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RESUMEN

En Ecuador se ha establecido una posicién sélida y duradera en el mercado internacional
gracias a la produccion sostenida del camaron blanco Litopenaeus vannamei. A pesar de
este exito, la industria enfrenta problematicas asociadas a brotes de agentes patogénicos,
especialmente vinculados al género Vibrio spp., que afectan la productividad final de las
cosechas y la supervivencia de estos organismos. Por tal motivo, esta investigacion evalué
la accion profilactica de dos productos acidificantes comerciales conocidos como “acidos
organicos” contra la vibriosis provocada por serotipos de V. vulnificus, V. anginolyticus
y V. parahaemolyticus, que también se relacionan con afecciones como el sindrome de
Bolitas, sindrome de Zoea Il y la mortalidad temprana (EMS) — AHPND. Se analizaron
dos ciclos de cultivos en los que se compararon dos tratamientos con acidos organicos
(TR1 - TR2) y dos grupos de control sin acidos organicos (C-1 - C-2). Ademas, durante
el ensayo, se mantuvo constante la aireacion, mientras que los parametros fisicoquimicos
fueron rigurosamente controlados para asegurar la validez de los resultados y minimizar
las variables externas que pudieran influir en los resultados obtenidos. Para el primer
tratamiento experimental, cuya composicién incluy6 acido férmico, acido acético, acido
citrico, lactato de calcio y acetato de sodio, se demostrd una eficacia superior con una tasa
de supervivencia del 89% y carga bacteriana total en rangos normales 6.72x10%. En
contraste, el segundo tratamiento, con una formulacion distinta (&4cido férmico, acido
acetico, acido propidnico y acido lactico), alcanz6 una tasa de supervivencia del 80%. El
analisis estadistico evidenci6 diferencias significativas (p < 0,05), destacando la

efectividad superior del primer tratamiento.



Los tratamientos se administraron en concentraciones ajustadas segun el estadio larvario
durante la experimentacion en vivo: 2-3 ppm para Zoea a Mysis I-11-111'y 4-5 ppmpara PL-
12, con un rango maximo de hasta 7 ppm/tn en casos extremos de altas cargas bacterianas.
En el ensayo in vitro, se realizaron tres réplicas del antibiograma utilizando distintas
concentraciones (0,5 ppm, 1 ppm, 1,5 ppm y 2 ppm) contra 3 cepas bacterianasaisladas
previamente (V. anginolyticus, V. vulnificus y V. parahaemolyticus). Se observaron
diferencias notables en el diametro promedio de los halos de inhibicion entreambos

compuestos obteniéndose rangos de 9,04 mm a 8,73 mm.

Palabras clave: Acidos organicos, Vibrios spp, Supervivencia, antibiograma, estadios

larvarios de L. vannamei.
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ABSTRACT

In Ecuador a solid and lasting position has been established in the international market
thanks to the sustained production of white shrimp (Litopenaeus vannamei). Despite
this success, the industry faces challenges associated with outbreaks of pathogenic
agents, particularly those linked to the genus Vibrio spp, which negatively affect the
final productivity of the harvests and the survival rates of these organisms. For this
reason, this research evaluated the prophylactic action of two commercial acidifying
products known as "organic acids" against vibriosis caused by serotypes of V.
vulnificus, V. alginolyticus, and V. parahaemolyticus, which are also associated with
conditions such as Bolitas syndrome, Zoea Il syndrome, and early mortality syndrome
(EMS) — AHPND. Two culture cycles were analyzed, comparing two treatments with
organic acid (TR1 - TR2) and two control groups without organic acids (C-1 - C-2).
Additionally, during the trial, aeration was kept constant, while physicochemical
parameters were rigorously controlled to ensure the validity of the results and
minimize external variables that could influence the outcomes. For the first
experimental treatment, which included formic acid, acetic acid, citric acid, calcium
lactate, and sodium acetate, superior efficacy was demonstrated with a survival rate of
89% and total bacterial load within normal ranges of 6.72x102. In contrast, the second
treatment, with a different formulation (formic acid, acetic acid, propionic acid, and
lactic acid), achieved a survival rate of 80%. Statistical analysis evidenced significant

differences (p < 0.05), highlighting the superior effectiveness of the first treatment.
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The treatments were administered in concentrations adjusted according to the larval
stage during the live experimentation: 2-3 ppm for Zoea to Mysis I-11-111 and 4-5 ppm
for PL-12, with a maximum range of up to 7 ppm/ton in extreme cases of high bacterial
loads. In the in vitro assay, three replicas of the antibiogram were performed using
different concentrations (0.5 ppm, 1 ppm, 1.5 ppm, and 2 ppm) against three
previously isolated bacterial strains (V. alginolyticus, V. wulnificus, and V.
parahaemolyticus). Notable differences were observed in the average diameter of the

inhibition zones between both compounds, with ranges from 9.04 mm to 8.73 mm.

Keywords: Organic acids, Vibrio spp., Survival, Antibiogram, Larval stages of L.

vannamei.
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GLOSARIO

Acidos organicos: Compuestos quimicos naturales utilizados en la larvicultura por

sus propiedades beneficiosas para la salud y crecimiento de las larvas.

Larvicultura: Practica especializada en la cria de larvas, enfocada en el desarrollo

y produccién de organismos acuaticos.

Digestibilidad: Capacidad de losalimentos para ser procesados eficientemente por

el sistema digestivo de las larvas.

Antimicrobiano: Sustancias que protegen contra microorganismos dafinos en

entornos de cria.

Suplementacion: Adicidn de nutrientes o sustancias beneficiosas para optimizar

la dieta y salud de las larvas.

Biomasa: Cantidad total de organismos vivos presentes en un area especifica o

volumen de agua, utilizada para medir la produccion en la larvicultura.

Mecanismo de accion: Proceso especifico mediante el cual una sustancia produce
su efecto bioldgico o quimico en un organismo. Es la forma en que interactla a
nivel molecular, celular o tisular para producir un cambio observable en el sistema

biolégico.
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8. Supervivencia: Capacidad de un organismo para mantenerse con vida y sobrevivir
en su entorno natural, enfrentando factores como la competencia por recursos,

depredadores, enfermedades, y condiciones ambientales adversas.

9. Carga bacteriana: Cantidad de bacterias presentes en una muestra, generalmente
expresada como el numero de bacterias por unidad de volumen, peso o superficie.
Es un indicador importante en microbiologia para evaluar la concentracion de

bacterias en un entorno especifico.

10. Muerte celular: Proceso en el cual una célula pierde su capacidad para mantener
su estructura y funcion normales, resultando en su destruccion. Puede ser el
resultado de factores externos como dafio fisico, quimico o bioldgico, o de

cambios internos como apoptosis (muerte celular programada).

11. Profilaxis: Accion preventiva que se toma para evitar una enfermedad, infeccion

u otro problema de salud antes de que ocurra.
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ABREVIATURA Y SIMBOLOGIA

AHPND: Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda
Na+, K+: lones de sodio y potasio

EMS: Sindrome de Mortalidad Temprana

H+ - ATP: Bomba de protones (ATPasa de protones)
mm: Milimetros

TR1: Tratamiento 1

TR2: Tratamiento 2

C-1: Control 1

C-2: Control 2

NPL: Nauplios por litro

ha: Hectareas

kg/m3: Kilogramos por metro cubico

ppm: Partes por millén

ppt: Partes por mil

1 g/kg AM: 1 gramo de sal por kilogramo de agua de mar
mg/L: Miligramos por litro

pls/m2: Postlarvas por metro cuadrado

Laf: Numerosos flagelos laterales desnudos

Fla: flagelo polar recubierto

pum: Micrometros

NaCl: Cloruro de sodio

pVA-1: Subunidad pirA de la toxina A del patégeno Vibrio AHPND
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pirA-B: Genes pirA 'y pirB de Vibrio parahaemolyticus (AHPND)
kpb: Kilobase pairs (kilobases, medida del tamafio del ADN)

Células E, R, F y B: Diferentes tipos de células (Eritrocitos, Reticulocitos,

Fibroblastos y Blastocitos)

HP: Hepatopancreas

nm: Nandmetros

(-COOH): Grupo carboxilo

SCFAs: Acidos grasos de cadena corta

kg/m3: Kilogramos por metro cubico

pKa: Constante de disociacion del acido

g/cm3: Gramos por centimetro cubico

g kg™': Gramos por kilogramo

mM: Milimolar (concentracion molar)

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

TCBS: Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (medio de cultivo selectivo para
Vibrio)

UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
TM: Toneladas métricas

p/v: Peso por volumen

pL: Microlitros

TSA: Agar Tripticasa Soja (medio de cultivo bacteriano)
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1. INTRODUCCION

La cria del camardn blanco L. vannamei inicio su trayectoria como actividad
productiva en Ecuador en la decada de 1960 - 1972 inicialmente en la provincia de El
Oro, extendiendose posteriormente a las provincias de Guayas, Manabi, Esmeraldas y
Santa Elena (Pereira, 2022). En la actualidad, este sistema de cultivo se ha consolidado
como uno de los principales pioneros en exportacion contribuyendo al desarrollo de otros
sectores como la cria de larvas, la produccion de alimento balanceado, plantas

empacadoras, empresas exportadoras y distribuidoras de insumos (Reyes, 2018).

A pesar de este éxito, surgen complicaciones relacionadas con los brotes de
diversos agentes patdgenos, como las especies del género Vibrios spp, lo que constituye
obstaculos en la productividad final (Reyes-Mero, 2021). El genero Vibrio spp, es
ampliamente reconocido como el agente causal de patologias en paises con industrias
camaroneras desarrolladas. Por ejemplo, en Ecuador, se han documentado varias
patologias, incluyendo los Sindromes de Bolitas (Blancas y Negras), el Sindrome de Zoea
I, la vibriosis que afectanal estado biol6gico de L. vannamei (Trivifio De la Cruz & Ortiz,

2020; Nuez et al., 2020).

Los agentes causales que tienen un mayor impacto en los sistemas de cultivo
durante las etapas de larvicultura y engorde son Vibrio parahaemolyticus, V. harveyiy V.
vulnificus, siendo estos los mas perjudiciales (Ina-Salwany, 2019). En la actualidad, el
patdgeno emergente mas significativo a nivel mundial es Vibrio parahaemolyticus, una
bacteria que provoca la enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

(Sony et al., 2021).
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No obstante, también puede ser provocada por otras especies de (V. campbellii, V.
harveyi y V. owensii) (Tinoco y Dreyfus, 2017; Angulo et al., 2019). Desde que la FAO
restringio el uso de antibidticos en 2006 debido a la creciente resistencia bacteriana, se
han buscado diversas alternativas para combatir las infecciones bacterianas. Una
estrategia adoptada ha sido la incorporacién de &cidos organicos, los cuales obtienen

propiedades antivirales en las dietas de los camarones (Li et al., 2018).

Los &cidos organicos y sus sales son una alternativa viable en laacuicultura,
mejorando el crecimiento, utilizacion de nutrientes, accesibilidad de minerales, la
microbiota intestinal de los animales acuaticos e incide a la prevencién de enfermedades
contribuyendo a la sostenibilidad de la produccion (Ng & Koh, 2017). Sardar et al., (2020)
menciona que los acidos organicos son compuestos acidificantes que contienen grupos
carboxilicos y pueden tener caracteristicas insaturadas, hidroxilicas, fendlicas o

multicarboxilicas.

Debido a su naturaleza lipofilica, pueden atravesar las membranas celular de los
bacilos gramnegativos (-) aumentando la concentracion interna de aniones y
desencadenando un mecanismo de compensacion que acidifica el pH citoplasmatico
(Kontominas et al., 2021). Este mecanismo obliga a la bacteria a incrementar los niveles
de Na*, K™y glutamato, lo que eleva la fuerza idnica intracelular. Esto genera resulta una
presion considerable sobre la pared del microorganismo, lo que eventualmente provoca

su ruptura (Anangono-Lara, 2014; Bremer & Kramer, 2019).

23



Estos compuestos se distinguen de otros acidificantes por su resistencia a la
presencia de cloro, lo que les permite mejorar la digestibilidad de los alimentos. Esto
resulta en una reduccion del tiempo de retencidn y un aumento en la ingesta en organismos
como L. vannamei (Silva et al., 2021). Ademas, actian como agentes bacteriostaticos y
bactericidas, ganando interés debido a su eficacia contra varios patdgenos. Por lo general,
estdn compuestos por acidos grasos de cadena corta (C1-C7), acidos grasos volatiles y
acidos carboxilicos deébiles que contienen uno o mas grupos carboxilo en su estructura

(He et al., 2017).

El uso en dosis controladas ha mostrado un valor significativo como aditivos
funcionales, ofreciendo beneficios como la reduccion del pH, mayor palatabilidad de los
alimentos, mejora en la actividad de las proteasas, suministro de energia y una conversion
alimenticia mas eficiente (Kavir et al., 2021). En esta investigacion se evaluaran dos
mezclas de &cidos organicos comerciales mediante tratamientos experimentales con un
grupo control durante dos ciclos. El estudio tiene como objetivo determinar cual de los
tratamientos experimentales con diferentes composiciones resulta eficaz en el control de
bacterias patdgenas (Vibrio spp), en los tanques de L. vannamei, identificando las dosis

adecuadas y analizando su impacto en la supervivencia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las dultimas décadas, la demanda de L. vannamei ha aumentado
significativamente, destacandose en la industria acuicola porque contribuye tanto a la
alimentacion mundial como a la economia de muchos paises. Sin embargo, para asegurar
la sostenibilidad y seguridad alimentaria, es esencial abordar los desafios relacionados
con la inocuidad y calidad de las larvas de camaron, que estan vinculados a practicas c
manejo, tratamientos profilacticos eficaces y el control de patdgenos bacterianos en los

sistemas de cultivo.

