalotérax con una duracion de 3-4 dias, siendo aproximadamente un dia
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por subestadio, la alimentacion en esta fase se basa en microalgas que estan presentes en

el agua, ya que poseen una cavidad bucal completamente desarrollada (Donis, 2025).

Figura 3.

Subestadios de Zoea

PROTOZOEA

PROTOZOEA I PROYOZOEA I

Nota. Diferencias morfolégicas entre los subestadios de Zoea. HC4-BIOTEC

(2020).

MYSIS

Durante esta etapa, se observa una curvatura en el cuerpo en la regién abdominal

y el nado se realiza mediante contracciones abdominales. Este estadio también tiene tres

subestadios, con una duracion de tres dias, y su alimentacidn se basa en organismos vivos,

en este punto ya pueden empezar a consumir alimentos solidos (Bermudes-Lizarraga et

al., 2023).
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Figura 4.

Subestadios de Mysis

Nota. Diferencias morfoldgicas entre los subestadios de Mysis. Fenucci (1988).

POST LARVA

El estadio final es el de post larva, que dura aproximadamente 20 dias hasta que
los organismos son considerados camarones. Cada subestadio tiene una duracion de un
dia, poseen pereiopodos que les permiten agarrarse y desplazarse, y su alimentacion

consiste en alimento solido y Artemia (Carvajal y Bolafios, 2018).

Figura 5.

Postlarvas de camaron

PLyy

Nota. Diferencias morfologicas en la etapa de postlarva. Limsuwan & Ching (2013).
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6.3. Parametros generales para el cultivo del camaroén blanco P. vannamei

Temperatura del agua

La temperatura del agua influye en procesos quimicos y biolégicos, cuando esta
supera los 10°C, suelen aumentar de dos, tres veces, lo que provoca un mayor consumo

de oxigeno de los organismos presentes en el estanque (Flowen, 2019).

Salinidad

La salinidad se refiere a la totalidad de concentracion de iones (sales) disueltos en
el agua, y esta se mide en partes por mil (ppt). Los camarones son capaces de tolerar la
salinidad en niveles que varian entre 15-33 ppt (Galaviz et al., 2016; Garcia et al., 2020).
Los organismos se enfrentan a grandes fluctuaciones de la concentracion de sales
disueltos experimentan presién osmotica, lo que puede llevar a ocasionar la difusion de
agua a través de las membranas celulares en las branquias, llevando a la muerte celular.
En los estanques, la salinidad y la temperatura pueden provocar estratificacion del agua,

porque la densidad del agua aumenta con la salinidad (Machado et al., 2017).

Oxigeno disuelto

Es expresada en miligramos por litro (mg/L), la concentracién de oxigeno disuelto
es un factor esencial para la vida acuética, siendo el segundo gas mas abundante después
del nitrégeno. Cuando los niveles de oxigeno disminuyen de forma considerable, los
organismos acuaticos generan estrés y esta aumenta las tasas de mortalidad en los
organismos. En el cultivo de penaeus vannamei, el rango optimo de concentracion de
oxigeno disuelto se encuentra entre 3.0-8.0 mg/L (Hernandez y Jiroo, 2023; Garcia et al.,

2021).
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pH

En el pH, el rango 6ptimo en un cultivo de camaron es de 7.5-8.5. Cuando no son
adecuadas las condiciones, estas pueden inhibir el crecimiento de los organismos
benéficos, afectando la disponibilidad de nutrientes, incrementando la toxicidad de ciertos
compuestos, disminuyendo la actividad enzimatica, alterando el microbiota y lograr
causar estrés fisiologico, lo que compromete la salud, el desarrollo de estos organismos

(Sandoval, 2023).

6.4. Particularidades del género Vibrio spp

El género bacteriano Vibrio spp esta constituido por bacterias gramnegativas que
pueden desarrollarse tanto en condiciones aerébias como anaerobias (Silva, 2021). Estas
bacterias se distinguen por su forma curvada, y su necesidad de un entorno salino
(halodependientes), lo que implica que requieren cloruro sédico en diversas
concentraciones para su crecimiento (Prasanga et al., 2022). Estas bacterias pueden
encontrarse en habitats marinos, salobres y estuarinos, y tienden a proliferarse con el
aumento de la temperatura del agua, alcanzando su maximo desarrollo entre los 17- 20

°C (Tinoco y Dreyfus, 2017).

En temperaturas mas bajas, generalmente permanecen en el sedimento marino,
donde sus cantidades son insuficientes para poder provocar infecciones. En climas
templados, estdn presentes en aguas marinas, pero Ssu concentracion incrementa
notablemente en los meses mas calidos debido a condiciones ecologicas y el aumento del
plancton, lo que favorece su acumulacion de moluscos filtradores y otros organismos

marinos (Hernandez y Jirod, 2023).
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6.4.1. Genero Vibrios spp

Actualidad, se han reconocido aproximadamente 100 especies del género Vibrio
spp, de las cuales 12 son patdgenas para los humanos. Las especies que causan altas tasas
de mortalidad en camarones incluye Vibrio penaeicida, Vibrio campbellii, Vibrio harveyi,
Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus (Prasanga et al., 2022).
Las bacterias de este género se caracterizan por ser bacilos gramnegativos que no
presentan formacion de esporas, con longitudes entre 1,4- 2,6 um, que generalmente son
positivas a la prueba de oxidasa y pueden presentan formas rectas o curvas, asemejandose
una forma de coma. En medios de cultivo, estas bacterias se presentan morfol6gicamente
como bacilos rectos impulsados por un flagelo polar Gnico (monotrico), aunque en medios
liguidos pueden desarrollar mdaltiples flagelos. Son organismos aerébicos como

anaerdbicos facultativos (Eze et al., 2024).

Las especies halofilas del género Vibrio dependen del cloruro de sodio (NaCl)
para su crecimiento, con rango optimo entre 10-18 %o NaCl, y toleran concentraciones
bajas de 2-2.5 %0 NaCl. Fisiologicamente suelen ser positivas para catalasa y oxidasa,
fermentan glucosa sin produccion de gas, y pueden reducir nitrato a nitrito. Estas
adaptaciones metabdlicas y bioquimicas que permiten la adaptacion de Vibrio spp, a
variaciones de temperatura y salinidad, permitiéndoles desarrollarse en ambientes

marinos y estuarinos (Droubogianmis y Katharios, 2022; Xu et al., 2017).

Estos microorganismos se distribuyen en ambientes acuaticos, especialmente en
marinos y estuarinos, donde tienden a colonizar las branquias, cuticulas y tracto digestivo.

Bajo un sistema inmunoldgico debilitado en los camarones, estas bacterias pueden actuar
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como patdgenos oportunistas, provocando brotes en condiciones ambientales que
favorecen su proliferacion (Pefia y Cuéllar, 2019). De acuerdo con Morales Covarrubias
(2011, citado por Trivifio de la Cruz y Ortiz, 2020) el género Vibrio presenta un alto grado
de patogenicidad, siendo responsable de diversas enfermedades en organismos acuéaticos
como la vibriosis sistémica también conocida como el sindrome de la gaviota, que puede
provocar mortalidades de hasta el 90%; la erosion bacteriana del cefalotérax identificada
por la presencia de manchas marrones o negras; el sindrome de Zoea Il comin en
larvicultura, caracterizado por la acumulacion de bolitas en el intestino y la enfermedad

de la luminiscencia (BioAquafloc, 2025).

Ademas, la AHPND, es responsable de pérdidas significativas en la produccion,
producida por una cepa de V. parahaemolyticus portadora de un plasmido (pVA-1) con
genes de las toxinas pirA-B, y se caracteriza por causar atrofia de la hepatopancreas,
descamacidn extensa de células epiteliales y alta mortalidad en los organismos afectados

(Zhang et al., 2022).

Vibrio alginolyticus, también llamado Vibrio parahaemolyticus (biotipo Il), se
caracteriza por su elevada tolerancia a la salinidad, siendo capaz de sobrevivir en niveles
de concentraciones de hasta 10% de cloruro de sodio. Aunque este microorganismo puede
ocasionar infecciones gastrointestinales en seres humanos, también se ha asociado con
infecciones en otros tejidos fuera del tracto gastrointestinal, generalmente presenta baja

virulencia (Marine Microbiology Journal, 2023).
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Vibrio vulnificus, un bacilo del filo Proteobacteria, es conocido como la especie
hal6fila més virulenta para los humanos, especialmente en personas con enfermedades
hepaticas, altos niveles de hierro sérico u otras condiciones (Silva, 2021). Esta bacteria
requiere ciertos rangos optimos de temperatura de 37 °C y niveles de acidez que oscilan
entre ligeramente acidos y alcalinos, con un pH de 7.0-8.0, lo que indica su preferencia
por ambientes neutros o ligeramente alcalinos (Teng et al., 2017; Mira Gutiérrez y Garcia

Martos, 2016).