Las infecciones patoldgicas vinculadas al género Vibrio spp., oportunistas por su
rapida colonizacidén en fragmentos del hepatopéancreas y del intestino, o su capacidad para
provocar estrés y debilitamiento del sistema inmunoldgico del organismo afectado, tienen
un impacto negativo en diversas etapas del ciclo de vida de los camarones,
comprometiendo su supervivencia y la productividad final. Ademas, Vibrio spp esta
estrechamente asociado con diversas afecciones en los camarones, como septicemia,

sindrome de Zoea Il, vibriosis y mortalidad temprana (EMS - AHPND).

Los sintomas se presentan con letargia, disminucion del apetito, menor tasa de
crecimiento, cambios en el color o textura del hepatopancreas, y elevadas tasas de
mortalidad. En respuesta a estos desafios, los productores se enfrentan a una creciente
presion en mejorar los protocolos de manejo, por este motivo, constantemente se han
explorado nuevas estrategias y entre estas opciones, los acidos organicos han surgido por

sus propiedades antimicrobianas o antibacterianas.
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Estos compuestos acidificantes pueden afiadirse a la dieta de los camarones para
controlar la proliferacion de Vibrio spp y mejorar el rendimiento zootécnico, destacando
la necesidad urgente de investigar y desarrollar tratamientos profilacticos alternativos. Sin
embargo, es fundamental definir con precision la dosis 6ptima y las funciones especificas
de estos compuestos para complementar los tratamientos profilacticos actuales que, en

algunos casos, resultan insuficientes.
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3. JUSTIFICACION

La incorporacion de acidos organicos en las dietas de organismos acuaticos en
estadios larvales ha surgido como alternativas porque desempefian un papel crucial en la
nutricion animal mediante diversos mecanismos de accion, lo que justifica su uso en la
alimentacion. En el tracto digestivo, los acidos organicos incrementan la actividad de la
pepsina y disminuyen el pH del estbmago, favoreciendo cambios positivos en las

concentraciones de microbiota.

A nivel metabdlico, actian como agentes antimicrobianos, reduciendo el pH y
desnaturalizando proteinas, lo que mejora la salud y el rendimiento zootécnico de L.
vannamei. Esto resulta en una mejora notable en la tasa de supervivencia de las larvas de
L. vannamei, lo que a su vez incrementa significativamente la produccion y rentabilidad
final de las cosechas. Ademas, estos compuestos favorecen el equilibrio intestinal al

estimular el crecimiento de bacterias benéficas y la produccidn de acidos grasos volatiles.

Se ha demostrado que los &cidos organicos de cadena corta son efectivos en la
inhibicion de bacterias patdgenas del género Vibrio, siendo particularmente Gtiles en
forma de sales de sodio, como el &cido lactico, citrico, acético, butirico, férmico y
propidnico. Estos hallazgos resaltan la capacidad antibacteriana de estos compuestos, 1o
cual contribuye a reducir la incidencia de enfermedades como la vibriosis, asi como otros
afecciones en etapas tempranas, tales como el sindrome de bolitas blancas, la enfermedad
de necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND) causada por V. parahaemolyticus, y el

sindrome de Zoea Il.
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En Ecuador, la informacion sobre el uso de acidos organicos como aditivos
antimicrobianos en la acuicultura es limitada y, en gran medida, controlada por las
principales empresas productoras de insumos acuicolas. No obstante, al incorporarse en
la dieta, los &cidos orgénicos tienen el potencial de actuar como una barrera protectora
contra el crecimiento microbiano, mejorando asi la salud de los camarones. Este enfoque
podria ser rentable porque no solo inhibe patégenos, sino también respalda variables

productivas,como la supervivencia en las etapas tempranas del cultivo de L. vannamei.

Al proporcionar un mejor entendimiento del comportamiento de las bacterias
patdgenas frente a estos compuestos y al reducir la presencia de patologias asociadas, se
promueve una produccion mas sostenible. Esto no solo mejora la rentabilidad, sino
también proporciona soluciones précticas a la creciente deficiencia de tratamientos

profil&cticos alternativos que enfrenta la industria de la larvicultura actual.
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4. OBJETIVOS

4.1 0OBJETIVO GENERAL:

Analizar la accion profilactica de los acidos organicos mediante ensayos in vitro
y tratamientos experimentales en campo, determinando su efecto en la inhibicion de

Vibrios spp y supervivencia en larvas del camardn blanco (Litopenaeus vannamei).

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Detectar la presencia de Vibrio spp en muestras bioldgicas de L. vannamei bajo
la inclusién de los tratamientos con &cidos organicos como agentes

profilacticos en la inhibicién bacteriana.

e Comparar la actividad bacteriostatica de &cidos organicos en presencia de
Vibrios spp mediante pruebas de sensibilidad bacteriana y analisis

microbioldgico.

e Determinar la tasa de supervivencia de postlarvas del camarén L. vannamei,
identificando la efectividad de los &cidos organicos en los tratamientos

experimentales.
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6. HIPOTESIS

Ha: La aplicacién de acidos organicos como método profilactico disminuye la carga

bacteriana y aumenta la tasa de supervivencia del camaron L. vannamei.

Ho: La aplicacion de &cidos organicos como método profilactico no disminuye la

carga bacteriana ni aumenta la tasa de supervivencia del camarén L. vannamei.
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CAPITULO 11

7. MARCO TEORICO

7.1 Larvicultura en L. vannamei en Ecuador

El camardn blanco del Pacifico, conocido cientificamente como L. vannamei, es
una especie crucial en la acuicultura costera. Ecuador se ha destacado en la produccion y
exportacion de camaroén, generando impactos significativos en la economia a lo largo de
los afios. La cria de este crustaceo constituye aproximadamente el 15 % de la produccién
pesquera total, con un valor de mercado global que alcanza cerca de 18 mil millones de

dolares (FAO, 2017 como se cito en Jaramillo et al., 2019).

La industria camaronera se posiciona como uno de los principales sectores mas
importante en términos de volumen exportable, lo cual han experimentado un crecimiento
significativo en las ultimas tres décadas, convirtiéndose como uno de los pioneros en
productos de exportacion no petrolera alcanzando 1.7 millones de TM y valores
aproximados de USD6.655 millones con volimenes de 1700 millones de libras en 2023
(Figura, 1), marcandorécords para las exportaciones nacionales (Camara Nacional de

Acuacultura, 2024).
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Figura 1

Exportaciones de camar6n Ecuatoriano de 1994 hasta 2023
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Nota. El grafico representa las tendencias de exportaciones de camardn ecuatoriano desde el afio 1994 a
2023, (ene - dic) Libras vs délares. Estadisticas y reportes [Imagen- Excel], extraido de Cdmara Nacional

de Acuacultura, 2024, (https://www.cna-ecuador.com/estadisticas/).

7.2 Estadios o fases tempranas de crecimiento
Durante su crecimiento, este organismo pasa por varias fases de desarrollo:

nauplio, zoea, mysis y postlarva (PL).

7.2.1 Nauplio:

El periodo de nauplio constituye una fase esencial en el ciclo de vida de los
peneidos porque durante este proceso, los nauplios son larvas recien eclosionadas que
obtienen una duracion de aproximadamente 48 horas a stemperaturas de 28°C (Gutiérrez,
2024). Su alimentacion se basa en el vitelo, y atraviesan cinco subestadios (Nauplio I, II,

[11, 1V, V) en un lapso que varia entre 36 a 51 horas (Palacios, 2024). Sus caracteristicas

32


https://www.cna-ecuador.com/estadisticas/

mas notables es la longitud total que oscila alrededor de 0,5 mm y un ancho promedio de

0,18 a 0,2 mm, compuestos por un solo ocelo (Acosta & Mufioz, 2022; Gonzalez, 2022).

7.2.2 Zoea

Después de pasar por el estadio de nauplio V, que es la fase utilizada para la
siembra en los tanques de produccion de laboratorios, sigue el estadio de zoea, que se
divide en tres subestadios (Zoea I-11-111). En Zoea |, el caparazdén carece de espinas, el
abdomen no esta segmentado, el telson es bilobulado, y el ojo naupliar esta presente. Esta
fase tiene una duracién aproximada de 36 a 48 horas, durante las cuales desarrollan

abdomen y tracto digestivo, comenzando asi alimentarse.

En Zoea Il, se desarrolla el rostrum, el telson se bifurca, y los o0jos se vuelven
compuestos y pedunculados. En esta etapa, los uropodos aun no estanpresentes. La
duracidn de este estadio es de aproximadamente 36 a 48 horas a una temperatura de 28°C
(Acosta & Mufioz, 2022). En Zoea I, el caparazdn es similar al subestadio anterior, con
espinas supraorbitales mas desarrolladas, telson separado del sexto segmento con espinas
segmentadas, maxilipedios birramosos, pereiépodos y urépodos rudimentarios (Garcia et

al., 2020; Garnica, 2016).
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7.2.3 Mysis

En el ciclo de desarrollo de Mysis comprende una fase de muda donde se puede
observar un cuerpo encorvado en la region abdominal, y la locomocidn se logra mediante
contracciones abdominales. Este periodo consta de tres subestadios (MYSIS I, 11, 111) con
una duracién total de 3 dias y longitud que varia de 2.8 a 5.2 mm (Chévez, 2022; Garcia
et al., 2020). En Mysis I, el cuerpo se asemeja al de un camaron, con pereiépodos bien
desarrollados, telson alargado y funcional del primero al tercero con quela rudimentaria.
El pledn carece de pledpodos, pero los urépodos ya estan completos, y el nado es de

cabeza o hacia adelante (Orrala, 2021).

Mysis 1l presenta una escama antenal conspicua con espina externa, pereiopodos
del primero al tercero desarrolladas, y pequefios pledépodos no segmentados que
comienzan a emerger, curvados hacia adelante. El flagelo de la antena alcanza la escama,
los pledpodos son més desarrollados y articulados, con 2 a 3 setas terminales (Acosta &
Mufoz, 2022; Chavez, 2022). Durante las etapas de zoea y mysis, los camarones blancos
son organismos plancténicos que se alimentan de materia organica muerta, algas y
pequefios invertebrados. En la acuicultura comercial, el alimento para las larvas de
camaron suele consistir en una o dos especies de diatomeas, como Chaetoceros gracilis y
Thalassiosiraweissflogii, con una concentracion en el tanque de cria equivalente a 1x10°

celulas/mL (Gonzalez, 2022).
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7.2.4 Post-larvas:

Después de completar el subestadio de mysis, los camarones avanzan a la fase de
Postlarvas I, el cual se prolonga aproximadamente de 20 dias. Este periodo de transicion,
que dura alrededor de 24 horas por subestadio, marca el desarrollo hacia organismos
plenamente funcionales, semejantes a pequefios camarones. Durante esta etapa, las
postlarvas obtienen una talla promedio de 5 mm a 25mm y son transportadas a
instalaciones de cria en condiciones semicontroladas, como estanques de invernadero o
piscinas terrestres, antes de su fase decrecimiento (Acosta & Mufioz, 2022; Garcia et al.,
2020). Durante las fases mysis y postlarval, la alimentacion comunmente es:
microcrustaceo y Artemia salina. Aunque en muchos criaderos, el alimento vivo es

reemplazado por alternativas artificiales (Bengtson et al., 2018).

Figura 2

Estadios tempranos de crecimiento en L. vannamei

Etapa Naupliar

T Ada T Y T T
= g~ N\ W gty 2 L
T 2 AN
3 & INE A WA
\\\". N

T

Etapa Mysis Etapa Postlarva

Nota. Adaptado de Manual de Laboratorio para el Cultivo de Larvas de Camarén Peneido (p.
19), extraido de Garnica, 2016.
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7.3 Sistema semi- intensivo en larvicultura de L. vannamei

En la acuicultura moderna, los sistemas semi-intensivos han surgido como una
estrategia intermedia que combina elementos de métodos tradicionales, extensivos e
intensivos. Ademas, son reconocidos por proporcionar un entorno adecuado para el
crecimiento de organismos acuaticos como L. vannamei. Esto se logra manteniendo
protocolo de manejo y control, aunque menos exhaustivocomo en sistemas intensivos.
Por ejemplo, al momento de introducir nuevos ejemplares para la larvicultura, es
necesario calcular la cantidad adecuada de biomasa por tanque, por lo que suele oscilar

entre 120 a 175 NPL (Skretting, 2018).

Por otro lado, la viabilidad econémica de la produccién final en este sistema esta
determinada en gran medida por la disponibilidad de recursos como los recambios de
agua y los insumos esenciales, asi como por la inversion inicial requerida (Cavalheiro et
al., 2022). Carvajal & Bolafos (2013) consideran que en Ameérica latina se emplean
comunmente el método de cultivo semi-intensivo, los cuales suelen consistir en 1 a 5 ha
de extension con densidades de siembra que abastecen desde 10 a 30 PL/m?. Para la
renovacion de los recambios de agua, se utiliza un sistema de bombeo, y la profundidad
de los estanques oscilan entre 1 a 1,2 m con aireacién artificial controlada (Vivanco,

2018).

La alimentacion de los camarones se basa en productos naturales y exdgena, por lo
que se promueve su crecimiento mediante la fertilizacion del estanque, simultdneamente
la alimentacion de 2 a 3 veces al dia. Los rendimientos de produccion en estos estanques

varian entre 500 a 2.000 kg/ha/cosecha, por ende, los camarones son cultivados en
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estanques o sistemas de recirculacion con cierta densidad de siembra especifica, que
generalmente se sitta entre 10 - 25 kg/m® de carga (Alvarez, 2022; Castro & Ordinola,

2021).