Ademas, algunas especies de Vibrio son conocidas como patégenas en la
acuicultura. Ejemplos de estas bacterias incluyen V. parahaemolyticus, V. harveyi, V.
fischeri. En particular, Vibrio parahaemolyticus ha sido identificado como un agente
patégeno significativo en cultivos acuicolas, siendo responsable del sindrome de
mortalidad temprana (EMS), conocido también como la enfermedad de la Necrosis

Hepatopancreatica Aguda (AHPND) (Sandoval, 2023; Aguirre Chanta, 2019).

6.5. Patologias bacterianas asociadas al cultivo de Penaeus vannamei

El crecimiento de la acuicultura comercial de camarones peneidos se enfrenta a
diversas amenazas, siendo una de las mas comunes y predecibles la causado por un grupo
de bacterias del género Vibrio, que origina la Vibriosis en los medios de cultivos (Gomez-

Giletal,, s.f.).
6.6.  Profilaxis con &cidos organicos

Los é&cidos organicos son compuestos seguros que se utilizan como
antimicrobianos en la industria alimentaria para el cultivo de organismos (Rivera y
Rodriguez, 2019). Estos compuestos tienen la capacidad de optimizar el rendimiento de

los cultivos mejorando la eficiencia en la utilizacion de nutrientes y generan
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modificaciones en el microbiota intestinal, lo que contribuye al control de enfermedades

causadas por bacterias intestinales (Revista de Ciencias Agropecuarias, 2020).

La principal accion antimicrobiana de los acidos organicos se basa en que alteran
el pH celular de las bacterias, inhibiéndolas y reduciendo la presencia de bacterias dafiinas
en el tracto gastrointestinal del huésped. Esto evita la colonizacion por posibles patégenos
y sus metabdlicos virulentos. Entre los &cidos organicos mas destacados incluye: el &cido
propidnico, acido butirico, &cido citrico, y el acido fumarico, que se han utilizado con
éxito en productos comerciales en Ecuador (Riveray Rodriguez, 2016). En la actualidad,
se emplea sustancias naturales con efecto antimicrobiano, como los acidos lacticos, que
ayudan a proteger la salud de los camarones frente a diversas enfermedades de manera
natural, sin recurrir a componentes quimicos que pueden contaminar la calidad del agua

(Sotomayor et al., 2019).

6.6.1. Efectos de los Acidos organicos en larvicultura

El uso de acidos orgénicos en larvicultura contribuye a mejorar la digestibilidad
en la dieta'y supervivencia de los organismos al favorecer una absorcién de los nutrientes.
Estos compuestos poseen propiedades antimicrobianas que ayudan a inhibir patdgenos,
estabilizan el pH intestinal y promueven un entorno favorable para el desarrollo de estas
bacterias beneficiosas, fortaleciendo el sistema inmunologico de P. vannamei (Rivera y

Rodriguez, 2016).
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6.7.  Principales Acidos Organicos empleados

Entre los acidos organicos més relevantes en acuicultura se encuentran el acido
férmico, &cido propiodnico, acido lactico, &cido acético, acido sorbico y acido citrico.
Poseen estructura alifatica y actian como fuente de energia para las células. Por otro lado,
el &cido benzoico se caracteriza por su estructura de anillo aromatico y presenta distintas
propiedades metabdlicas y de absorcion. La incorporacion de estos acidos en la
alimentacion de camarones ha demostrado mejorar la eficiencia en la conversion

alimentaria y disminuir la colonizacion intestinal por patdgenos (Magazine, 2021).
Acido citrico
Este acido organico, reconocido por su versatilidad, es un acido carboxilico
ampliamente utilizado en las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética y acuicola,
donde actia como un agente antimicético, generalmente su presentacion es de polvo
cristalino blanco y se obtiene mediante sintesis organica en laboratorio. Se encuentra en
casi todos los tejidos animales incluyendo huesos, musculos y sangre, asi como en

diversas frutas entre ellas el limén, mandarina, lima, toronja, naranja, pifia, ciruela,

guisantes y melocotén (Keong, 2018).

Acido férmico

Este acido organico, es un liquido incoloro y altamente corrosivo utilizado
preventivamente para el control microbiano y como promotor del crecimiento. Puede ser
extraido de plantas, hongos, levaduras, y su funcion es prevenir enfermedades, actuando
como una alternativa a los antibioticos. El acido férmico previene la colonizacion de
bacterias patdgenas en el sistema gastrointestinal mediante la disociacion de acidos y la

generacion de aniones que eliminan las bacterias no deseadas (Adams y Boopathy, 2013).
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Acido propidnico

El &cido propionico es un compuesto volatil de cadena corta, obtenido mediante
procesos de sintesis quimica a partir de materias primas derivadas del petroleo.
Caracterizada por su efectiva actividad antimicrobiana y fungicidas, utilizado como
biocontrolador de patdgenos en acuicultura. Su mecanismo de accion consiste en
atravesar la membrana plasméatica en su forma no disociada, provocando una
acidificacion en el citoplasma celular que ocasiona el agotamiento energético y un lento
crecimiento bacteriano (Gaggia et al., 2021).

Acido lactico

Este acido se obtiene a través de procesos biotecnoldgicos y es fundamental en la
produccion de polimeros biodegradable, ademés de tener una alta tasa de conversion
alimentaria en organismos acuaticos (Zainab-L et al., 2022). Su propoésito es mejorar la
disponibilidad de minerales como calcio y fésforo en los alimentos acuicolas como
alternativa a los antibiéticos. También presenta beneficios adicionales, como la inhibicidn
del crecimiento de microorganismos patégenos, al reducir el pH, lo que favorece la
actividad de la pepsina, especialmente en situaciones donde los niveles de &cido

clorhidrico son bajos, al alimentar con dietas de alto contenido proteico o en el caso de

organismos jovenes con altos consumos de alimentos (Vieira et al., 2017).
Acido Fumarico

Es un acido organico dicarboxilico con diversas propiedades en la industria
alimentaria funciona como: agente reductor, mejorador de textura y regulador de pH

(Betancur y Sandoval, 2017).
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Acido Malico
Es un &cido dicarboxilico que se encuentra presente de forma natural en frutas y
verduras, utilizado en la industria alimentaria como aditivo, intensificador del sabor y

acidulante. Una de las formas de producir acido malico es mediante fermentacion

antimicrobiana (Mondala, 2015; Tian et al., 2021).
Acido Lignosulfénico

Este acido en acuicultura se utiliza para acidificar el agua de cultivo y controlar el
pH de los alimentos balanceados. También se usa para mejorar la salud de los organismos

y también promover un ambiente favorable (Gutiérrez y Ramirez, 2021).

6.8. Mecanismo de accion de los acidos organicos sobre las bacterias

patdgenas
Los acidos organicos afectan a las bacterias patdgenas de la siguiente manera:

. Pueden servir como un posible sustituto de los antibidticos para controlar

bacterias patogenas.

o Mejora en la palatabilidad y fomentan la ingesta de alimentos.

. El metabolismo intermedio también mejora al optimizar el uso de energia.
. Contribuyen a la palatabilidad del alimento, asegurando su consumo.

o En los alimentos balanceados puede proporcionar ciertos minerales

incrementando su absorcion.

o En el intestino puede inhibir la microflora autéctona Gram negativa.

o Disminuyen el pH, a traves de la liberacion de iones de hidrogeno
activando el pepsindgeno para la formacion de pepsina mejorando la digestibilidad de las

proteinas.
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o Posee una capacidad amortiguadora, asi como efectos antibacterianos y

antifangicos en los alimentos

Los acidos organicos regulan la poblacion microbiana en el tracto digestivo al
bajar el pH de la ingesta, lo que limita notablemente el crecimiento de microorganismos.
Esta acidificacion del medio no solo reduce la tasa de supervivencia de los
microorganismos, fortalece la barrera intestinal, dificultando la invasion de patdgenos y
promoviendo un equilibrio saludable del microbiota favoreciendo la digestion (Kavir et
al., 2021; Chowdhury et al., 2021). Cuando el pH es inferior a 5 las bacterias tienden a
crecer, aunque la acidez no asegura la eliminacion total de los microorganismos, dado
que algunos microorganismos son capaces de sobrevivir durante largos periodos
prolongados. Un pH extracelular distante del valor neutro pH 7 interfiere con el gradiente
de protones, que es esencial para el transporte a través de la membrana, la motilidad y la
sintesis de ATP (Gao et al., 2023; Silva et al., 2016). Todos los microorganismos poseen
un pH O6ptimo para su crecimiento donde su desarrollo es dificil o imposible; este
parametro hace referencia al entorno extracelular, indicando su importancia en el
equilibrio &cido-base en la regulacion del crecimiento microbiano y en la eficacia de los

agentes antimicrobianos (Ng y Kon, 2017; Reyes, 2017).