Estrada et al., (2022) sugiere que el manejo y control son aspectos esenciales para
el éxito de este sistema, los cuales se basan en protocolos de recambios de agua y
monitorizacién constante de la calidad del agua, asegurando que los niveles de oxigeno,
pH, temperatura, y equilibrio iénico sean pardmetros éptimos para el crecimiento
saludable de los organismos cultivados. Ademas, se deben implementar précticas de
alimentacion adecuadas para satisfacer las necesidades nutricionales de los organismos,
minimizando el desperdicio y maximizando la eficiencia de la conversion alimenticia

(Alvarez, 2022; Rojas, 2018).

7.3.1 Parametros generales para el cultivo semi-intensivo del camaroén blanco L.

vannamei

7.3.1.1 Temperatura del agua

La temperatura tiene un impacto significativo en los procesos quimicos y
bioldgicos, pues cuando esta excede los 10°C, dichos procesos suelen acelerarse de dos a
tres veces, lo que a su vez incrementa el consumo de oxigeno por parte de los camarones
u otros organismos aerobicos en el estanque (Reyes, 2017). En un estanque, la radiacién
solar calienta més el agua superficial que el agua del fondo, debido a la disminucién de
la densidad con el aumento de la temperatura, por lo que provoca una estratificacion
térmica, dividiendo el agua en dos capas distintas: el epilimnion (capa calida superior), y

el hipolimnion (capa fria inferior) (Canales-Machado et al., 2017; Orrala, 2021).
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Aunque es posible que, en estanques de poca profundidad, como los de 1 m
promedio, se produzca estratificacion térmica, esta no suele ser muy estable debido al
movimiento del agua provocado por el viento. Los principios generales de manejo de la
temperatura en el cultivo de camarones sugieren mantener niveles éptimos entre 28 a

33°C (Castro & Ordinola, 2021; Carvajal & Bolafios, 2013).

7.3.1.2 Salinidad

La salinidad se define como la concentracion total de iones (sales) disueltos en el
agua, y se mide en partes por mil (ppt). Los camarones tienen un amplio rango de
tolerancia a la salinidad, pudiendo sobrevivir en niveles que oscilan entre 15 ppt a 25 ppt
(Galaviz et al., 2016; Garcia et al., 2020). Los organismos expuestos a grandes variaciones
en la concentracion de sales disueltas en el agua experimentan presion osmotica, lo que
puede llevar a la difusion de agua a través de las paredes celulares en las branquias,
resultando en la muerte de estas células. En los estanques, tanto la salinidad como la
temperatura pueden causar estratificacion del agua porque la densidad del agua aumenta

con la salinidad (Canales-Machado et al., 2017).

7.3.1.3 Oxigeno disuelto

La concentracion de oxigeno disuelto en el agua, medida en (mg/L), es crucial para
la vida acuatica, siendo el segundo gas méas abundante despues del nitrégeno. Una
disminucion significativa en los niveles de oxigeno causa estrés en los organismos y
aumenta las tasas de mortalidad. En el cultivo de camarones, el rango de concentracion
adecuado de oxigeno disuelto varia entre 3.0 a 8.0 mg/L (Hernandez & Jirod, 2023; Garcia
etal., 2021).
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Una concentracién minima de 3.0 mg/L de oxigeno disuelto es necesaria para
mantener el metabolismo normal de las especies de camarones en cultivo y la
supervivencia de estas especies se ve comprometida cuando la concentracion de oxigeno
disuelto desciende por debajo de 1.3 mg/L considerandose letal durante mas de una hora

(Canales-Machado et al., 2017; Orrala, 2021).

7.3.1.5 pH

El pH se mide como el logaritmo de la concentracién de iones hidrégeno en una
solucion, y los niveles éptimos en un cultivo de camarén se sitian en 6.5 a 8. Si las
condiciones no son adecuadas, pueden inhibir el crecimiento de los organismos benéficos,
afectar la disponibilidad de nutrientes, aumentar la toxicidad de ciertos compuestos,
reducir la actividad enzimaética, alterar la microbiota y causar estrés fisioldgico,

comprometiendo asi la salud y el desarrollo de estos organismos (Sandoval, 2023).

Antes de colonizar el intestino, las bacterias del género Vibrio deben atravesar el
estomago, donde enfrentan condiciones altamente acidas. En respuesta a los cambios de
pH, estos microorganismos han desarrollado la capacidad de regular la actividad y sintesis
de proteinas, lo que les permite no solo sobrevivir en condiciones extremas, sino también
incrementar su capacidad para proliferar. En consecuencia, expresan un conjunto de
genes, incluidos aquellos relacionados con la virulencia, como parte de su estrategia para

adaptarse y colonizar (Correa, 2018).
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7.4. Particularidades del género Vibrio spp

El géenero bacteriano Vibrio spp estd compuesto por bacterias gramnegativas que
logran crecer tanto en presencia de oxigeno (aerobias) como en su ausencia (anaerobias
facultativas) (Silva, 2021). Las caracteristicas distintivas de las bacterias del género
Vibrio incluyen su forma curvada, su dependencia del ambiente salino
(halodependientes), lo que significa que requieren la presencia de cloruro sodico para su

crecimiento en concentraciones variables (Prasanga et al., 2022).

Ademas, estas bacterias son catalasas u oxidasas positivas porque poseen
nitratorreductasa y triptofanodesaminasa. También son capaces de fermentar glucosa, es
importante sefialar que, aunque Aeromonas y Plesiomonas también fermentan glucosa,
no tienen la misma dependencia del ambiente salino que las bacterias del género Vibrio.
Son comunmente hallados en ambientes marinos, salobres y estuarinos, por lo quetienden
a proliferar cuando las temperaturas del agua aumentan, alcanzando su maximo desarrollo

entre los 17 a 20 °C. (Tinoco & Dreyfus, 2017).

En temperaturas mas bajas, suelen permanecer en el sedimento marino, con
recuentos generalmente insuficientes para provocar infecciones. En climas templados,
estan presentes en el agua marina durante todo el afio, pero su concentracion aumenta
notablemente en los meses calidos debido a condiciones ecoldgicas favorables y al
incremento del plancton, lo cual facilita su acumulacion por parte de moluscos filtradores

u otros organismos marinos (Hernandez & Jiroo, 2023).
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7.4.1 Estructura del flagelo polar en la familia Vibrionaceae

Los Vibrios spp son un grupo de bacterias que pertenecen a la familia
Vibrionaceae. Esta familia incluye varios géneros, como Vibrio, Aeromonas,
Plesiomonas y Photobacterium (Trivifio de la Cruz & Ortiz, 2020). En las especies
pertenecientes al género Vibrio, el flagelo es una estructura compuesta por un
heteropolimero de 4 a 6 fagelinas diferentes (FlAABCDFE), cuya cantidad varia segun la

especie (Tinoco & Dreyfus, 2017).

En bacterias marinas como V. cholerae, V. alginolyticus o V. parahaemolyticus,
el mantenimiento del pH intracelular entre 8 a 9 a través de sistemas de homeostasis
resulta en una baja fuerza proton motriz (H*). Para contrarrestar esta situacion, las
bacterias de la familia Vibrionaceae utilizan un gradiente electroquimico de iones sodio
(Na*) como fuente de energia para impulsar la rotacion del flagelo polar, lo cual es crucial

para el movimiento efectivo del flagelo (Xu et al., 2017).

Algunas especies pertenecientes a este género exhiben dos tipos de flagelos: un
flagelo polar cubierto (Fla) y varios flagelos laterales desnudos (Laf) a lo largo del cuerpo
celular (distribucion peritrica). Entre estas especies, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. harveyi y V. shilonii poseen un flagelo polar constante y flagelos laterales
que se desarrollan de manera inducible. En contraste, otras especies del género,como V.
cholerae, V. anguillarum, V. fischeri y V. vulnificus, no tienen flagelos laterales (Prasanga

etal., 2022; Tinoco y Dreyfus, 2017) (Tabla 1).
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Tabla 1

Caracterizacion del Género Vibrios spp segun su flagelo y estilo de vida.

Microorganismos Flagelo polar  Flagelos laterales Estilo de vida
recubierto! desnudos
(peritricos)?
V. alginolyticus Monotrico + Patégeno
V. anguillarum Monotrico - Patdgeno
V. cholerae Monotrico - Patégeno
V. fischeri Lofotrico (2-B)3 - Simbionte
V. harveyi Monotrico + Patdgeno
V. parahaemolyticus Monotrico + Patdgeno
V. shilonii Monotrico + Patdgeno
V. vulnificus Monotrico - Patdgeno

Nota. Esta tabla muestra la observacién de microscopia electronica de transmisién de cultivo en medio

liquido y s6lido. (Tinoco y Dreyfus, 2017)

7.4.2 Género Vibrios spp

En la actualidad, el género Vibrio spp cuenta con aproximadamente 100 especies
reconocidas, de las cuales 12 son patdgenas para los seres humanos y generalmente las
especies de Vibrio que causan altas mortalidades en el camardn son V. penaeicida, V.
campbellii, V. harveyi, V. nigripulchritudo, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V.
alginolyticus (Prasanga et al., 2022). Las bacterias del género Vibrio spp., se caracterizan
por ser bacilos gramnegativos que no forman esporas, con una longitud que oscila entre
1,4 a2,6 um. Mayormente, son positivas para la prueba de oxidasa y presentan una forma

que puede ser recta o curva, adoptando una forma de coma. En medios de cultivo, estas
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bacterias aparecen como varillas rectas debido a que presentan un solo flagelo polar
monotrico, que puede volversemultitrico cuando crecen en medios liquidos y tienden ser

tanto aerdbicos como anaerdbicos facultativos (Aguirre-Chanta, 2019).

Las especies halofilas de este género requieren la presencia de cloruro de sodio
(NaCl) para su crecimiento, con concentraciones ideales entre 10 - 18 %o NaCl, y toleran
niveles que van desde 2 hasta 2.5 %o NaCl. Estas bacterias suelen ser positivas para
oxidasa y catalasa, fermentan la glucosa sin produccion de gas, y tienen la capacidad de
reducir nitrato a nitrito. Estas caracteristicas fisiol6gicas son fundamentales para la
adaptacion de Vibrio spp a condiciones variables de temperatura y salinidad, lo que les
permite prosperar en ambientes marinos y estuarinos (Droubogianmis & Katharios, 2022;

Xuetal., 2017).

Este tipo de bacterias estan distribuidas en entornos acuaticos, particularmente en
marinos y estuarinos, por lo que tienden a colonizar las branquias, cuticulas y tracto
digestivo. Cuando el sistema inmunoldgico del camardn se debilita, estas bacterias
pueden convertirse en patdgenos oportunistas, desencadenando brotes cuando las
condiciones ambientales favorecen su proliferacion (Pefia & Cuéllar, 2019). Morales-
Covarrubias (2011, citado por Trivifio de la Cruz & Ortiz, 2020) afirma que este género
es altamente patogénico, provocando enfermedades como la vibriosis sistémica o
sindrome de la gaviota, que puede resultar en mortalidades de hasta el 90%; la erosion
bacteriana del cefalotorax (manchas marrones o negras); el sindrome de la zoeall
frecuentemente en larvicultura caracterizado por la presencia de bolitas en el intestino; y
la enfermedad de la luminiscencia.
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Ademas, la AHPND, responsable de considerables pérdidas en la produccion y
causada por una cepa de V. parahaemolyticus infectada con un plasmido (pVA-1) con
genes de las toxinas pirA-B, esta enfermedad se distingue por inducir la atrofia del
hepatopancreas, acompafiada de una descamacion extensiva de células epiteliales y

mortalidad de los animales (Sandoval, 2023; Pefia-Navarro, 2019).

Vibrio alginolyticus, anteriormente conocido como Vibrio parahaemolyticus
(biotipo 1), es notable por su alta tolerancia a la salinidad, pudiendo sobrevivir en
concentraciones de hasta un 10% de cloruro de sodio. Aungue este microorganismo puede
causar infecciones gastrointestinales en humanos, asi como infecciones ocasionales fuera
del tracto gastrointestinal, generalmente exhibe baja virulencia (Mira-Gutiérrez & Garcia-

Martos, 2016).

Vibrio vulnificus es una bacteria en forma de bacilo perteneciente al filo
Proteobacteria, conocido como la especie hal6fila mas virulenta para los seres humanos,
especialmente en individuos con enfermedades hepaticas, niveles elevados de hierro
sérico u otras afecciones (Silva, 2021). Se han identificado varios mecanismos de
patogenicidad en V. vulnificus, que incluyen la produccion de citolisina o hemolisina,
colagenasa, elastasa, factor de permeabilidad vascular, fosfolipasa A2, lipofosfolipasa y
sideroforos (Baizabal et al., 2011). Es un tipo de bacteria que necesita ciertos rangos de
temperatura de 37 °C y niveles de acidez para crecer que va desde ligeramente acido hasta
alcalino, con un pH ideal (7.0 - 8.0), indicando una preferencia por un ambiente neutro a

ligeramente alcalino (Teng et al., 2017; Mira-Gutiérrez & Garcia-Martos, 2016)
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Ademas de su impacto en la salud humana, algunas especies de Vibrio son
conocidas por ser patdgenas en la acuicultura. Algunos ejemplos bacterianos son V.
parahaemolyticus, V. harveyi, V. anguillarum y V. fischeri. En particular, V.
parahaemolyticus es sefialado como un agente patdgeno significativo en los cultivos, pues
esta bacteria es responsable del sindrome de mortalidad temprana (EMS), también
conocido como la enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

(Sandoval, 2023; Aguirre-Chanta, 2019).

7.5 Patologias bacterianas asociadas al cultivo de L. vannamei

La rapida expansion de la acuicultura comercial de camarones peneidos enfrenta
amenazas, siendo una de las mas predecibles y constantes la ocasionada por un grupo de
bacterias pertenecientes a especies de Vibrios sp, generandose la Vibriosis dentro de los

medios de cultivos (Varela et al., 2017).

7.5.1 Enfermedad de la Necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND)

La enfermedad afecta a especies como Penaeus monodon y L. vannamei, en sus
inicios se reconocié a esta enfermedad como “sindrome de mortalidad temprana”
caracterizandose por la ocurrencia de mortalidades masivas que oscilan entre el 40% a
100% durante los primeros 5 a 35 dias de cultivo y poco después de la aparicion de los

primeros signos de la enfermedad (Varela-Mejias, 2018).
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El agente causante de la AHPND es una cepa patdgena de Vibrio parahaemolyticus
(VpNHPA), que posee un plasmido de ~70 kpb con genes que codifican proteinas de
toxinas asociadas con Photorhabdus (Pir), concretamente, (PirA —PirB) (Sandoval, 2023,
Varela & Pefia, 2016), aunque también investigaciones posteriores han indicado que
pueden surgir por cepas de V. harveyi y V. campbellii, y posiblemente otras especies o

géneros que tienen la capacidad de transferir un plasmido que codifica toxinas.

A diferencia de otras bacterias que se alojan en la hepatopéancreas del camarén,
estas bacterias residen en su estomago. Desde alli, liberan toxinas que causan lesiones en
la hepatopancreas, lo que resulta en desprendimientos celulares masivos, debido a que
ingresa al organismo por via oral a través de los detritos presentes en la columna de agua
y el fondo del estanque. Una vez dentro del tracto digestivo, esta bacteria coloniza y
produce toxinas que causan disfuncion en las células de la hepatopancreas (HP),
destruyendo las células E, R, F y B, y provocando el desprendimiento de las células
epiteliales tubulares, asi como inflamacién hemocitica y necrosis marcada del HP (Varela

etal., 2017).

7.5.2 Sindrome de bolitas blancas

Segun Sifioes (2007, como se cit6 en Reyes-Mero, 2021), menciona que esta
patologia esta vinculada a V. alginolyticus o V. harveyi, lo cual se caracteriza por la
presencia de pequefias formaciones esféricas, que son el resultado de células descamadas
del hepatopancreas o hepatocitos hipertrofiados y redondeados, resultando en la pérdida

de casi el 100% de la poblacion.
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7.5.3 Sindrome de Zoea |1

En Ecuador, se ha determinado que V. harveyi, es el principal causante de esta
patologia, aunque algunos estudios han sugerido la posible implicacion de bacterias
intracelulares. Esta infeccion fue identificada por primera vez en el afio 1993 en cultivos
de camarén L. vannamei en Ecuador, México y Estados Unidos (Zhang & Austin, 2020).
Después de 36-48 horas desde que ocurre la metamorfosis de Zoea | a Zoea |1, seobservan
altas tasas de mortalidad. Los sintomas mas destacados es la pérdida de apetito, letargo
acompafado de nado errético, y la tendenciade los organismos infectados a permanecer en

el fondo del tanque (Zambrano, 2023).

7.6. Acidos organicos

Los &cidos organicos son compuestos de hidrocarburos que presentan uno o varios
grupos carboxilo (-COOH), generan a partir de la combinacion de dos grupos funcionales
en un mismo atomo de carbono: el grupo hidroxilo y el grupo carbonilo (Benavides &
Jacome, 2023). Estos compuestos son considerados seguros y contienen uno 0 mas grupos
carboxilo. Entre los acidos de cadena corta, que tienen un namero reducido de carbonos
(C1-C5), incluyen el &cido lactico, férmico, citrico, propiénico y sus sales (Chowdhury

etal., 2021; Dun et al., 2018).

Beyer & Walter (2020) afirma que los &cidos organicos (AQ’s) son tipicamente
poco solubles en agua, pero solubles en cloroformo, éter o benceno, lo que los hacen
resistentes al cloro. En los tejidos bioldgicos, se distribuyen de diversas formas,
participando como mediadores en los ciclos metabdlicos. Algunos de estos compuestos
acidificantes segeneran en el tracto digestivo mediante procesos de fermentacion (Reyes-

Le6n, 2017).
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7.6.1 Mecanismo de accion

Los acidos organicos regulan los microorganismos en el tracto digestivo
reduciendo el pH de la ingesta, lo que inhibe significativamente el crecimiento
microbiano. Esta acidificacion no solo dificulta la supervivencia de los microorganismos,
sino que también fortalece la barrera intestinal, previniendo la invasion de patdgenos y
manteniendo un equilibrio de la microbiota saludable para la digestion (Kavir et al., 2021;

Chowdhury et al., 2021).

La mayoria de las bacterias no crecen bien a pH inferiores a 5, aunque esta acidez
no garantiza la eliminacion completa de los microorganismos, ya que muchas bacterias
pueden sobrevivir en estas condiciones por periodos prolongados. Un pH extracelular
desviado de 7 interfiere con el gradiente de protones, esencial para el transporte a través
de la membrana, la motilidad y la sintesis de ATP. Asi, el metabolismo anaerdbico de las
bacterias esta regulado por el pH del medio, y la efectividad de la acidificacion depende
tanto de la concentracién como de la fuerza del &cido presente (Gao et al., 2023; Silva et

al., 2016).

Aunque todos los microorganismos tienen un pH 6ptimo para su desarrollo y un
rango de pH en el que les resulta dificil o imposible crecer, es crucial destacar que este
pH se refiere al entorno extracelular. Incluso los organismos acidofilos, que prosperan en
entornos acidos, mantienen un pH intracelular cercano a la neutralidad. Esto indica la
importancia del equilibrio acido-base en la regulacion del crecimiento microbianoy en la

eficacia de los agentes antimicrobianos (Ng & Kon, 2017; Reyes, 2017).
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Segun la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, el equilibrio entre la forma
disociada (anién) y no disociada (H+) de los acidos depende del pH y la constante de
disociacion (pKa). A medida que el pKa disminuye, la fuerza del acido aumenta. La forma
no disociada puede atravesar la membrana celular y, una vez dentro, disociarse en aniones
y protones, alterando el pH del citoplasma (Nurhan-Giimriikgtioglu, 2022, pag. 153;
Taylor & Doores, 2020). Esto representa una dificultad para las bacterias porque deben
mantener un pH constante para la funcionalidad de sus macromoléculas, lo que implica
la expulsion de protones al exterior. Sin embargo, este proceso requiere energia en forma
de ATP, lo que puede llevar al agotamiento de la energia celular (Kavir et al., 2021;

Reyes, 2017)

Ademas de su efecto general sobre el pH extracelular, los &cidos organicos ejercen
una influencia notable a nivel intracelular debido a su capacidad para atravesar la
membrana celular en su forma no disociada. Esta forma molecular puede penetrar
facilmente las membranas y llegar al interior de las células microbianas, donde induce
una reduccion adicional del pH intracelular (Zhou et al., 2022; Mine & Boopathy, 2011).
En conjunto, estos mecanismos de accion convierten a los acidos organicos en una
herramienta esencial para la promocion de la salud intestinal y la prevencion de
enfermedades asociadas con desequilibrios microbianos en el tracto digestivo (Zambrano,

2023) (Tabla 2).

Es importante destacar que, debido a la escala logaritmica del pH, una reduccién
minima de 1 o 2 unidades (representa un incremento de 10 o 100 veces) en la

concentracion de protones puede tener un impacto significativo en el crecimiento de los
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microorganismos. Este fendmeno resalta la susceptibilidad que presentan a los cambios

en el entorno &cido-base (Hernandez & Jiroo, 2023; Taylor & Doores, 2020).

Tabla 2

Acidos organicos y su mecanismo de accion en la nutricion animal.

SITIOSDE ACCION  MECANISMO DE ACCION FORMA
EFECTIVA
Reduccion del pH del estomago,
cambios en las concentraciones de H*
Tracto intestinal microbiota y aumento en la

actividad pepsina

Disponibilidad de cationes B
(Caz+, Mgz*, Cuz*, Zn2") Anion

Metabolismo H*y Anién. Efecto
antimicrobiano

Reduccion del pH, reduccion H*
del crecimiento microbiano y

desnaturalizacion de proteinas.

Dieta

Efecto antimicrobiano H* y Anién

Nota. Tabla extraida de Reyes, 2014 citado por Benavides y Jacome, 2023.

7.6.2 Valor de pKa

El valor de pKa indica la fuerza de un acido en disolucion acuosa, es decir, cuanto
menor sea el valor de pKa, mayor seré la capacidad del 4cido para disociarse en iones H+
y, por lo tanto, mas bajo sera el pH de la disolucion. Los acidos débiles tienen valores de
pKa que varian tipicamente entre 1,80x10%6 y 55,50. En contraste, los &cidos con una
constante de pKa inferior a -2 se clasifican como acidos fuertes porque se disocian casi
por completo cuando se disuelven en agua (Zhou et al., 2022; Anangono-Lara, 2014).
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Cuando el acido se disocia en el interior de la celula, se incrementa la
concentracion de aniones, lo que activa un mecanismo de compensacion de la carga
eléctrica. Este mecanismo obliga a la bacteria a elevar los niveles de Na*, K* o glutamato,
lo que conlleva a un aumento mayor de la fuerza ionica intracelular (Figura, 3). Este
proceso suele generar presién mecanica sobre la pared del microorganismo, 1o que,

eventualmente causa su ruptura (Rodriguez, 2020; Orrala, 2021).

Figura 3
Proceso de accién antimicrobiana de los SCFAs (&cidos grasos de cadena corta),

utilizando el acido butirico.

pPK,= 4.7
CH3(CH.),COO + H" « T CHL(CH;); COOH

Nota. La figura ilustra el mecanismo de accién del acido butirico en su forma no disociada, penetrando la
membrana celular (a), donde luego se disocia en el citoplasma (b). Se requiere un consumo energético para

eliminar el exceso de protones (H*) al exterior (Defoirdt et al., 2009).

7.7 Efectos de Acidos organicos en larvicultura

El uso de &cidos organicos en la larvicultura de camarones mejora la digestibilidad
de la dieta y la supervivencia de estos organismos al optimizar la absorcion de nutrientes.
Ademas, estos compuestos tienen propiedadesantimicrobianas que inhiben patdgenos,
estabilizan el pH intestinal y promueven un entorno favorable para bacterias beneficiosas,
lo que fortalece el sistema inmunoldgico de las larvas de L. vannamei (De Souza & Wan,

2021; Yao et al., 2019).
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Reyes (2017) menciona que los acidos organicos presentan varias ventajas en
comparacion con otras sustancias acidificantes. No se ven afectados por la presencia de
cloro y pueden mejorar el proceso de digestibilidad, lo que disminuye el tiempo de
retencion del alimento y aumenta la ingesta en diferentes organismos como L. vannamei.
Ademas, inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos patdgenos digestivos al
reducir el pH del tracto digestivo porque presentan actividad bactericida y bacteriostatica.
Son estables frente a variaciones en el pH, luz, altas temperaturas, y mantienen su

actividad en presencia de materia organica (Kavir et al., 2021; Hernandez & Jiro0, 2023).

7.8 Grupo de acidos organicos usados en larvicultura

Entre los conservantes mas utilizados se encuentran el &cido formico, reconocido
por su accion bactericida, y el acido propionico, destacado por su potente actividad
antifangica. Ademas, el acido citrico y el acido fumarico se emplean frecuentemente
como acidificantes. Otros acidos en creciente uso incluyen el &cido acético, el acido
lactico, el acido sorbico y el acido malico, asi como sus diversas combinaciones. Estos
acidos organicos combinan propiedades conservantes y acidificantes (Iperty & Alberto,

2021; Zambrano, 2023).

7.8.1 Acido férmico

Este acido es un compuesto utilizado en la acuicultura para mejorar la calidad del
agua en los cultivos, demostrando eficacia en la reduccién de las concentraciones de
amonio. Ademas, actla como un agente antimicrobiano efectivo en el control de
patogenos, siendo una alternativa profilactica eficiente que permite disminuir el uso de

quimicos convencionales (Zambrano, 2023; Ortiz & Wilder, 2019). Es el acido
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carboxilico mas simple y tiene un pKa de 3,75 lo que indica que, a pesar de su origen
orgéanico, es un &cido fuerte (Arteaga, 2017; Llorens-Molina, 2018 citado por Benavides

& Jacome, 2023).

7.8.2 Acido lactico

El &cido lactico es un compuesto con propiedades &cidas moderadas y una
estructura que incluye un grupo hidroxilo (-OH) y un grupo carboxilo (-COOH) (Beyer
& Walter, 2020). Es el segundo acido carboxilico mas simple después del acido férmico y
términosde reactividad, el &cido lactico es estable bajo condiciones normales, pero puede
descomponerse bajo calor extremo y reaccionar con bases fuertes, oxidantes y agentes
reductores, formando lactato en presencia de bases (San Frutos de Diego, 2019). Este
compuesto posee una constante de acidez (pKa) de aproximadamente 4,76 y existe en dos
formas isoméricas: L-lactico y D-lactico, siendo la forma L la mas comdn en los

organismos vivos (Reyes, 2017; Kavir et al., 2021)

En la camaronicultura, el &cido lactico se utiliza para controlar la proliferacion de
patodgenos, lo que mejora la salud de los camarones y la calidad del agua, reduciendo la
incidencia de enfermedades y aumentando la tasa de crecimiento (Chavez & Llanos,
2015). Sin embargo, es crucial gestionar adecuadamente su concentracién y tipo, ya que
puede reducir el pH del agua y potencialmente interferir con otros tratamientos quimicos
0 bacterianos. Ademas de su uso para inhibir patdgenos, el acido lactico se emplea en la
industria alimentaria como conservante, complementando la dieta junto con otros aditivos

y la alimentacion bésica de los organismos (Reyes, 2017; Benavides & Jacome, 2023).
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7.8.3 Acido propidnico

El &cido propionico es un acido de origen natural y tanto el &cido propiénico como
sus sales, los propionatos, se utilizan principalmente como conservantes contra los
hongos, calidad del agua y disminucion de patégenos (Zambrano, 2023). El &acido
propionico tiene un pKa de 4.88, indicando su capacidad para liberar protones en solucion

acuosa y clasificandose como un &cido débil (Reyes, 2017; San Frutos de Diego, 2019).