De acuerdo la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, la relacién entre la forma
disociada (anion) y la forma no disociada (H+) de los &cidos esta determinado por el valor
del pH y la constante de disociacion (pKa). Cuando menor es el pKa, mayor es la fuerza
del acido. En su forma no disociada estos compuestos pueden atravesar la membrana
celular, una vez en el interior de la célula se disocian liberando aniones y protones,

generando una alteracion en el pH del citoplasma (Nurhan-Giimriik¢iioglu, 2022; Taylor
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y Doores, 2020). Presentando una dificultad para las bacterias, ya que necesitan mantener
un pH estable para el funcionamiento adecuado de sus macromoléculas, deben expulsar
protones al exterior. Sin embargo, este proceso requiere energia en forma de ATP, lo que

puede provocar agotamiento energeético celular (Kavir et al., 2021; Reyes, 2017).

Ademas de su impacto general del pH extracelular, los acidos organicos poseen la
capacidad de atravesar la membrana celular, una vez dentro del microorganismo esta
forma celular contribuye a una disminucién adicional del pH intracelular afectando el
equilibrio &cido-base comprometiendo la viabilidad celular (Zhou et al., 2022; Mine y

Boopathy, 2011).

6.8.1 Valor de pKa
El valor de pKa representa la fuerza de un acido en disolucién acuosa, es decir,
cuanto mas bajo sea el valor de pKa, mayor seré la capacidad de liberar iones H+, por lo
tanto, mas bajo sera el pH de la disolucion. Los acidos considerados débiles presentan
valores de pKa que varian entre 1,80x10-16 y 55,50. Aquellos acidos cuyo valor pKa es
inferior a -2 se clasifican como fuertes porque se disocian casi completamente al entrar

en contacto con el agua (Zhou et al., 2022; Anangondé-Lara, 2014).

6.9. Enfermedades bacterianas infecciosas:

6.9.1. Vibriosis sistémica

También conocido como “Sindrome de la Gaviota”; esta enfermedad recibe su
nombre por la frecuente presencia de gaviotas en los estanques de cultivo, afectando a
todas las especies de camaron cuando se encuentran en condiciones de estrés e involucra
afectaciones en la cuticula, hepatopancreas, organo linfoide, glandula antenal hemolinfa

y musculo. Entre los principales agentes causales de esta enfermedad es el Vibrio
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parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio alginolyticus, Vibrio campbellii y Vibrio

harveyi (Cuéllar-Anjel, 2013).

6.9.2. Sindrome de Zoea Il
Afecta a la hepatopancreas, asi como al intestino medio y posterior, caracterizado
por provocar altas tasas de mortalidad después de la metamorfosis de Zoea | a Zoea Il
durante las 36-48 horas, las sintomatologias mas destacadas son: letargo (disminucién de
la actividad normal) con nado errético y la permanencia en el fondo de los tanques de los

organismos infectados (Kumar et al., 2017).

6.9.3. Virus de la Macha Blanca (WSSV)

Este virus es responsable de provocar elevadas tasas de mortalidad, y se manifiesta
a través de sintomas como: manchas blancas en el exoesqueleto, letargo, nado erratico, y
la atrofia de la hepatopancreas (Cheng et al., 2021). La transmision del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) ocurre mediante el contacto directo entre camarones infectados
y sanos, asi como a través de agua contaminada. La mortalidad puede alcanzar el 100%
en los cultivos si no llegan a implementar medidas preventivas. El control de esta
enfermedad se basa en el mejoramiento de las condiciones de cultivo, el constante

monitoreo y el desarrollo de posibles vacunas (Cheng et al., 2021).

6.9.4. Enfermedad de luminiscencia

La enfermedad de luminiscencia, provocadas por bacterias luminiscentes ha sido
responsable de provocar elevadas tasas de mortalidad, alcanzando un (80%), en
laboratorios de larvicultura en diversos paises de América Latina. Los organismos
acuaticos infectados con esta bacteria presentan luminiscencia visible, letargo
(disminucion de la actividad normal), nado erréatico, tendencia a permanecer en el fondo

del tanque y mortalidades masivas (Food News Latam, 2021).
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6.9.5. Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND o
EMS)

Conocida como sindrome de la mortalidad temprana, es causada por Vibrio
parahemolyticus, se manifiesta durante las primeras semanas 4-5 posterior a la siembra
en estanques, afecta principalmente a organismos juveniles de menor tamafio, los signos
son nado erratico, crecimiento lento en comparacion a la tasa de crecimiento, presentan
coloracion blanquecina o palida en la hepatopancreas, asi como pérdida de consistencia

habitual (The Fish Site, 2020).

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

Es una enfermedad severa que es causada por bacterias intracelulares similares a
las rickettsias. La bacteria rickettsia es el mas prevalente y patdgena en esta enfermedad
es un pequefio cocobacilo Gram-negativo con un diametro promedio de aproximadamente
0.36 um, la cual infecta y replica en el citoplasma de las células epiteliales de los tabulos
de la hepatopancreas. Se reproducen por fision binaria en la célula hospedera (Huang et

al., 2013).
6.10. Consecuencias de altas presencias bacterianas en cultivos de camarén

En los sistemas de produccion acuicolas del camardon en Ecuador las altas
concentraciones de bacterias pueden generar efectos no deseados como: la disminucién
de tasa de crecimiento, produccidn y afectacion de la calidad final, la alta carga bacteriana
puede causar mortalidades significativas generando considerables pérdidas econémicas

(Panorama Acuicola, 2023).
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Mortalidad

Uno de los problemas que enfrenta la industria acuicola se encuentran la elevada
concentracion de bacterias, causando problemas de salud, disminucion de la calidad e
impactos econémicos negativos. Dentro de las consecuencias mas grandes se encuentran
las altas tasas de mortalidad en los cultivos debido a enfermedades infecciosas, afectando

negativamente las producciones e ingresos del sector (Alvarez, 2021).
Pérdida de calidad

La calidad en los sistemas acuicolas puede ser afectada por multiples factores
como la presencia de patdgenos, el uso excesivo de antibioticos y otros compuestos
quimicos, condiciones de cultivo inadecuadas y la sobrepoblacion, provocando
enfermedades que causen dafios en drganos y tejidos de los organismos, implicando la

reduccion de la calidad y costos finales de produccion (Sanchez y Lépez, 2021).
Problemas econémicos

La camaronicultura constituye una industria de gran relevancia en numerosos
paises, sin embargo, enfrenta desafios econdmicos debido a diversos factores entre ellos:
la presencia de bacterias en los cultivos, ocasionando pérdidas en las producciones,
afectando la calidad del producto, provocar la disminucion de la produccion y exportacion

del mismo (Alvarez, 2021).
6.11. Medio de Cultivo Solido

Ciertas bacterias son capaces de desarrollarse en cualquier medio de cultivo,
mientras que otros requieren condiciones especificas. Los factores que influyen en el
crecimiento microbiano incluyen parametros fisicos como temperatura, pH, presion

osmotica, condiciones quimicas del agua, tales como la disponibilidad de carbono, la
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concentracion de nitrogeno y la presencia de oxigeno (Pozo, 2015). Algunos medios de
cultivo contienen azlcares que son utilizados exclusivamente por ciertas bacterias. En
determinados medios, se incorporan indicadores de pH que cambian de color al fermentar
alguno de los nutrientes, generando asi metabolitos acidos. En otras ocasiones, si las
bacterias son capaces de fermentar, producen gases que se pueden observar en un tubo

cerrado durante el cultivo (Carvana, 2019).

o Agar Thiosulfato Citrato Sales Biliares (TCBS)

Este medio es selectivo y diferencial para el crecimiento de vibrios patdégenos
mediante su aislamiento. De acuerdo con Kobayashi (2018), inhibe el crecimiento
bacteriano para miembros de la familia Enterobacteriaceae, el género Pseudomona y
algunas bacterias gram positivas debido al pH 8,6 y al 0,5% de NaCl. Facilita la
identificacion al diferenciar especies que fermentan sacarosa, utilizandose para aislar
muestras ambientales y como medio diferencial para V. cholerae, V. parahaemolyticus y

V. vulnificus, que son principalmente fermentadores de sacarosa (Kobayashi, 2018).

6.11.1. MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO

. Caldo Triptico de soya (TSB)

El caldo TSB permite el crecimiento de diferentes especies bacterianas que se
encuentran a analizar muestras, este es versatil y eficazmente nutritivo, es recomendado

también para usos generales de laboratorio en el &rea de microbiologia (Kobayashi, 2018).
6.12. Concentracion minima inhibitoria

La menor cantidad de un compuesto ya sea un acido organico o un antibiético,
capaz de inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana es conocida como la concentracién
minima inhibitoria (CMI). Este tipo de analisis se realiza de manera regular con el

propdsito de determinar las dosis mas eficaces de probidticos, acidos u otros productos
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destinados a combatir patdgenos en los sistemas acuicolas. Las pruebas se llevan a cabo
mediante ensayos en los que se aplican diversas concentraciones del compuesto en el
medio de cultivo, con el fin de observar su impacto en el crecimiento bacteriano. Estas
medidas son cruciales para evaluar la efectividad de un compuesto frente a una cepa

especifica (Ji et al., 2023).
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CAPITULO Il

7.  MARCO METODOLOGICO

7.1 Area de estudio

El presente estudio se llevo a cabo dentro de las instalaciones del laboratorio
MEGALATINA S.A. Se encuentra ubicado en Punta Carnero, entre 2°30°17” S y
80°90°61” W, y los andlisis microbioldgicos en el laboratorio CDI Biotech, entre
2°22°52” S y 80°90°24” ubicado en el canton La libertad, Provincia de Santa Elena

(Figura 6).
Figura 6.

Ubicacion geogréfica del laboratorio Megalatina S.A y CDI Biotech

|

Zona de Estudio General

I Zonas de estudio
Salinas

[ Cantones de Santa Elena
(] Provincias del Ecuador

-2.35 -2.45 -2.45

Nota. La Zona “A” es el laboratorio Megalatina S.a y la Zona “B” el laboratorio CDI
Biotech. Extraido de QGIS, 2025.
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7.2.  Enfoquey tipo de investigacion

El disefio metodoldgico de este estudio se basa en la perspectiva cuantitativa, con
un enfoque experimental y descriptivo, que implic la realizacion de pruebas
microbioldgicas in vitro y ensayos de campo en condiciones controladas. Se aplicaron
dos tratamientos experimentales: AO-1 (Acido organico “A”) y AO-2 (Acido orgénico
“B”), ademas de un grupo control sin tratamiento. Cada tratamiento fue evaluado en dos
tanques, y el grupo control en un tanque, repitiendose el mismo disefio durante tres ciclos
productivos. La variable independiente fue la aplicacion de los &cidos organicos en
distintas dosis progresivas segun el estadio larval, mientras que la variable dependiente
fue la carga bacteriana (Vibrio spp.), expresada en unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL), y supervivencia larva en el medio de cultivo del camaron blanco

Penaeus vannamei.
8. FASE DE CAMPO
8.1 Disefio experimental

Durante los tres ciclos de cultivo, se documentd 15 tanques rectangulares con
profundidades de 1,2 m con una capacidad operativa maxima de 13 toneladas métricas
(TM). Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA), en el cual cinco tanques de
cultivo fueron asignados aleatoriamente a dos tratamientos experimentales y un grupo
control. Dos tanques se destinaron al Tratamiento A (acido organico 1 - AO-1), dos al
Tratamiento B (&cido organico 2 - AO-2) y uno al grupo control (sin acido). Durante cada
ciclo de cultivo, se realizaron muestreos por estadio larval. Se tomé una muestra de cada
uno de los tanques correspondientes a los tratamientos A y B, y una muestra del tanque

control, para cada estadio. Las dosificaciones de los acidos organicos se aplicaron de
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forma progresiva, ajustadas segun el estadio larval, siguiendo el protocolo técnico de la

empresa MEGALATINA S.A.
Figura 7.

[lustracion de disefio experimental

CICLO 1

Acido organico “A” Control

Acido organico “B”

(¢

e e
S
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Control

CICLO 2
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Tratamiento

=

CiCLO 3

¢ Control

\
Tratamiento ’

r——— 1 I8

Nota. La ilustracion representa el disefio experimental aplicado en tres ciclos de cultivo
de Penaeus vannamei. Cada ciclo incluy6 cinco tanques: dos asignados al Tratamiento A (AO-
1), dos al Tratamiento B (AO-2) y uno al grupo control sin adicién de acido organico. La
asignacion de tratamientos a los tanques se realizo de forma aleatoria. Para cada estadio larval
(Zoea I11, Mysis 11111, PL3, PL6 y PL12), se tom6 una muestra por cada tanque, permitiendo

evaluar el efecto de los tratamientos sobre la carga bacteriana (Vibrio spp.) y la supervivencia

larval.
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A continuacién, se describe cada tratamiento:
Tabla 1.

Tratamientos experimentales (Composicion)

Tratamiento Composicion
Acido fumarico 14,05 %, Acido
AO-1; Acido (T1) Malico 11,99 %, Acido Citrico
Organico A 20 %, Acido Léctico 15%,
Dieta + AO- Aceites Esenciales (Ajo, canela,
1; AO-2 olivo y aceituna) 5%
AO-2; Acido (T2) Acido Formico 60 %, Acido
Organico B Lignosulfénico 40 %
Sin AO Control | = -

Nota. Se aplicé los acidos organicos desde el estadio de Zoea hasta PL-11

8.2 Dosificacion de los acidos organicos
La dosificacion se basd segun las cantidades establecidas en los protocolos
técnicos de la empresa Megalatina S.a. Esta dosificacion se adaptd segun las fases

larvarias y se incorpord en la dieta convencional de los organismos.
Tabla 2.

Dosificacion de acidos organicos

Ciclo de Dosificacién (ppm/ton)
cultivo  Tratamiento zgeq (111) Mysis (1,11,111)  Postlarvas (PL1-PL11)
1 C-1 - - -

A-B 1-2 ppm 3 ppm 5 ppm (Casos extremos 20 ppm)
2 C-2 - - -

A-B 1-2ppm 3 ppm 5 ppm (Casos extremos 20 ppm)
3 C-3 - - -

A-B 1-2 ppm 3 ppm 5 ppm (Casos extremos 20 ppm)

Nota. Informacién registrada por la empresa.
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8.3 Registro de parametros

Durante los 3 ciclos de produccion se realizd mediciones de los parametros
fisicoquimicos tres veces al dia en los tanques de cultivo de larvas penaeus vannamei,
donde se utilizé los siguientes instrumentos: el medidor de salinidad impermeable
H198319 para determinar la salinidad (ppt), el oxigenometro YSI Pro 20i para medir la
temperatura °C y el oxigeno disuelto (mg/l), el medidor de pH/ORP HI98121 para la

medicion del pH.

8.4 Alimentacion

Para la alimentacion, se sigui0 el protocolo técnico establecido por la empresa, en
el que la frecuencia de alimentacion fue de cada 3 horas comenzando desde las 9:00am,
se consideraron los estadios larvales presentes en cada uno de los tanques para proceder

con la cantidad y el tipo de alimento establecidos.
8.5 Protocolo de traslado de muestras
Recoleccién de la muestra

1. Seleccionar la muestra de manera representativa.
2. Usar guantes estériles.
3. Transferir las postlarvas a un recipiente estéril con una pequefia cantidad de agua
de cultivo (o solucion salina estéril si se requiere).
4. Cerrar el recipiente herméticamente.
5. Etiquetar correctamente el recipiente con:
e Codigo de muestra
e Fechay hora de recoleccién
e Tratamiento (si aplica)

e Responsable de muestreo
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Condiciones de transporte

1. Colocar la muestra en una caja térmica con gel refrigerante (no hielo directo).
2. Mantener una temperatura entre 4 y 10 °C, sin congelar.

3. Evitar agitacion excesiva durante el transporte.

4. Asegurar que el tiempo de traslado no exceda las 6 horas desde la recoleccion.

5. Adjuntar hoja de cadena de custodia y cualquier informacion relevante del lote.
Recepcidn en laboratorio de analisis

1. Registrar la hora de llegada y la temperatura de la muestra.

2. Verificar que la etiqueta esté legible y coincida con la documentacion.

3. Transferir de inmediato a refrigeracion si no se analiza de forma inmediata
(maximo 24 h).

4. Iniciar analisis microbioldgico bajo condiciones estériles

9. FASE DE LABORATORIO

9.1 Muestras para analisis

Se tomaron muestras de los diferentes estadios larvales (Zoea 111, Mysis 111y PL3,
PL6, PL11) de los tanques de cultivo. Para las muestras de larvas se siguio el protocolo
del laboratorio, se utiliz6 una bandeja de 1 litro previamente esterilizada, siendo
sumergida a una profundidad de 6 cm en el tanque, con la ayuda de un colador se recolect6
aproximadamente un gramo de larvas, las muestras fueron colocadas en tubos Eppendorf
con 900 pL de solucion salina (2,5 %), maceradas y centrifugadas antes del anélisis

microbiologico.
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9.2 Medios de cultivo

9.2.1 Agar TCBS (Tiosulfato Citrato de Sales Biliares)

Se siguieron las indicaciones de Maldonado (2022), para la preparacion del medio:
Se pesaron 75,65 gramos de Agar TCBS vy se afiadieron en un matraz Erlenmeyer con
850 mL de agua destilada, ajustando su concentracién de NaCl 0.5% (p/v). La mezcla se
incorporé en un agitador magnético GUARDIAN 3000 hasta alcanzar el punto de
ebullicion. El medio se mantuvo hirviendo durante aproximadamente 1 a 2 minutos para
garantizar una completa homogenizacién y evitar la formacion de grumos.
Posteriormente, se distribuyeron 10 mL del medio en cada placa mono Petri dentro de

una camara de flujo laminar para evitar la contaminacion.