7.8.4 Acido citrico

El &cido citrico, uno de los &cidos organicos mas investigados en la acuicultura,
es conocido por sus multiples beneficios. Sus sales se utilizan para mejorar el crecimiento,
la asimilacién del alimento y minerales, especialmente fésforo. Por tal motivo, recientes
estudios han demostrado que el &cido citrico consigue mejorar el valor nutricional de los
alimentos para el camardn L. vannamei, contribuyendo a maximizar la supervivencia, la
resistencia a la vibriosis y la respuesta inmune del camar6n (Reyes, 2017; Bioaquafloc,

2020 citado por Benavides & Jacome, 2023).

En términos de propiedades quimicas, el &cido citrico es conocido por ser un acido
débil con un valor de pKa (3.13, 4.77, y 6.39) para sus tres grupos carboxilicos. Estas
caracteristicas lo hacen Gtil no solo como un conservante y acidulante en alimentos, sino
también como un mejorador del rendimiento en la acuicultura (Rabeharitsara et al., 2020).
Mediante el estudio por Su et al., (2014) observaron gue la inclusién de &cido citrico en la
dieta del camardn L. vannamei conlleva mejoras en el crecimiento, la actividad enzimatica

y la resistencia a Vibrio alginolyticus. Los mayores incrementos enel crecimiento se
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registraron al afiadir 2.0 g - kg-1 de &cido citrico. En el estudio de Reyes (2017) se observd
que el &cido citrico mostr6 un amplio espectro de inhibicion contra las cinco cepas de V.
parahaemolyticus (AHPND+), aunque este efecto solo se logré con concentraciones

elevadas (100mM).

7.8.5 Lactato de Calcio

El lactato de calcio se usa en la acuicultura tanto como fuente de calcio como
agente tamponante para mantener el pH. Se aplica con frecuencia en sistemas semi-
intensivos para asegurar la estabilidad del agua y el equilibrio del pH. El calcio es esencial
en varios procesos fisiolégicos de los camarones, incluyendo la formacion del
exoesqueleto y la regulacion de la funcion muscular (Reyes, 2017; Valenzuela et al.,
2020; Zhang et al., 2020). El valor de pKa del acido lactico se situa alrededor de 3.86 para
el grupo carboxilo (-COOH), esta propiedad influye en su capacidad para actuar como
agente tamponante porque puede disociarse y liberar iones H+ para mantener el pH dentro

de un rango deseado (Ortiz & Wilder, 2019;Benavides & Jacome, 2023).

55



8. MARCO METODOLOGICO

8.1 Area de estudio

El presente estudio se realizo dentro de las instalaciones del laboratorio SANLAB

S.A, modulo 1 - 3. Se encuentra ubicado en Mar Bravo, entre 2°14°17” S y 80°57°27” W,

Salinas, Provincia de Santa Elena (Figura 4).

Figura 4
Ubicacion satelital del laboratorio SANLAB S.A
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Nota. Extraido de QGIS - (Google Earth, 2024)

8.2 Enfoque y tipo de investigacion
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El disefio metodologico en este estudio se fundamenta en la perspectiva

cuantitativa con un enfoque experimental y descriptivo, por lo que implica la realizacion

de pruebas in vitro. Ademas, se registraron los niveles de dosificacion de dos acidos

organicos comerciales mediante tratamientos experimentales: TR1: Acido Organico 1

(AO-1), TR2: Acido Organico 2 (AO-2) y los grupos controles (C-1; C-2) (variable

independiente), con el propdsito de evaluar su influencia en la disminucion de la carga
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bacteriana medida en UFC/mL en el medio de cultivo del camarén blanco L. vannamei,

(variable dependiente).

8.3 FASE DE CAMPO

8.3.1 Caracteristicas y alineamientos experimentales

Durante los dos ciclos de cultivo observados, se documentaron 42 tanques de
concreto rectangular con profundidades de 3 m, y una capacidad operativa maxima de 20
toneladas métricas (TM). Se realizaron recolecciones de muestras bioldgicas de L.
vannamei provenientes de los tanques de forma aleatoria-estratificado seleccionando de
3 a 6 muestras bioldgicas por estadio, con frecuencia diaria, cada dos dias o
semanalmente, para facilitar el analisis bacterioldgico de las muestras: 3 muestras de Zoea
I11, 2 muestras de Mysis 1I-111, 4 muestras de Postlarvas 11, 4 de Postlarvas VI y 6 de
Postlarvas XII (Figura 5). Estas muestras fueron evaluadas mediante observacion macro
y microscépica, utilizando un microscopio OMAX con la configuracién de objetivos
ajustada entre 4x - 10x. Este enfoque permitid obtener datos sobre el nivel de desarrollo,

actividad o detectar posibles anomalias fisicas de las muestras analizadas.

8.3.2 Disefio experimental

Se implement6 un disefio experimental utilizando un muestreo estratificado, en el
cual se asignaron un total de 42 tanques por ciclo, los cuales se distribuyeron
equitativamente con un registro total de 21 estanques por alineamiento experimental. Los
tratamientos experimentales incluyeron dos grupos que recibieron &cidos organicos (TR1
- TR2), y grupos controles (C-1 - C-2), que no recibio dicho tratamiento. Los tratamientos
con &cidos organicos comprendieron dos formulaciones especificas (Figura 5 - Tabla 3).
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Figura 5
llustracion del disefio experimental.

Nota. La ilustracion muestra el disefio experimental empleado en dos ciclos de cultivo de L.
vannamei. Cada ciclo utiliz6 42 tanques, distribuidos en 21 tanques para cada tratamiento: TR1 y
TR2 (con acidos organicos) y C-1y C-2 (controles). Se utiliz6 un enfoque aleatorio-estratificado
de acuerdo con los estadios larvales Zoea Il (rojo), Mysis I-111 (verde) y Postlarvas 1-VI-XII

(morado).
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A continuacion, se describe cada tratamiento:

Tabla 3

Tratamientos experimentales (Composicion)

Tratamiento Composicion
AO-1: Acido (T1) Acido orgéanico comercial -TR1:
Organico A Aci drmi %. &ci it
Dieta, +AO-1: g Acido férmico 20%, acido acético
AO-2 15%, é&cido citrico 5%, Lactato de

calcio 10%, acetato de sodio 8%

Acido organico comercial- TR2:
AO-2: Acido (T2) Acido formico 30 %, 4cido acético
Organico B 10%, acido propionico 20%, y acido
lactico 6,50%.

Sin AO GRUPOS
CONTROL —
(C1-C2)

Nota. Se aplicd los acidos organicos desde el estadio de Zoea hasta PL-12

8.3.3 Dosificacion de los acidos organicos

La dosificacion empleada en este estudio se ajustd a las cantidades utilizadas
siguiendo los protocolos técnicos de la empresa. Esta dosificacion se adaptd de acuerdo
con la etapa de desarrollo de las larvas y se suplementé en la dieta convencional, segun

lo especificado en la Tabla 4.
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Tabla 4

Dosificacion de &cidos organicos segun los tratamientos experimentales.

Dosificacion (ppm/ton)

Ciclo de Tratamiento Zoea Mysis Postlarvas (PL1 -
cultivo (I, 1. 1) (L, 1. 1) PL12)
C-1 - - -
1 1-2ppm 3 ppm 4 a 5ppm/t (Casos
TR1 extremos 7
ppm/ton)
C-2 - - -
2 TR2 1-2ppm 3 ppm 4 a S5ppm/t
(Casos extremos 7
ppm/ton)
Nota. Informacidn registrada por la empresa.
8.4 FASE DE LABORATORIO

8.4.1 Muestras para analisis

Se obtuvo muestras de los estadios larvarios (Zoea, Mysis y postlarvas) de los
tanques seleccionados aleatoriamente. Las muestras previamente recolectadas se

transfirieron a analisis en el Laboratorio de Microbiologia.
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8.4.2 Medios de cultivo usados

8.4.2.1 Agar TCBS (Tiosulfato Citrato de Sales Biliares)

Se siguieron las pautas establecidas por Maldonado (2012) como guia para la
preparacion de este medio: Se pesaron 8.9 gramos de TCBS en un matraz Erlenmeyer
afiadiendo 750 mL de agua destilada, ajustando la concentracion de NaClal 0.5% (p/v). La
mezcla se colocé en un agitador eléctrico CERAN SCHOTT vy se calentohasta alcanzar el
punto de ebullicién. EI medio se mantuvo hirviendo durante 1 a 2 minutos para asegurar
una completa homogeneizacion, evitando la formacion de grumos. Luego, se
distribuyeron 10 mL de este medio en cada placa Petri estéril dentro de una cdmara de

flujo laminar para prevenirla contaminacion.

8.4.2.2 Agar Chromagar Vibrio

Se siguieron las indicaciones establecidas por Quintufia (2023) como guia en la
preparacion de este medio: Se adicionaron 14.94 gramos de agar Chromagar en un matraz
Erlenmeyer utilizando agua destilada previamente esterilizada a 750 mL. La mezcla se
homogeneiz6 hasta que el agar alcanzé una consistencia espesa con la ayuda de un
agitador eléctrico CERAN SCHOTT vy se calentd hasta alcanzar su punto de ebullicion a
63°C, manteniendo una agitacion constante durante este proceso. Una vez alcanzada la
temperatura deseada, la mezcla se enfrio antes de solidificar y posteriormente se

distribuyd en placas Petri estériles.
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8.4.2.3 Agar TSA (Agar Tripticasa de Soya)

Recomendado para el aislamiento y purificacion de colonias bacterianas, las
directrices propuestas por Huacasi et al., (2021) fueron utilizadas como referencia para la
preparacion de este medio. Para su elaboracion, se disolvieron 40 gramos de medio en un
matraz Erlenmeyer utilizando agua destilada previamente esterilizada a 750 mL,
aumentando la concentracionde NaCl y agar al 2%. La mezcla se calentd hasta alcanzar
el punto de ebullicion utilizando un agitador eléctrico (modelo CERAN SCHOTT), y se
mantuvo hirviendo durante 1 a 2 minutos. Posteriormente, se sometid a esterilizacion en
autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion para garantizar la completa

esterilizacion sin agregados.

8.5 Siembra de muestras

El proceso de recoleccion de muestras de Vibrio spp se basé en la técnica utilizada
por Asanza et al., (2024), que consistié en la extraccion de al menos 0.5 mL de muestra
ysu posterior siembra mediante diluciones seriadas en una relacién de 1/1000. Para la
siembra, se aplicé la técnica de aislamiento por banco de 3 diluciones sucesivas: 1/10,
1/100, y 1/1000. Inicialmente, se obtuvo una muestra de 1000 uL, de la cual se realizaron
diluciones sucesivas utilizando 900 pL de solucion salina estéril al 2%, agitando con un

Vortex para reducir la carga bacteriana.
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8.6 Aislamiento secuencial mediante medios selectivos y purificacion

Se aplico la metodologia de Glackin et al., (2024) para el aislamiento secuencial
de Vibrio spp. El proceso comenzo con la siembra directa en placas de agar TCBS y
Chromoagar Vibrio, utilizando un asa de vidrio Drygalski y la técnica de siembra por
extension para obtener colonias aisladas y evitar falsos positivos. Las placas se incubaron
a 37°C durante 24-48 horas, y posteriormente se examinaron las colonias desarrolladas
en los medios selectivos. Las colonias sospechosas fueron seleccionadas y subcultivadas
en nuevas placas de TCBS y Chromoagar Vibrio para confirmar su morfologia y
caracteristicas diferenciales. Una vez verificadas las colonias, estas se cultivaron en
placas de agar TSA para obtener cultivos puros, los cuales fueron incubados a 37°C

durante 24 horas.

8.7 Identificacién, conteo de colonias y Aislamiento de cultivo

Utilizando la técnica descrita por Glackin et al. (2024), se analizaron las
caracteristicas de las colonias bacterianas mediante la coloracién en Agar TCBS y
CHROMagar™ Vibrio. Esta metodologia permite la identificacion de bacterias del
género Vibrio spp en funcién de su capacidad para fermentar sacarosa (positivo) o no
fermentar, o hacerlo lentamente (Tabla 5). Las colonias de Vibrio se contaron en las
placas, manteniéndose un numero adecuado de colonias y el calculo de la concentracién
bacteriana se realiz6 multiplicando el nimero de colonias contadas por el factor de

dilucién y dividiendo por el volumen de la muestra inoculada expresados en (UFC/mL).

UFC _ Numero de colonias X factor de dilucion

mL Volumen de la muestra
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La interpretacion de los niveles de concentracion se llevo a cabo de acuerdo con
la metodologia de Acosta (2020), clasificando los resultados de las cargas bacterianas en

niveles normales, elevados y severos (Tabla 6).

Tabla5
Identificacion de especies de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) basada en la
coloracion en los medios TCBS y CHROMagar ™ Vibrio.

Color de la UFC Color CHROM UFC Vibrio- Identificacion preliminar

Verde Azul V. vulnificus

Verde Malva-violeta V. parahaemolyticus
Amarillo Azul V. cholerae
Amarillo crema V. alginolyticus/ Otros Vibrios spp

Nota. Tabla muestra los resultados preliminares de las lecturas de las placas de acuerdo con la coloracion,

por Glackin et al., (2024).