9.2.2 Caldo TSB (Triptico de Soya)

Se pesaron 6 gramos de TSB y se afiadieron en un matraz Erlenmeyer con 200 mL
de agua destilada. La mezcla se hirvié durante un minuto hasta lograr la disolucién
completa y se distribuy6 en recipientes adecuados. Finalmente, se esterilizé en autoclave

a 121°C durante 15 minutos.

9.3 Inoculacion de muestras

Para la inoculacion de las muestras, se siguié la metodologia de Cesasim y Maura
(2023). Se recolectaron las muestras de larvas de cada tratamiento, las cuales fueron
filtradas y desinfectadas con la respectiva agua destilada. Luego, se colocaron 1 g de la
muestra con 900 ul de solucién salina esterilizada al 2,5% en tubos Eppendorf realizando
un macerado. Posteriormente, se centrifugd la mezcla durante 1 minuto para que los
residuos se sedimentaran. Se utiliz6 una micropipeta inoculando 50 ul de la muestra en la

caja Petri con agar TCBS, colocando las placas en la incubadora durante 24 horas a 33°C.
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9.4 Conteo de colonias y abundancia de carga bacteriana

La principal caracteristica utilizada para la identificacion de colonias bacterianas
es su coloracion. En el agar TCBS se presentan en colonias verdes y amarillas. Se
contabilizaron las colonias de Vibrio en las placas, garantizando un nimero adecuado de
colonias. El calculo de la concentracion bacteriana se llevo a cabo multiplicando el total
de colonias contadas por el factor de dilucidn y posteriormente dividiendo por el volumen

de la muestra inoculada expresados en (UFC/mL) (Glackin et al., 2024).

UFC B Nuamero de colonias X Factor de dilucion
ml Volumen de la muestra

Tabla 3.
Valores referenciales de UFC en larvas y Postlarvas de camarén

Rango de valores

Medio de cultivo Colonias Normales Elevado Severo
TCBS Tipo 1 (Amarillas) <10? > 103 > 10°
TCBS Tipo 2 (Verdes) <102 > 103 > 10°

Nota. Tabla clasifica las colonias bacterianas en medio de cultivo TCBS de acuerdo con

la coloracion (amarillas y verdes). Extraido de Acosta, 2022.

9.5 Concentracion minima inhibitoria

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se utilizé el método
de dilucién en caldo descrito por Arellano (2021), evaluando concentraciones de acido
organico desde 1 hasta 10 ppm. En tubos Eppendorf de 1,5 mL se adiciono caldo TSB al
2% con NaCl junto con el volumen correspondiente de la solucion de tratamiento,
ajustando un volumen final de 1.000 pL. A cada tubo se le inoculé 50 pL del cultivo

bacteriano, y se incubaron a 33 °C durante 24 horas. Se incluyeron controles positivos y
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negativos para verificar la esterilidad del medio y la viabilidad bacteriana. La turbidez
observada se utiliz6 como indicador de crecimiento bacteriano, y la concentracién mas
baja en la que no se detecto turbidez fue considerada como la CMI. Para confirmar estos
resultados, se sembraron 50 L de cada tratamiento por estriado en placas de agar TCBS
y se incubaron bajo las mismas condiciones para observar la presencia o ausencia de

colonias.
Figura 8.

Método de dilucion en caldo
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Nota. Figura muestra el método de dilucion en caldo para determinar la concentracion

minima inhibitoria. Empleado por (Arellano, 2021).

9.6 Variable productiva

9.6.1 Tasa de supervivencia

Se utilizo el método propuesto por Saldarriaga y Briones (2021), para calcular la
supervivencia de las postlarvas en los grupos de tratamiento. Esta se determind al final

del cultivo como la relacion entre la cantidad sembrada final y la cantidad inicial de las

larvas.

_ Poblacion final

= 100
Poblacibén inicial x
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9.7 Analisis Estadistico

Se utilizd hojas de célculo en Excel y el software Statgraphics 19- X64.
Para verificar los supuestos de normalidad, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk.
Se utilizo la prueba T para muestras independientes no paramétricas, mediante el
test de Mann-Whitney, con un nivel de significancia establecido en p > 0.05 para

los tratamientos experimentales y su control.

Para los parametros fisicos quimicos se aplicd ANOVA de una via. Se
utilizé el método de correlacion de Pearson para poder determinar la relacion entre
la supervivencia de las larvas y los parametros fisicoquimicos del agua. Para
analizar la correlacion entre la reduccién de Vibrio spp y la tasa de supervivencia,

se aplico la correlacion de Spearman.
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10. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS

RESULTADOS

Se llevaron a cabo dos tratamientos que implicaron la incorporacion de &cidos
organicos comerciales en la dieta de postlarvas de Penaeus vannamei, durante los tres
ciclos de produccion.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

10.1. Carga Bacteriana de las postlarvas de Penaeus vannamei

Para poder determinar los rangos maximos y minimos de la carga bacteriana por
tratamiento se consideraron datos cuantitativos obtenidos del medio de cultivo selectivo
TCBS, enfocandose en colonias amarillas y verdes.

10.1.1. Colonias Amarillas

El analisis de la carga bacteriana de Vibrio spp. (colonias amarillas) mostrd
variaciones significativas entre los tratamientos evaluados y el grupo control, tanto en
términos de tendencia como de severidad, de acuerdo con los rangos establecidos por
Acosta (2022) (Tabla 3). Segun esta referencia, se consideran cargas normales aquellas

<10? UFC/mL, elevadas si superan 103 y severas si sobrepasan 10° UFC/mL.

En el Tratamiento A de colonias amarillas (Tabla 4, Figura 9), el ciclo de
produccidn 1y 2 presentaron cargas bacterianas dentro del rango normal en los estadios
finales (PL VI y PL XI), descendiendo desde 7.26E+03 UFC/mL en Zoea Ill hasta
2.38E+02 y 2.49E+02 UFC/mL, respectivamente. Esta reduccién indica una accion
antimicrobiana eficaz del tratamiento desde Mysis Il en adelante. En el ciclo de
produccion 3, los valores iniciales fueron elevados (1.60E+04 UFC/mL en Zoea Ill), pero

mostraron una tendencia descendente a lo largo del ciclo, alcanzando 2.48E+02 UFC/mL
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en PL XI, considerado como normal. Aunque la eficacia fue mas tardia, el tratamiento

logré mitigar progresivamente la carga bacteriana.

Tabla 4.

Carga bacteriana (colonias amarillas) en el Tratamiento A durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Produccion 1 | Produccién 2 Produccion 3

Zoea lll 7.26E+03 7.20E+03 1.60E+04

Mysis 111 5.56E+02 5.68E+02 5.06E+03
PL I 5.05E+02 5.12E+02 3.40E+03
PL VI 4.33E+02 4.55E+02 2.93E+02
PL XI 2.38E+02 2.49E+02 2.48E+02

Nota. Los datos estdn expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.
Figura 9.

Presencia de colonias amarillas en el tratamiento A, durante los 3 ciclos de

produccion.
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Nota. Representacion gréfica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias amarillas) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei bajo

el Tratamiento A (TR1), durante tres ciclos de produccion.
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En el Tratamiento B de colonias amarillas (Tabla 5, Figura 10), los resultados
fueron similares. EIl ciclo de produccion 1 y 2 presentaron cargas moderadas en los
primeros estadios y descendieron de forma consistente hasta PL XI, donde los valores se
mantuvieron dentro del rango normal establecido (<2.60E+02 UFC/mL). En el ciclo de
produccién 3, los valores iniciales fueron severos (1.48E+04 UFC/mL en Zoea Ill y
5.62E+03 UFC/mL en Mysis Ill), pero disminuyeron significativamente en los estadios

posteriores, hasta 2.50E+02 UFC/mL en PL XI.

Tabla 5.

Carga bacteriana (colonias amarillas) en el Tratamiento B durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Produccién 1 | Produccion 2 Produccién 3

Zoea Il 7.38E+03 7.04E+03 1.48E+04

Mysis 111 5.60E+02 5.74E+02 5.62E+03
PL 111 5.10E+02 5.18E+02 3.70E+03
PL VI 4.40E+02 4 59E+02 4.40E+02
PL XI 2.56E+02 2.55E+02 2.50E+02

Nota. Los datos estan expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.
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Figura 10.

Presencia de colonias amarillas en el tratamiento B, durante los 3 ciclos de

produccion.
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Nota. Representacion gréfica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias amarillas) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei bajo

el Tratamiento B (TR2), durante tres ciclos de produccion.

El grupo control de colonias amarillas (Tabla 6, Figura 11) mostré valores que se
mantuvieron elevados durante todo el ciclo larvario en las producciones 1y 2, y
alcanzaron el nivel severo en el ciclo de produccion 3 (4.21E+04UFC/mL en PL XI). No
se evidencié ninguna disminucién significativa, confirmando que en ausencia de

tratamiento existe un incremento sostenido de Vibrio spp.
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Tabla 6.

Carga bacteriana (colonias amarillas) en el Grupo Control durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Producciéon 1 | Produccion 2 Produccién 3

Zoea l11 7.59E+03 7.55E+03 2.90E+04

Mysis 111 7.81E+03 7.82E+03 3.08E+04
PL 111 8.10E+03 8.14E+03 3.21E+04
PL VI 8.24E+03 8.23E+03 3.40E+04
PL XI 8.28E+03 9.16E+03 4.21E+04

Nota. Los datos estan expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.

Figura 11.

Presencia de colonias amarillas en el grupo control, durante los 3 ciclos de

produccion.
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Nota. Representacion gréfica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias amarillas) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei en el

grupo control, durante tres ciclos de produccion.

Se observa una tendencia clara de reduccion bacteriana en los tratamientos Ay B,

especialmente en el ciclo de produccién 1y 2, en las que se logro pasar del rango elevado
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al normal. El ciclo de produccion 3, en ambos tratamientos, inicio con cargas mas altas,

pero igualmente se logro una reduccion significativa al final del ciclo.

10.1.2. Colonias Verdes

El andlisis de la carga bacteriana de Vibrio spp. (colonias verdes) en medio TCBS
revelo6 diferencias notables entre los tratamientos aplicados y el grupo control. Segun los
rangos establecidos por Acosta (2022) (Tabla 3), los valores <10?> UFC/mL se consideran
normales, valores >103 son elevados, y aquellos superiores a 10° representan una
condicion severa. En todos los tratamientos, los recuentos bacterianos superaron el rango

normal, aunque se observaron reducciones relevantes en los ciclos tratados.

En el Tratamiento A de colonias verdes (Tabla 7, Figura 12) el ciclo de produccion
1y 2, en Zoea Ill se obtuvieron valores de 7.22E+03 y 7.04E+03UFC/mL, y
disminuyeron hasta alcanzar 2.30E+02 y 2.40E+02 UFC/mL en PL XI. Esta disminucién
constante indica una accion antimicrobiana efectiva del tratamiento desde estadios
intermedios. En el ciclo de produccion 3, los valores iniciales fueron notablemente mas
altos (1.01E+04 UFC/mL en Zoea Il y 6.05E+03 UFC/mL en Mysis Ill), pero se
redujeron progresivamente hasta 1.30E+02 UFC/mL en PL XI, clasificandose como

normal al final del ciclo.

Tabla 7.

Carga bacteriana (colonias verdes) en el Tratamiento A durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Produccién 1 | Produccion 2 Produccién 3

Zoea lll 7.22E+03 7.04E+03 1.01E+04

Mysis 111 5.48E+02 5.62E+02 6.05E+03
PL 111 4.98E+02 5.06E+02 4.40E+03
PL VI 4.22E+02 4.38E+02 2.95E+02
PL XI 2.30E+02 2.40E+02 1.30E+02
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Nota. Los datos estdn expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.

Figura 12.

Presencia de colonias verdes en el tratamiento A, durante los 3 ciclos de

produccion.
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Nota. Representacion gréfica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias verdes) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei bajo el

Tratamiento A (TR1), durante tres ciclos de produccién.

En el Tratamiento B de colonias verdes (Tabla 8, Figura 13), la tendencia fue
similar. El ciclo de produccion 1y 2 comenzaron con cargas moderadas (7.04E+03 a
7.31E+03 UFC/mL) y descendieron de manera progresiva hasta valores de 2.56E+02 y
2.43E+02 UFC/mL, considerandose un rango normal. En el ciclo de produccién 3, las
cargas bacterianas fueron inicialmente altas (1.20E+04 UFC/mL en Zoea Il y 6.13E+03
UFC/mL en Mysis 111), pero descendieron a 2.10E+02 UFC/mL en PL XI, también dentro

del rango normal.
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Tabla 8.

Carga bacteriana (colonias verdes) en el Tratamiento B durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Producciéon 1 | Produccién 2 Produccion 3

Zoea lll 7.04E+03 7.31E+03 1.20E+04

Mysis 11 5.55E+02 5.70E+02 6.12E+03
PL 111 4.89E+02 5.12E+02 4.93E+03
PL VI 4.36E+02 4.43E+02 4.36E+02
PL XI 2.56E+02 2.43E+02 2.10E+02

Nota. Los datos estdn expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.

Figura 13.

Presencia de colonias verdes en el tratamiento B, durante los 3 ciclos de
produccion.
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Nota. Representacion grafica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias verdes) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei bajo el

Tratamiento B (TR2), durante tres ciclos de produccion.
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El grupo control de colonias verdes (Tabla 9, Figura 14), demostrd valores
consistentemente elevados y sin evidencia de reduccion significativa. En todas las
producciones, los conteos bacterianos en colonias verdes superaron 7.60E+03 UFC/mL
desde Zoea Ill, incrementandose hasta alcanzar 8.70E+03 UFC/mL en PL Xl en la
produccién 2, y hasta 4.13E+04UFC/mL en el ciclo de produccién 3. No se evidencid
ninguna disminucion significativa, confirmando que en ausencia de tratamiento existe un

incremento sostenido de Vibrio spp.

Tabla 9.

Carga bacteriana (colonias verdes) en el Grupo Control durante los estadios

larvarios de Penaeus vannamei, en los tres ciclos de produccion.

Estadio Produccién 1 | Produccion 2 Produccién 3

Zoea Il 7.60E+03 7.96E+03 2.87E+04

Mysis 111 7.91E+03 8.03E+03 3.11E+04
PL 111 8.02E+03 8.12E+03 3.21E+04
PL VI 8.24E+03 8.30E+03 3.23E+04
PL XI 8.32E+03 8.70E+03 4.13E+04

Nota. Los datos estan expresados en unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL) en notacion cientifica.
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Figura 14.
Presencia de colonias verdes en el grupo control, durante los 3 ciclos de

produccion.
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Nota. Representacion gréfica de los valores promedio de UFC/mL obtenidos en TCBS
(colonias verdes) correspondientes a estadios larvarios tempranos de Penaeus vannamei en el

grupo control, durante tres ciclos de produccion.

Los tratamientos A y B mostraron una tendencia positiva de reduccion bacteriana
en colonias verdes, especialmente en los estadios finales del ciclo larvario. En todos los
casos tratados, los valores finales (PL XI) se situaron dentro o muy cercanos al rango

normal, lo que indica una eficacia comprobada en el control de Vibrio spp.
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10.1.3. Andlisis de Colonias Amarillas y Colonias Verdes durante los 3 ciclos de

produccion.

En el andlisis comparativo de la totalidad de Colonias Amarillas y Colonias
Verdes a lo largo de los tres ciclos de produccion, se aplicé la prueba de Mann-Whitney
para muestras independientes, con el fin de identificar diferencias entre el grupo de
control y los tratamientos. En la (Figura 15 y 16) muestra que los grupos A y B presentan
cajas boxplot compactas y medianas bajas, mientras que el grupo control presenta una
mediana superior con mayor dispersion, lo que evidencia una alta concentracion de

colonias bacterianas en ausencia de tratamiento.

En la (Tabla 10) indican que no existe una diferencia significativa entre los
tratamientos A y B (p= 0.708) en donde ambos tratamientos son eficaces. Sin embargo,
el tratamiento A y B se diferenciaron significativamente del grupo control, con valores
de p extremadamente bajos (2.329E5 = 0,00002329 < 0.05), (2.324E°5 = 0,00002324 <
0.05), lo que respalda la hipdtesis alternativa en donde los tratamientos son eficaces en la

reduccion de vibrios spp en colonias amarillas.
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Tabla 10.

Test U- Mann-Whitney para muestras independientes con respecto a los Vibrios

totales Colonias Amarillas

Comparacion EstadisticoU  Valorp  Significanci Interpretacién
a
Tratamiento Ay B 103.0 0.7089 Ns No existe diferencia significativa
entre tratamientos.
Tratamiento A y Control 10.0 2.329E°5 el
Diferencia altamente significativa.
Tratamiento B y Control 10.0 2.324E5 folaiel

Diferencia altamente significativa.

Nota. Para todos los contrastes, la hip6tesis alternativa considera que la carga bacteriana
en los tratamientos es menor que en el grupo control. El estadistico U fue calculado mediante la
prueba de Mann—-Whitney para muestras independientes. Se presentan los respectivos valores de
Uy los valores de significancia (valor p). *** indica diferencia altamente significativa (p < 0.001);

ns: diferencia no significativa.