Tabla 6
Grados de severidad de UFC/mL en larvas y postlarvas de camaran.
UFC/mL
Medio de cultivo _
Colonias Normal Elevado Severo
Tipo 1 (amarillas) <102  >10° >10°
TCBS Tipo 2 (verdes) <102  >10° >10°

Nota. Tabla clasifica colonias bacterianas en medio de cultivo TCBS en UFC/g de acuerdo con la coloracién

(amarillas y verdes). Extraido de Acosta, 2022.
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8.8 Antibiograma

8.8.1 Método de dilucién en Agar

Para evaluar la sensibilidad bacteriana, se aplico la técnica de Kirby-Bauer
utilizando discos de dilucién en agar, conforme al método descrito en un estudio realizado
por Silva et al., (2021). Este enfoque se uso en las dos combinaciones de &cidos organicos
comerciales bajo analisis. Los resultados fueron verificados mediante la medicion en el
software ImageJ, expresados en mm y la sensibilidad se determiné calculando el
promedio del diametro de los halos de inhibicion (CMI) observados en cepas aisladas del

género Vibrio spp (Figura 6).

Figura 6
Método de dilucidn en agar.

Before Growth After Growth

AR _ A0
W5

Nota. llustracion sobre los discos de dilucion en agar contenidas con AO’s para la

l

previo analisis de lectura del antibiograma. (APEC, 2020, pag. 6)
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8.9 Variable productiva
8.9.1 Tasa de supervivencia

Se empled el método descrito por Saldarriaga y Briones (2005), como se cit6 en
el trabajo de Soriano en 2017, para calcular la supervivencia de las postlarvas en los

grupos de tratamiento.

Poblaciéon del muestreo
= x 100

Poblacidn inicial

Donde: S = supervivencia (%)

8.10 Registros secundarios (parametros fisicoquimicos)

Se realizaron mediciones de diversos parametros ambientales en los tanques de
cultivo siguiendo directrices especificas de la empresa: La salinidad se evalu6 cuatro
veces al dia utilizando un refractémetro digital, y la temperatura se registro tres veces al
dia con un oxigenometro, al igual que la concentracion de oxigeno disuelto. Estas
mediciones periddicas permitieron un seguimiento detallado de las condiciones

ambientales en los tanques de cultivo.
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8.11 Condiciones de ensayo

Se constatd el registro de muestras bioldgicas aleatorias, con 3 a 6 réplicas por

estadios larvarios (Zoea, Mysis y PL), manteniendo condiciones controladas (Tabla 7).

Tabla 7

Registro de inicio y manejo de larvicultura en dos ciclos de cultivo.

Parametro

Ciclo 1

Ciclo 2

Fecha de siembra

17/1/2024

20/2/2024

Densidad de siembra (larvas/L)

50 larvas — 100larvas/L  50larvas/L — 100Larvas/L

Temperatura de siembra 31°C 31°C

Rango de temperatura 3250-34°C 3250-34°C

Oxigeno disuelto 4a7 4a7

Rango de pH 7.8-85 7.8-85

Salinidad 20 -25 20 - 25 ppt
ppt

Uso de alimento liquido + micro Si Si

Spirulina (Zoea I-11-111)

Uso de alimento balanceado + Si Si

micro Spirulina (Myisis y PL)

Uso de sustituto de Artemia Si Si

salina (huevos) (PL4)

Uso de alimento natural Si Si

Uso de acidos organicos

Acido organico comercial -
TR1: Acido férmico
20%, acido acético 30%,
acido propidénico 15%,
acido citrico 5%, Lactato
de calcio 10,00%, acido
lactico 8%.

Acido organico comercial —
TR2: Acido férmico 20%,
acido acético 30 %, &cido
propiénico 20%, y é&cido
lactico 6,50%.

Uso de vitamina C

Si

Si

Periodo de cosecha

2 - 4 de febrero

8 - 16 de febrero

Nota. Informacion registrada por la empresa.
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8.11 Andlisis estadistico

Los datos fueron estandarizados utilizando hojas de calculo de Excel y software
avanzado como JASP-Rkward version 18.3 y MINITAB 19.0. Se aplic6 la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk para verificar los supuestos de normalidad. Se utilizé la
prueba T para muestras independientes no paramétricas a través del test de Mann-
Whitney, con un nivel de significancia establecido en p > 0.05 para los tratamientos

experimentales y sus controles.

Para examinar la tendencia en la tasa de supervivencia, se empleo la prueba de
Kruskal-Wallis. Para identificar diferencias especificas entre los grupos, se realizaron
comparaciones post-hoc con el test de Dunn, utilizando correcciones de Bonferroni y
Holm para controlar el error tipo I. Se utilizd6 el ANOVA de Welch para evaluar las
diferencias significativas entre los grupos, debido a su capacidad para manejar varianzas

heterogéneas.

Ademas, se llevo a cabo un andlisis descriptivo y se compararon las medias entre
los diferentes tratamientos en los ciclos de produccion. Para evaluar la homogeneidad de

varianzas, se aplicaron la prueba de Levene y el test de Brown-Forsythe.
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9. RESULTADOS

9.1 Analisis de los tratamientos durante cada ciclo

De acuerdo con los resultados de cada ciclo de cultivo, se comparé la carga
bacteriana total(UFC/mL) en cada tratamiento, evidenciando diferencias significativas en
las cargas bacterianas de los tanques durante las fases larvarias. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

Tabla 8
Analisis descriptivo de las medias de crecimiento de Vibrio por tratamiento

UFC - Vibrios totales

TRATAMIENTOS Mediana Media + DS

C-1 4.05 x 103 (4.30x103 £ 2.98)
TR 1 3.30 x 102 (6.72x102 + 7.77)
C-2 2.06 x 103 (4.21x 103+ 4.27)
TR 2 2.50 x 102 (1.01x 103 + 1.31)

Nota: (C-1: control 1; TR1: Tratamiento 1; C-2: Control 2; TR2: Tratamiento 2) - Valores expresados como media

+Desviacion estandar DS.
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Figura7
Tendencias de Vibrios en los diferentes tratamientos y grupo control en el cultivo de

L.vannamei.

UFC total

14000 =
12000 -
10000

8000 —

UFC total
[+]

G000 -

4000 —

o [
2000 - o
0 -
| I I I
1 2 TRI TR2

TRATAMIENTO

Nota. Diagrama de caja que muestra las tendencias de Vibrios spp en los diferentes tratamientos (TR1,

TR2) y grupos control (C-1, C-2) en los ciclos de cultivos de L. vannamei - JASP-Rkward

En la Figura 7 se ilustran las diversas concentraciones de UFC/mL, mostrando
resultados generales con variaciones notables, en ambos tratamientos con A&cidos
organicos demuestran una reduccion considerable en las cargas bacterianas en
comparacion con loscontroles. No obstante, el Tratamiento 1, con un promedio total de
(6,72x%102), presenta una menor dispersion y menos valores atipicos en comparacion con
el Tratamiento 2, cuyo promedio es de (4,21x1083), lo que sugiere una mayor consistencia

en su eficacia (ver Tabla 8).
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La carga inicial de las muestras indica que las condiciones en los tanques eran
propicias para la proliferacion de Vibrio spp., especialmente debido a un pH que oscil6

entre 7.8 a 8.5 y a la presencia de materia organica caracteristica de estos entornos

(Rodriguez et al., 2022). En todos los casos, se analizaron los supuestos estadisticos y se
observo que los datos no seguian una distribucion normal segln la prueba de Shapiro-Wilk
(X#N (M, 0?)). Ademas, se detectd heterogeneidad de varianzas entre los tratamientos
porque el valor pfue extremadamente bajo: 8,46 x 10-7 (0,0000846 < 0,05) en el primer

caso y 3,75x107¢ (0,00000375 < 0,05) en el segundo caso (Tabla 9 - 10).

Tabla 9

Analisis del contraste de Igualdad de Varianzas (Levene) — TR1 vs C-1

Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene)

F dfs dfz p

19.14 1.00 40 8.46E"

Nota. Contraste de igualdad de Varianzas — Levene F (1,40) =19.14,p<.001,. F: estadistico de Levene,

dfl: grados de Libertad numerador, df2: grados de libertad asociado al denominador, p: probabilidad.

Tabla 10
Analisis del contraste de Igualdad de Varianzas (Levene) — TR2 vs C-2

Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene)

F dfs df2 p

UFC TOTAL 28.72 1 40 3.75E°

Nota. Contraste de igualdad de Varianzas — Levene F (1,40) =28,72 p<.001,. F: estadistico de Levene, dfl:

grados de Libertad numerador, df2: grados de libertad asociado al denominador, p: probabilidad.
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En el analisis comparativo de la cantidad total de Vibrios en los dos ciclos de
cultivo, se utilizo la prueba de Mann-Whitney U para muestras independientes, con el fin
de identificar diferencias entre el grupo de control y los tratamientos. Este enfoque
permitié evaluar la eficacia de los &cidos orgénicos en cada ciclo de acuerdo con los
tratamientos. En el ciclo 1, el analisis comparativo entre los grupos C-1y TR1 revel6 una
diferencia estadisticamente significativa. La hipdtesis alternativa sugiere que el grupo C-
1 tiene un mayor nimero de UFC en comparacién con el grupo TR1, indicando que el
tratamiento TR1 es efectivo en reducir las cargas bacterianas en relacion con el control

C-1 (Figura 8).

Este resultado se respalda por valores de p extremadamente bajos (8.72E77 =
0.000000872 < 0.05), lo que indica que las diferencias observadas son robustas y no se
deben al azar. Ademas, la alta relacion p maxima de Vovk-Selke apoya la fiabilidad de
los hallazgos, sugiriendo una alta probabilidad a favor de la hipotesis alternativa (Tabla

11).

Tabla 11
Test U- Mann-Whitney para muestras independientes con respecto a los Vibrios totales
en (C-1vs TR1)

W P VS-MPR*

Vibrios totales

. 411. T2E7 252.4
/Tratamientos 00 8 30252.48
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Figura 8
Representacion grafica de las cargas bacterianas durante las fases larvarias del camarén,

con una comparacion entre los grupos tratados C1y TR1.

IS
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Nota. Diagrama de las tendencias de Vibrios spp en el primer ciclo de cultivo (C-1 vs TR1) — JASP-
Rkward.

Tabla 12
Test U- Mann-Whitney para muestras independientes con respecto a los Vibrios totales en
(TR2 vs C-2)

Contraste T para Muestras Independientes

W p VS-MPR*

UFC TOTAL 96.50 9.42E* 56.04

Nota. Para todos los contrastes, la hipdtesis alternativa indica que el grupo TRATAMIENTO 2 es menor que
el grupo CONTROL 2. * Relacion p Maxima de Vovk-Sellke: Basado en el valor p bilateral, la maxima
probabilidad posible favorable a Hi sobre Ho igual a 1/(-e p log(p )) para p < .37 (Sellke, Bayarri y Berger,
2001).
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Figura 9
Cargas bacterianas totales durante las fases larvarias del camaron, con una comparacion

entre los grupos tratados (TR2) y el grupo de control (C2).
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LFC TOTAL
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Nota. Diagrama de las tendencias de Vibrios spp en el segundo ciclo de cultivo (C-2 vs TR2) — JASP-
Rkward.

En el ciclo 2, los tratamientos TR2 y C-2 mostraron diferencias significativas en
las cargas bacterianas de Vibrios spp., con un valor de p bilateral de 9.42E*. Este
resultado indica una alta significancia estadistica, lo que sugiere que la diferencia
observada es extremadamente improbable que sea producto del azar. Dado que este valor
es menor que el nivel de significancia establecido (0.000942 < 0.05), se rechaza la
hipotesis nula, que postula la inexistencia de diferencias entre los grupos. Por lo tanto,
existe suficiente evidencia para afirmar que el grupo TR2 presenta una carga bacteriana
de Vibrio spp significativamente menor en comparacion con el grupo C-2, indicando que
el tratamiento TR2 es considerablemente mas efectivo en inhibir las altas concentraciones

de cargas bacterianas que el control C-2 (Figura 9).
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La relacion p maxima de Vovk-Selke, que asciende a 56.04, refuerza aun mas esta
conclusidn. Esta relacion indica que la méxima probabilidad de obtener un valor de p tan
extremo 0 méas extremo, asumiendo la veracidad de la hip6tesis nula, es del 56.04%, lo
que refuerza la evidencia en contra de la hip6tesis nula (Tabla 12). Adicionalmente, en el
andlisis comparativo de la cantidad total de Vibrios spp. en los distintos estadios larvarios,
la prueba de Mann-Whitney revel6 diferencias significativas entre los grupos C-1 vs TR1;
C-2 vs TR2. Los valores de p fueron extremadamente bajos confirmando que los
tratamientos TR1 - TR2 son significativamente mas efectivos en reducir las UFC totales

de Vibrio spp en comparacion con los controles.

9.2. Analisis bacteriolégico

Para la recoleccion de datos se utilizo la herramienta digital Excel, donde las
muestras fueron tabuladas por médulo y posteriormente por cada estadio, obteniendo un
total de 84 muestras en dos ciclos de cultivo. Las muestras fueron sembradas previamente
en agar TCBS y CHROMOagar Vibrio™, permitiendo una adecuada diferenciacion y

cuantificacién de las especies de Vibrio spp.
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9.2.1. Analisis bacteriol6gico en el grupo control (C-1) en el ciclo 1

Figura 10
Analisis bacterioldgico durante etapa de Zoea, Mysis y Postlarvas en el grupo Control
(C-1)

C-1/TCBS
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Y
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2,00E+02 1,43E+02
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0,00E+00

ZOEA MYSIS POSTLARVAS
Estadios larvarios

C.amarillas m C.verdes

Nota. Representacion gréafica evidencia los valores promedios UFC/mL de muestras bioldgicas sembrados
en AGAR TCBS (colonias amarillas y verdes) de estadios temprano L. vannamei en el grupo control (C-
1)

Se observa que en el grupo C-1 del ciclo 1, el estadio de Zoea y Mysis mostr6 una
mayor cantidad de colonias en comparacion con los demas estadios. Es importante
destacar que en este grupo no se aplico acido organico. Al analizar la coloracion de las
colonias amarillas, es posible que estas correspondan a especies como V. cholerae o V.
alginolyticus, con valores promedio de Zoea (8,20E+02), Mysis (5,64E+02) y Postlarvas

(4,74E+02).
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Por otro lado, las colonias verdes podrian indicar la presencia de V. vulnificus o
V. parahaemolyticus, con valores de Zoea (3,71E+02), Mysis (1,43E+02) y Postlarvas
(4,74E+02). A pesar de la presenciade colonias amarillas y verdes, se mantuvieron

dentro de rangos normales de carga bacteriana (<10%) (Figura 10).

Figura 11
Analisis bacterioldgico durante etapa de Zoea, Mysis y Postlarvas en el grupo
Control (C-1).

C-1 / CHROMOagar Vibrio™
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Nota. Representacion grafica muestra los valores promedios UFC/mL de muestras bioldgicas sembrados en

Chromoagar Vibrio™ de estadios temprano L. vannamei en el grupo control (C-1).

Mediante la comparacion de los resultados del Chromoagar Vibrio™ se confirmo
la presencia de colonias especificas tales como; V. alginolyticus, con valores mas altos en
los estadios de Zoea (3.77E+03) y Mysis (4,10E+03). Ademaés, se observaron colonias
azul turquesa, presumiblemente de V. wvulnificus, con presencia notable en Zoea
(3,91E+02) y Mysis (7,39E+02), y colonias malva-violeta, identificadas como V.

parahaemolyticus, con cargas muy irrelevantes (Figura 11).
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9.2.2 Analisis bacterioldgico en el tratamiento 1 (TR1) en el ciclo 1

Figura 12
Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en TR1 en el ciclo 1.
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Nota. Representacion grafica de los valores promedios UFC/mL en muestras biol6gicas sembrados en

TCBS(colonias amarillas y verdes) de estadios tempranos de L. vannamei en el tratamiento 1 (TR1).

En el caso del Tratamiento 1 (TR1) del ciclo 1, se analizaron muestras y se observo
una notable presencia de colonias amarillas en los estadios de Mysis y Postlarvas,aunque
con cargas bacterianas dentro de los rangos normales. Estas colonias amarillas
probablemente correspondan a V. cholerae o V. alginolyticus, con valores promedio de
Zoea (1,21E+02), Mysis (2,57E+02) y Postlarvas (9,43E+02). Por otro lado, las colonias
verdes, indicativas de la presencia de V. vulnificus y V. parahaemolyticus, mostraron
valores considerablemente bajos y no se detectaron en el estadio de Postlarvas (Figura

12).
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Figura 13

Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en TR1 en el ciclo 1.
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Nota. Representacion grafica exhibe los valores promedios UFC/mL de muestras bioldgicas sembrados en

Chromoagar Vibrio™ de estadios tempranos de L. vannamei en el tratamiento 1 (TR1).

Al comparar los resultados en el Chromoagar Vibrio™, se distinguieron las
colonias cremas de V. alginolyticus, con los valores méas altos en Zoea (1,07E+03) y
normales en Mysis y Postlarvas. Asimismo, se observaron colonias azul turquesa de V.
vulnificus,con presencia en Zoea con resultados muy bajos en Mysis, y sin presencia en
Postlarvas. Las colonias malva-violeta, identificadas como V. parahaemolyticus,
mostraron cargas inferiores a <10? indicando que el tratamiento fue efectivo en la

reduccién de las cargas bacterianas (Figura 13).
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9.2.3 Analisis bacteriologico en el grupo control (C-2) en el ciclo 2

Figura 14

Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en C-2 en el ciclo 2.
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Nota. Representacion gréfica evidencia los valores promedios UFC/mL de muestras biologicas sembrados

en AGAR TCBS (colonias amarillas y verdes) de estadios temprano L. vannamei en grupo control (C-2).

En el ciclo 2, el grupo C-2 sin la adicion de acidos orgénicos mostré altas cargas
bacterianas, particularmente en el estadio de Mysis, que fue el méas afectado con valores
superiores a >10°. Las colonias amarillas, identificadas como V. alginolyticus se
obtuvieron valores elevados de 1,45E+03, mientras que las colonias verdes, fueron

menores (Figura 14).
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Figura 15

Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en C-2 en el ciclo 2.

4,00E+03

3,50E+03

3,00E+03

2,50E+03

2,00E+03

UFC/mL

1,50E+03

1,00E+03

5,00E+02

0,00E+00

C-2 / CHROMOagar Vibrio™

3,79E+03
2,27E+03
1,43E+03
3,11E+02 5,69E+02
4,71E+01
E+0]
- SIE+0 2,86E+00 4 29E+0
e [ | ’
ZOEA MYSIS POSTLARVAS

Estadios larvarios

B V. parahaemolyticus B V. vulnificus  OYV. alginolyticus

Nota. Representacion grafica muestra los valores promedios UFC/mL de muestras bioldgicas sembrados

enChromoagar Vibrio™ de estadios temprano L. vannamei en el grupo control (C-2).

El analisis microbiolégico en CHROMOagar Vibrio™ confirmo la presencia de

V. parahaemolyticus, lo que indica que este serotipo afecto significativamente el estadio
de Mysis, con un valor promedio de 3,79E+03 y, por otro lado, se detectaron niveles

elevados de V. alginolyticus y V. vulnificus, con valores moderados de 1,59E+02 (Figura

15).
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9.2.4 Analisis bacteriologico en (TR2) en el ciclo 2

Figura 16

Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en TR2 en el ciclo 2.
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Nota. Representacion grafica evidencia los valores promedios UFC/mL de muestras bioldgicas sembrados

en AGAR TCBS (colonias amarillas y verdes) de estadios temprano L. vannamei en tratamiento 2 (TR2).

En el Tratamiento 2 (TR2), se evidenci6 menores colonias amarillas
correspondientes a V. alginolyticus mostrando una disminucion considerable de
3,14E+01. Ademaés, las colonias verdes identificadas como V. parahaemolyticus
presentaron en el estadio de Mysis una reduccién notable hasta 4,60E+02, mientras que
V. alginolyticus se mantuvo en niveles estables. Finalmente, en el estadio de Postlarvas
se obtuvieron rangos normales para V. parahaemolyticus o V. vulnificus, con una

concentracion de 3,20E+02 (Figura 16).
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Figura 17

Analisis bacterioldgico en etapas de Zoea, Mysis y Postlarvas en TR2 en el ciclo 2.
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Nota. Representacion grafica muestra los valores promedios UFC/mL de muestras biolégicas sembrados en
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Chromoagar Vibrio™ de estadios temprano L. vannamei en el tratamiento 2 (TR2).

Los resultados en la lectura de las placas contenidas con CHROMOagar Vibrio™
se evidencié la permanente presencia en colonias cremas identificadas previamente como
V. alginolyticus, pero con cargas normalesen Zoea (4,51E+02) y V. vulnificus (1,43E+00).
En contraste, las cargas bacterianas subieron en Mysis (1,39E+03) lo que pudo indicar
deficiencias en el producto o si bien; se lo relaciond con las condiciones ambientales, los
cuales eran constantes en temperaturas de 32 - 37°C lo que pudo ocasionar su aparicion.

Finalmente, se pudo controlar debido a la dosificacion que se incremento de 5 a 7ppm/ton

para PL, obteniéndose cargas inferiores de 10% (Figura 17).
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9.3. Sensibilidad bacteriana (CMI)

A partir del ensayo in vitro se logré evidenciar la accion de los acidos organicos

observando la actividad inhibitoria frente al andlisis de los antibiogramas con los

presuntivos aislados bacterianos con agar TSA en las cepas de V. parahaemolyticus, V.

vulnificus, y V. alginolyticus identificados segun lo sefialado por Glackin et al., (2024)

(Tabla 13).

Tabla 13

Resultados de los halos de inhibicion (CMI)

Tablas de Contingencia

TIPO DE ACIDO -
Halos de inhibiciéon

, (mm)
CONCENTRACION
ug/ml (expresados en CEPA AO-1 AO-2  Total
%)
V. alginolyticus 6.30 6.00 12.30
0,50 V. vulnificus 6.00 550 11.50
V. parahaemolyticus 5.00 6.20 11.20
V. alginolyticus 9.60 8.00 17.60
1 V. vulnificus 7.00 8.00 15.00
V. parahaemolyticus 9.00 8.50 17.50
V. alginolyticus 10.00 9.50 19.50
1,50 V. vulnificus 8.50 9.00 17.50
V. parahaemolyticus 11.00 9.30 20.30
V. alginolyticus 11.10 1020 21.30
200 V. vulnificus 970  11.00  20.70
V. parahaemolyticus 1530 1350 28.80
PROMEDIO 9.04 mm 8,73 mm

Nota. Tabla demuestra los aislados de Vibrio spp (V. alginolyticus, V. vulnificus y V. parahaemolyticus)

tratados con mezclas sinérgicas de &cidos orgénicos (AO1 - AO2).
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Segun los datos mostrados en la Tabla 13 y la Figura 18, se evidencia la actividad
bacteriostatica de los acidos organicos AO-1 y AO-2, con promedios de halos de
inhibicion que alcanzan desde 9,04 mm a 8,73 mm, respectivamente. Estas dos
composiciones fueron analizados frente a tres cepas de Vibrio spp (Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus) en diversas concentraciones en ppm (0,5, 1,

15y 2).

Figura 18
Diagrama de Flexplot de acuerdo con los tratamientos con acidos organicos (AO1 -
A02).
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Nota. El grafico demuestra la proyeccién de cada tratamiento con respecto a su actividad bacteriostatica

contra 3 cepas de Vibrio spp (V. alginolyticus, V. vulnificus y V. parahaemolyticus)
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9.3.1 Acido organico 1 (AO-1)

De acuerdo con las réplicas obtenidas de los antibiogramas, el &cido AO-1
demuestra una mejora progresiva en la inhibicion bacteriana con el aumento de la
concentracion. A 0.5 ppm, los halos de inhibicion son relativamente pequefios
obteniéndose rangos desde 5.00mm hasta 6.30 mm en las 3 cepas bacterianas. Con el
aumento de la concentracion a 1 ppm, se observa una mejora notable en laCMI. Por
ejemplo, en V. vulnificus se obtuvo 7.00 mm, V. alginolyticus alcanz6 9,60mm y 9.00mm
para V. parahaemolyticus. Al elevar la concentracion a 1.5 ppm, los halos se amplian

aun mas, alcanzando rangos desde 8.50 mm hasta 11.00 mm.

Finalmente, a la concentracion méaxima de 2.0 ppm, se obtienen los mayores halos
de inhibicién: V. vulnificus consiguié 9.70 mm, 11.10 mm para V. alginolyticus y 15.30
mm en V. parahaemolyticus. Estos datos indican que el &cido AO-1 muestra efectividad
entodas las concentraciones evaluadas, con su actividad antibacteriana incrementando de

manera proporcional al aumento de la concentracion.

9.3.2 Acido Organico 2 (02-2)

El 4cido AO-2 también muestra una mejora en la inhibicion con el aumento de
concentracion, pero con una eficacia generalmente inferior al AO-1 en todas las
concentraciones. A 0.5 ppm, los halos de inhibicion son de 6.00 mm para V. alginolyticus,
5.50 mm para V. vulnificus, y 6.20 mm para V. parahaemolyticus. La efectividad aumenta
significativamente a 1 ppm, con halos de 8.00 mm para V. alginolyticus y V. vulnificus,

8.50 mm para V. parahaemolyticus.
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Por otro lado, aumentando la concentracion a 1.5 ppm, los halos de inhibicion son

desde 9.00 mm a 9.30 mm, del mismo modo, a 2.0 ppm se constataron rangos desde 10.20
mm hasta 13.50 mm en todas las cepas evaluadas. Aunque los valores de AO-2 son
menores en comparacion con AO-1, muestran que este acido también proporciona una

inhibicion significativa, aunque con una eficacia global mas baja.

9.4 Variables productivas

9.4.1 Tasa de supervivencia

Para cada tratamiento, se calcul6 el porcentaje total de supervivencia, indicando una
desviacion de la normalidad, evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y
heterogeneidad de varianzas, determinada por el test de Brown-Forsythe y el ANOVA de
Welch. Dado que los supuestos indicaban un enfoque no paramétrico, se emple6 la prueba

de Kruskal-Wallis y pruebas de post-hoc de Dunn para el andlisis correspondiente.

Tabla 14

Supervivencia total por tratamiento en porcentaje.

Supervivencia total

TRATAMIENTO 1 (TR1) 89%
GRUPO CONTROL (C-1) 72%
TRATAMIENTO 2 (TR2) 80%
GRUPO CONTROL (C-2) 76%

Nota. Cantidades totales en %.
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El tratamiento 1 (TR1) mostrd una supervivencia significativamente superior (89%)
en comparacion con el grupo control 1 (72%), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. Aunque el tratamiento 2 (TR2) también presentd una mejora en la
supervivencia (80%) respecto al control con 76%, la diferencia observada es menos

marcada (Tabla 14).

Tabla 15

Analisis descriptivo de la supervivencia con respecto a cada tratamiento.