Figura 15.
Diagrama de caja (boxplot), representa la concentracion de colonias amarillas

en los tratamientos A, B y el control, durante tres ciclos de cultivo de Penaeus vannamei.
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Nota. La linea central de cada caja representa la mediana; los extremos de la caja indican
el rango intercuartilico y los bigotes representan la dispersion de los datos. Los puntos fuera del
rango corresponden a valores atipicos. Se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos y el grupo control (p < 0.001).
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En la (Tabla 11) se observa algo similar: en donde los tratamientos A y B
mostraron bajas medianas, y variabilidad, el control con una mediana alta de
concentracion bacteriana. El valor (p= 0.7557) indican que no existe una diferencia
significativa. Sin embargo, comparando con el control con valores de p extremadamente
bajos (2.329E°5 = 0,00002329 < 0.05), (2.324E°5 = 0,00002324 < 0.05), demuestra que

ambos tratamientos son eficaces en la reduccion de vibrios spp en colonias verdes.

Tabla 11.

Test U- Mann-Whitney para muestras independientes con respecto a los Vibrios

totales colonias verdes

Comparacion EstadisticoU  Valorp  Significanci Interpretacién
a
Tratamiento Ay B 104.5 0.7557 Ns No existe diferencia significativa
entre tratamientos.
Tratamiento A y Control 10.0 2.329E°5 falel
Diferencia altamente significativa.
Tratamiento B y Control 10.0 2.324 E5 Fhx

Diferencia altamente significativa.

Nota. Para todos los contrastes, la hipétesis alternativa considera que la carga bacteriana
en los tratamientos es menor que en el grupo control. El estadistico U fue calculado mediante la
prueba de Mann—Whitney para muestras independientes. Se presentan los respectivos valores de
Uy los valores de significancia (valor p). *** indica diferencia altamente significativa (p < 0.001);

ns: diferencia no significativa.
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Figura 16.

Diagrama de caja (boxplot), representa la concentracion de colonias verdes en

los tratamientos A, B y el control, durante tres ciclos de cultivo de Penaeus vannamei.
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Nota. La linea central de cada caja representa la mediana; los extremos de la caja indican
el rango intercuartilico y los bigotes representan la dispersion de los datos. Los puntos fuera del
rango corresponden a valores atipicos. Se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos y el grupo control (p < 0.001).

Ademas, en el andlisis comparativo de la cantidad total de Vibrios spp, en las
diversas fases larvarias. El test U de Mann—Whitney confirmaron que estas reducciones
fueron estadisticamente significativas, los valores de p obtenidos en las comparaciones
entre los tratamientos A y B frente al grupo control fueron altamente significativos (p <
0.001) tanto para colonias amarillas como verdes (Tablas 10 y 11), lo cual permite
rechazar la hipétesis nula (Ho) y aceptar la hipdtesis alternativa (Hi). Por tanto, los
tratamientos aplicados si tuvieron un efecto significativo en la reduccién de la carga
bacteriana de Vibrio spp. Se valida estadisticamente que el uso de los acidos organicos
evaluados contribuyé de manera efectiva en el sistema larvario, cumpliendo con el

objetivo planteado en el estudio.
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10.2. Relacion de parametros fisicos — quimicos con la supervivencia
Durante los 3 ciclos de produccion los datos fueron registrados para obtener un promedio
diario durante los diferentes estadios larvales desde Zoea hasta Postlarva 11.

10.2.1. Correlacion de las variables

En la Figura 17 se presenta la relacion de los parametros fisicoquimicos del agua
de los sistemas de produccion durante los tratamientos experimentales, y la tasa de
supervivencia de las larvas de Penaeus vannamei, presentaron correlaciones muy bajas,
tal como se muestra en la Figura 18, mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
Esto indica que las variaciones ambientales durante los tres ciclos de produccion no
influyeron de manera significativa sobre la supervivencia larval, se mantuvieron dentro
de los rangos adecuados para el cultivo larvario, lo que sugiere que esta variable bioldgica

fue mas influenciada por los tratamientos aplicados que por las condiciones del medio.

En el caso de Temperatura vs Supervivencia se present6 una correlacion positiva
muy baja (r = 0.112; p = 0.744), lo cual indica que ambas variables tienden a aumentar,
de igual forma en el pH vs Supervivencia (r = 0.084; p = 0.828). EI Oxigeno disuelto vs
Supervivencia mostré una correlacion positiva muy baja (r = 0.027; p = 0.747) indicando
una relacion casi nula. En cuanto a la Salinidad vs Supervivencia se observo una

correlacion positiva baja (r = 0.125; p = 0.953) (Figura 18).
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Figura 17.

Dispersion de porcentaje de Supervivencia vs Parametros de calidad de agua
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Nota. Los puntos representan los porcentajes de supervivencia larval asociados a cada
combinacion de tratamiento y ciclo: (C1T1) Ciclo 1, Tratamiento A; (C1T2) Ciclo 1, Tratamiento
B; (C1C) Ciclo 1, Control; (C2T1) Ciclo 2, Tratamiento A; (C2T2) Ciclo 2, Tratamiento B; (C2C)
Ciclo 2, Control; (C3T1) Ciclo 3, Tratamiento A; (C3T2) Ciclo 3, Tratamiento B; (C3C) Ciclo 3,
Control. Las lineas azules indican la tendencia lineal entre cada pardmetro fisico-quimico
(temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad) y la tasa de supervivencia de Penaeus vannamei,
mientras que las lineas verdes representan la banda de confianza del modelo ajustado. Se
evidencia una correlacion positiva muy baja, sin significancia estadistica, lo cual sugiere que las

condiciones del agua no influyeron directamente en la supervivencia larval.
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Figura 18.

Correlacion de Pearson de datos de Supervivencia vs Temperatura, pH, Oxigeno

disuelto y salinidad.

Temperatura (°C) % Supervivencia
pH % Supervivencia
Oxigeno disuelto (mg/l) | % Supervivencia
Salinidad (ppt) % Supervivencia

0,112
0,084
0,027
0,125

Nota. Las correlaciones observadas fueron muy bajas (r < 0.13), lo que indica una relacion

débil entre las variables ambientales y la tasa de supervivencia.
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10.2.2. Supervivencia de postlarvas de Penaeus vannamei durante los 3

ciclos de produccion.

La figura 19 se muestra los datos totales de supervivencia de larvas de camardn
blanco Penaeus vannamei entre los tratamientos A y B, control durante los tres ciclos de

produccion.

En el primer ciclo de produccion, el Tratamiento A presentd un 91.60% de
supervivencia mayor, seguido por el Tratamiento B con 88% de supervivencia, el grupo

control con 78.80%.

En el segundo ciclo de produccion, de nuevo el Tratamiento A obtuvo una
supervivencia mayor del 89%, el Tratamiento B con 86%. El grupo control mostr6é una

supervivencia menor de 76.40%.

En el tercer ciclo de produccion, una vez mas el Tratamiento A obtuvo una
supervivencia del 90%, el Tratamiento B 87%. EIl grupo con 75.80% considerandose la

mas baja supervivencia durante los 3 ciclos de cultivo.
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Figura 19.

Promedio de supervivencia de cada ciclo de produccion.
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Nota. Porcentaje de supervivencia por tratamiento ciclo 1, ciclo 2 y ciclo 3.
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10.3. Reduccion de vibrios spp, colonias amarillas y verdes estimando la
supervivencia de Penaeus vannamei.

10.3.1 Colonias amarillas

En relacion al crecimiento de colonias amarillas, se obtuvo un rango de (2.38x10?
a 4.21x10* UFC/ml), con un valor promedio de 7.44x10% UFC/ml. El anélisis de
correlacion de Spearman reveld una correlacion negativa moderada entre el crecimiento
de estas colonias y la supervivencia de las postlarvas, con coeficiente de correlacion de
(rs = -0.65). El valor p de 0.085, indica que la correlacion no es estadisticamente

significativa al nivel de confianza del 95% (p > 0.05).

A pesar de no ser estadisticamente significativo al 95%, este valor esta por debajo
de 0.10, convirtiéndolo en nivel de confianza significativo del 90% (p < 0.10). En los
tratamientos aplicados el grupo con mayor supervivencia fue el tratamiento A (C1T1), el
tuvo un menor crecimiento de colonias amarillas y el grupo control (C3C) mostraron un
mayor numero de colonias amarillas, correspondiendo a un menor porcentaje de

supervivencia (Figura 20).
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Figura 20.

Gréfica de dispersion logaritmica de colonias amarillas vs supervivencia en los

3 ciclos de produccidn.
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Nota. La grafica presenta la relacion entre la carga bacteriana de colonias amarillas
(UFC/mL, escala logaritmica) y el porcentaje de supervivencia de Penaeus vannamei en los tres
ciclos de produccién. Las curvas representan el ajuste no lineal por tratamiento y grupo,
mostrando una tendencia decreciente: a mayor carga bacteriana, menor supervivencia. Las
abreviaturas indican el tratamiento y ciclo correspondiente: (C1T1) Ciclo 1, Tratamiento A,
(C1T2) Ciclo 1, Tratamiento B; (C1C) Ciclo 1, Control; (C2T1) Ciclo 2, Tratamiento A; (C2T2)
Ciclo 2, Tratamiento B; (C2C) Ciclo 2, Control; (C3T1) Ciclo 3, Tratamiento A; (C3T2) Ciclo 3,
Tratamiento B; (C3C) Ciclo 3, Control.

10.3.2 Colonias verdes

En relacion al crecimiento de colonias verdes, se obtuvo un rango de (1.30x102 a
4.13x10* UFC/ml), con un valor promedio de 7.26x103UFC/ml. El analisis de correlacion
de Spearman indicé una fuerte correlacién negativa entre las colonias verdes y la
supervivencia de las postlarvas, con un coeficiente de correlaciéon de (rs = -0.783). El
valor p 0.017 muestra que es estadisticamente significativa al nivel de confianza del 95%

(p > 0.05), indicando una correlacion negativa entre estas variables.
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Se observd que el tratamiento A (C1T1) presento un crecimiento moderado de
colonias verdes, mostrando también una alta tasa de supervivencia en comparacién con

el grupo control (C3C) (Figura 21).

Figura 21.

Gréfica de dispersion logaritmica de colonias verdes vs supervivencia en los 3

ciclos de produccion.
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Nota. La grafica presenta la relacion entre la carga bacteriana de colonias verdes
(UFC/mL, escala logaritmica) y el porcentaje de supervivencia de Penaeus vannamei en los tres
ciclos de produccion. Las curvas representan el ajuste no lineal por tratamiento y grupo,
mostrando una tendencia decreciente: a mayor carga bacteriana, menor supervivencia. Las
abreviaturas indican el tratamiento y ciclo correspondiente: (C1T1) Ciclo 1, Tratamiento A,
(C1T2) Ciclo 1, Tratamiento B; (C1C) Ciclo 1, Control; (C2T1) Ciclo 2, Tratamiento A; (C2T2)
Ciclo 2, Tratamiento B; (C2C) Ciclo 2, Control; (C3T1) Ciclo 3, Tratamiento A; (C3T2) Ciclo 3,
Tratamiento B; (C3C) Ciclo 3, Control.
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Los resultados obtenidos permiten validar la hipdtesis alternativa del presente
estudio, la cual plantea que la aplicacion de acidos organicos comerciales reduce la carga
de Vibrio spp. y mejora la supervivencia de las larvas de Penaeus vannamei. En el caso
de las colonias amarillas (tipo 1), se observé una correlacion negativa moderada con la
supervivencia larval (rs=—0,65; p=0,085), significativa al 90 % de confianza, lo que
evidencia una tendencia bioldgicamente relevante: a mayor carga bacteriana, menor
supervivencia. Para las colonias verdes (tipo 1), se registrd una correlacion negativa
fuerte y estadisticamente significativa (rs=—0,783; p=0,017). En ambos casos, los
tratamientos aplicados especialmente el Tratamiento A en el ciclo 1 (C1T1) lograron
mantener cargas bacterianas mas bajas y mayores porcentajes de supervivencia en
comparacion con los grupos control, lo cual confirma que los acidos organicos fueron

eficaces.
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11. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que el uso de &cidos orgénicos
comerciales tiene un efecto positivo en la reduccion de Vibrio spp. y en la supervivencia
de larvas de Penaeus vannamei. Los andlisis estadisticos mostraron diferencias
significativas (p > 0.05), se observaron tendencias consistentes de reduccion bacteriana,
especialmente en los tratamientos A y B a partir del segundo ciclo. Estos hallazgos
coinciden con estudios como los de Harris et al. (2018) y Glackin et al. (2024), quienes
reportaron la efectividad de los acidos organicos en el control de bacterias patdgenas en

sistemas acuicolas, al actuar como agentes antimicrobianos naturales.

El uso de los acidos organicos como el &cido lactico, féormico, citrico, propionico,
y fumaérico han sido utilizados debido a sus propiedades antimicrobianas. Segun He et al,
(2017) demostraron que la combinacion de &cidos y aceites esenciales tienen un efecto
positivo en reducir Vibrio parahaemolyticus. Respaldando los resultados que fueron
obtenidos en este estudio, donde la reduccion de la carga bacteriana fue significativa en
los tratamientos con estos &cidos organicos. Sanchez-Fernandez et al, (2022),
demostraron también la efectividad de los &cidos organicos en la inhibicion de vibrio spp,

destacando que estos compuestos pueden ayudar a reducir el riesgo de vibriosis.

Por otro lado, Gaggia et al, (2021) también demostraron que los acidos organicos
no solo reducen el crecimiento bacteriano, también optimizan el rendimiento zootécnico
de los camarones, reflejandose en indices mayores de supervivencia. Segin Solano

(2024) el impacto positivo en la supervivencia puede estar relacionado con la mejora de
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la digestibilidad y reduccion del pH en el tracto intestinal, creando un ambiente

desfavorable para los patdgenos.

Al comparar durante los 3 ciclos de produccion los tratamientos A y B, los
resultados indicaron que ambos fueron eficaces en la reduccion de vibrios spp, y en la
mejora de la supervivencia de las larvas de penaeus vannamei. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos,
independientemente de la composicién de los acidos. Rivera 'y Rodriguez (2017) reportd
que la composicion de diferentes acidos organicos puede llegar a tener efectos similares.
Silva et al, (2021) indica que el acido lactico puede influir positivamente en la mejora de

la tasa de conversion alimenticia y disminucién de la mortalidad.

En relacion a los parametros de temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad y
supervivencia de las larvas indicaron una correlacion débil, indicando que, a pesar de ser
importantes en el sistema de cultivo acuicola, el control de la carga bacteriana influye
mas en la mejora de la supervivencia. Mufioz (2022), concluy6 que la eficacia de los
acidos organicos puede superar significativamente la influencia de los parametros fisico-

quimicos relacionado a la supervivencia de Penaeus vaannamei.

Es relevante destacar que la aplicacion de acidos organicos no solo mejora los
parametros microbioldgicos, sino que también podria desempefiar un papel en la
reduccion del estres fisioldgico en las larvas. Estudios previos como lo de Harris et al,
(2018) han demostrado que la presencia de bacterias patégenas, como Vibrio spp., puede
generar un estrés considerable en los camarones, afectando su sistema inmunologico y

aumentando su vulnerabilidad a enfermedades. Por lo tanto, el uso de acidos organicos
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podria contribuir a la resiliencia de los organismos frente a otros factores de estrés

ambiental.

Es importante destacar que la aplicacion de acidos organicos no solo se limita a la
reduccion de patégenos, sino que también puede mejorar la sostenibilidad de los cultivos
acuicolas. Al reducir la dependencia de antibioticos y otros productos quimicos, se
minimiza el impacto ambiental negativo, favoreciendo una produccion més ecologica y

econdmicamente viable en la acuicultura de camarones.
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12.CONCLUSION

Los resultados demostraron que la aplicacion de los &cidos organicos Ay B logro
una reduccion significativa en la carga bacteriana de Vibrio spp, tanto en colonias
amarillas como verdes, a lo largo de los tres ciclos de cultivo. Esta disminucion fue
evidente en los estadios larvales intermedios y finales, en contraste con el grupo control,
donde las concentraciones bacterianas se mantuvieron elevadas o severas. Por tanto, los
acidos organicos evaluados mostraron una eficacia comprobada en la mitigacion de

bacterias patdgenas en los tanques de cultivo larvario de Penaeus vannamei.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos del agua, su relacion con la
supervivencia larval fue baja, evidenciandose correlaciones débiles (r < 0,13), lo que
indica gue las variaciones registradas en temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto no

influyeron de forma directa en los niveles de supervivencia obtenidos en este estudio.

Ambos tratamientos con &cidos organicos redujeron eficazmente la carga de
Vibrio spp. y mejoraron la supervivencia de las postlarvas en comparacién con el grupo
control. Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento Ay B,
el tratamiento A mostrd consistentemente una mayor tasa de supervivencia. Los
resultados obtenidos en este estudio permiten aceptar la hipotesis alternativa; los acidos
organicos utilizados fueron efectivos en reducir la carga bacteriana y mejorar
significativamente la supervivencia de las postlarvas, representando una opcion viable,

sostenible y sin efectos adversos evidentes en el manejo microbiolégico de la larvicultura.
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13.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevas pruebas con la incorporacién de otros acidos
orgénicos comerciales, siguiendo protocolos estandarizados, con el fin de validar su
eficacia en condiciones controladas. Ademas, es fundamental implementar un sistema de
monitoreo microbiolégico permanente en laboratorios de larvicultura, que permita

detectar oportunamente la presencia de Vibrio spp. y establecer medidas preventivas.

Asimismo, se sugiere evaluar diferentes dosis de aplicacion en funcion del estadio
larval, asi como realizar estudios en otras fases del cultivo de camardn blanco (Penaeus
vannamei), incluyendo la fase de desarrollo juvenil y adulto, para determinar la
persistencia del efecto bacteriostatico y su impacto en el rendimiento productivo. Estas
acciones contribuiran al desarrollo de estrategias profilacticas mas efectivas y sostenibles

en acuicultura.
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