Descriptivos — Supervivencia%

TRATAMIENTO N Media + DT ET CVv
C1 21 0.72 +0.04 0.0078 0.05
C2 21 0.76+0.080 0.017 0.10
TR1 21 0.89+0.045 0.0098 0.05
TR2 21 0.80 +0.03 0.0054 0.031

Nota: N (Individuos), Valores expresados como media £ DS, ET: error tipico, CV: coeficiente de
variacion.

El ANOVA de Welch (Tabla 16) identifico diferencias significativas en las tasas
de supervivencia entre los tratamientos, con una suma de cuadrados para el tratamiento
de 0.34 y un cuadrado medio de 0.10. El valor del estadistico F fue de 42.28, con un p-
valor extremadamente bajo (6.23E%), lo que confirma la existencia de diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.
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Tabla 16

Anélisis de ANOVA-Welch mediante la proyeccion de tratamientos.

ANOVA - Supervivencia individual

Correccion de Suma de Cuadrado
_ Casos al ) F p
Homogeneidad Cuadrados Medio
Welch TRATAMIENTO 0.34 3.00 0.10 42.28 6.23E14
Residuals 020 43.00 6.39°

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill, F: estadistico, p=0,05

Tabla 17
Contraste de Igualdad de Varianzas (Brown-Forsythe) en postlarvas de L. vannamei en

la supervivencia.

Contraste de Igualdad de Varianzas (Brown-Forsythe)

F dfy df2 P

Supervivencia individual 9.71 1 82  2.53E?3

Nota. F: estadistico, p=0,05.

Los resultados del contraste de Brown-Forsythe revelan una heterogeneidad
significativa entre los grupos, porque el valor F de 9.71 indica una desigualdad siendo
elevado e indicando una mayor disparidad en la variabilidad entre los grupos (Tabla 17).
El valor p asociado con este contraste es extremadamente bajo (2.53E®), lo que demuestra

que las diferencias en las varianzas entre los grupos son estadisticamente significativas.

89



Tabla 18
Contraste de Kruskal-Wallis en los tratamientos experimentales con respecto a la

supervivencia.

Contraste de Kruskal-Wallis

Factor K-W gl p

TRATAMIENTO 49.78 3 8.88E1!

Nota. KW: estadistico, p=0,05, dF1, gl= grados de libertad.

El estadistico de Kruskal-Wallis obtenido es de 49.78 asociados al factor
"tratamiento". El valor p obtenido es extremadamente pequefio(8.88E1), lo que indica que
existe una diferencia significativa en la supervivencia entre al menos dos de los
tratamientos (Tabla 18). Por tal motivo, se llevaron a cabo pruebas de comparaciones post-

hoc de Dunn con correcciones de Bonferroni y Holm para evitar el error tipo I.

Tabla 19

Comparaciones Post-hoc de Dunn con correcciones de Bonferroni y Holm.

Comparaciones Post-hoc de Dunn - TRATAMIENTO

Comparacion  z Wi Wj p PBonf pHolm
Cl-TR1 -6.86 19.52 70.67 6.75E12 405! 4,05
C2-TR2 -1.31 35.02 44.79 0.19 1.00 0.19

TR1-TR2 3.47 70.67 44.79 5.156E*%  3.09E® 2.06E3

Nota: Valores expresados como Wi: rango sumado de observaciones en el grupo i; Constante z: estadistica
de prueba de deferencia; Wj: Rango sumado de observaciones en el grupo j; Valor p: (probabilidad);
pBonf: Valor p ajustado a el método de Bonferroni para controlar el error tipo |; pHolm: Valor p ajustado

a el método de Holm.
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Las comparaciones post hoc de Dunn, ajustadas mediante las correcciones de
Bonferroni y Holm, proporcionan un analisis detallado de las diferencias observadas. En
la comparacion entre los grupos experimentales C1 y TR1, se obtuvo un valor z de -6.86,
con valores p ajustados de 6.75E'? (Bonferroni) y 4.05E* (Holm), ambos
significativamente < 0.05, lo cual indica una diferencia altamente significativa en la

supervivencia, confirmando la superioridad del tratamiento TR1.

En contraste, durante el Tratamiento 2 (TR2) mostr6 una supervivencia del 80%,
que fue ligeramente superior al 76% observado en el Control 2 (C-2). Sin embargo, la
diferencia no alcanz6 significancia estadistica porque la prueba de Dunn arrojé un valor
z de -1.31 y un p-valor 0.19 > 0,05, indicando que no hay suficiente evidencia para
concluir que TR2 mejora considerablemente la supervivencia en comparacion con C-2.
De la misma forma, se compar6 los dos grupos con tratamientos de acidos organicos (TR1
- TR2) revelando un valor z de 3.47, con valores p ajustados de 5.15E* (Bonferroni) y
2.06E3 (Holm), ambos menores que el nivel de significancia (p < 0.05), indicando una
diferencia significativa (Tabla 19). Esto resalta que TR1 es mas efectivo que TR2 en la
mejoramiento de la supervivencia de las postlarvas de camarédn L. vannamei, con una tasa
de supervivencia del 89% para TR1 frente al 80% para TR2, lo cual respalda esta

conclusion (Figura 19).
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Figura 19

Porcentaje total de supervivencia en los tratamientos experimentales
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DISCUSION

Mar Bravo - Salinas es una de las zonas méas afectadas por las elevadas
salinidades, condiciones que favorecen la proliferacién de organismos oportunistas como
los Vibrio spp (Acosta, 2022). Estos microorganismos se desarrollan en entornos con
temperaturas altas y salinidades fluctuantes, lo que provoca inestabilidad y estrés en las
larvas de camardn (L. vannamei). Villavicencio (2019, citado por Acosta, 2022) destaca
la importancia de mantenerun entorno estable y equilibrado para la salud de los cultivos

acuicolas.

Segun Nuez et al., (2020), una mezcla de acidos orgénicos de cadena corta y media
proporcionaron distintos beneficios directos como la reduccién de la vibriosis y la
prevencion de infecciones por Vibrio parahaemolyticus. Ademas, ofrece beneficios
indirectos, como la reduccion del pH del tracto digestivo, lo cual se logra disminuir el
riesgo de colonizacién de patdgenos en los tramos posteriores. También se menciona que
los acidos de cadena corta, como el acido férmico, el acido propionico y el cido acético,
fomentan la proliferacion de microorganismos benéficos que optimizan la digestion y
eliminan considerablemente Vibrios al perforar la membrana de la bacteria, lo que resulta

en una mayor supervivencia y rendimiento zootécnico de los organismos cultivados.

Los resultados in vitro han confirmado que ambos tratamientos experimentales
con &cidos organicos comerciales AO-1 - AO-2, poseen propiedades inhibidoras contra
cepas patdgenas como V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. vulnificusalcanzando
los mayores halos de inhibicion en concentraciones de 2ppm. La mayor efectividad

observada en AO-1 en comparacién con AO-2 sugiere diferencias en la composicion y
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sinergia de los componentes de estas mezclas, por lo que Khan et al., (2016, citado en
Reyes, 2017), indican que la capacidad antimicrobiana de los acidos organicos puede ser
influenciada por maltiples factores, tales como la formulaquimica del acido, valor de pKa,

concentracion inhibitoria (IC) relacionada al microorganismo.

Por otro lado, Cabrera (2022) menciona que los acidos organicos pueden actuar
como compuestos bacteriostaticos y bactericidas segin las concentraciones
administradas. Silva et al., (2021) reportaron que los acidos organicos frente a cepas de
Vibrio spp presentaron un rango de inhibicion bacteriana de 8,5 mm, lo cual en este
estudio se consider6 como valores intermedios para ambos grupos (AO-1: 9,04 mm a
AO-2: 8,73 mm). Por tanto, cada acido tiene su propio espectro de actividad microbiana,
relacionado con un rango de pH especifico, asi como con la estructura y fisiologia de las
células microbianas, por lo que AO-1 mostréd consistentemente mayores halos de
inhibicidn, especialmente contra V. parahaemolyticus, lo cual es crucial, ya que esta cepa
es particularmente virulenta y representa un riesgo significativo en la acuicultura (Reyes,

2017).

De igual manera, otro autor como Loor et al., (2023) menciona que el acido
férmico indica caracteristicas potenciales y basandose en el analisis microbioldgico,
concluyeron que present6 la mejor efectividad en la reduccion de la poblacion de Vibrio,
con un porcentaje del 27% y 23% para las temperaturas de 25 °C - 35 °C, respectivamente.
Segun Acosta (2022), las concentraciones bacterianas en un medio de cultivo con
temperaturas superiores a 37°C se clasifican de la siguiente manera: las concentraciones

que superan 103 UFC/mL se consideran elevadas, mientras que aquellas que exceden 107
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UFC/mL se consideran severas. Tras el analisis microbioldgico, realizado en estudio con
las distintas combinaciones de &cidos orgénicos, la mezcla de AO1 del TR1 logr6 una
notable reduccion con niveles normales de Vibrio spp (6,72x107), con una tasa de
supervivencia del 89%. Por otro lado, el TR2 registrd cargas bacterianas elevadas de
(4,21x10%), con una supervivenciadel 72% en ambos tratamientos a temperaturas
controladas de 32.5°C a 34°C. Sin embargo, en el segundo ciclo las temperaturas eran
variables con respecto al clima teniendo 36.5°C, el efecto antimicrobiano de los acidos
organicos disminuyd. Esta disminucién en la efectividad podria estar relacionada con la
promociondel crecimiento de Vibrios, que se desarrollan éptimamente a una temperatura

de 37°C (Rodriguez, 2020).

Sotomayor et al., (2019) corroboré que la combinacion de &cidos organicos
compuestos por &cido acético, acido formico, &cido propidnico y formaldehido se destacd
en generar una mayor sensibilidad en especies de Vibrios, por lo que esta actividad
inhibidora se atribuye a la capacidad de los &cidos organicos para alterar la permeabilidad
de la membrana celular bacteriana e interferir con el metabolismo intracelular. Los
tratamientos experimentales in vivo evaluados en la dieta convencionalutilizando acidos
organicos mostraron que el tratamiento 1 (TR1) con AO-1 resulté en una mayor
supervivencia de las postlarvas de camardon en comparacion con el grupo control y el
tratamiento con AO-2. Especificamente, el tratamiento 1 (TR1) demostrd una
supervivencia del 89%, atribuyéndose a su composicion: acido férmico, acido acético,
acido propionico, é&cido citrico, lactato de calcio y 4&cido lactico, superando

significativamente al 72% del grupo control C-1.
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El segundo tratamiento (TR2), compuesto por acido férmico, acido acetico, acido
propiénico y acido lactico, mostré una influencia en los resultados, aunque fue
minimamente significativa, con una tasa de supervivencia del 80% en comparacion con
el grupo control (C-2). No obstante, el grupo control C-2 no mostrd resultados
significativos y presentaba altas cargas bacterianas en TR2 durante el estadio de Mysis.
Por ende, se administré 7 ppm por dia (durante 24 horas) como primera dieta del dia para
observar si habia cambios en los resultados finales. Este hallazgos son consistente con
estudios que reportan mejoras en la salud y supervivencia de organismos acuéaticos

mediante el uso de aditivos dietéticos (Busti et al., 2020; Acosta, 2022).

En el estudio de Silva et al. (2021), se utilizaron concentraciones (0,25 ppm, 2
ppm, 0,35 ppm en mysis 0,5 ppm) bajas de acidos organicos a lo largo de diferentes
estadios de desarrollo. Estos niveles demostraron ser efectivos en mejorar la
supervivencia y productividad de las larvas, asi como en reducir la carga bacteriana de
manera significativa. En el estudio actual se aplicd concentraciones ajustadas y mas altas:
2-3 ppm en los estadios de Zoea a Mysis I-11-111, y 4-5 ppm en postlarvas (PL-12), con
un rango maximo de hasta 7 ppm en casos extremos de alta carga bacteriana. Este enfoque
mostré que concentraciones mas altas también aportan beneficios considerables,
especialmente en condiciones de alta carga bacteriana. En contraste, aunque las
concentraciones mas bajas del estudio de Silva et al., (2021) fueron efectivas, los
beneficios adicionales observados con concentraciones mas altas en el estudio actual
sugieren que el uso de dosis superiores puede ofrecer ventajas adicionales en términos de
control de patdgenos y manejo de condiciones de cultivo adversas.
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Otro estudio mencionado por Da Silva et al., (2013) confirm6 el uso potencial de
sales de acidos organicos como aditivos en la dieta y la eficacia en el inhibir de forma in
vitro tres serotipos de Vibrio (Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. anguillarum) a dos
distintos rangos de pH (6.2 - 7.1) en un sistema de cultivo de camardn al emplearse sales
de sodio de los &cidos lactico, citrico, acético, butirico, formico y propionico. Los mejores
resultados mas destacados se lograron en compuestos acidificantes como acetato,

butirato, formiato y propionato de sodio.

En los estudios sobre el lactato de calcio y el acido lactico en la larvicultura del
camaron L. vannamei resaltan los beneficios de estos compuestos en la salud y resistencia
a enfermedades de los camarones. Burel et al., (2021) descubrieron que la actividad
antimicrobiana del &cido citrico aumenta a un pH mas alto, lo que implica que afecta a
las propiedades de la superficie celular microbiana. Thompson et al., (2022) encontraron
que las bacterias lacticas (BAL) como Lactobacillus plantarum y Pediococcus
acidolactici inhibieron significativamente el crecimiento de Vibrios patdgenos,
sugiriendo su uso potencial en el cultivo de camaronespara mejorar la resistencia a las

enfermedades sin afectar los parametros de crecimiento.

El &cido citrico, al igual que otros acidos organicos, funciona al reducir el pH del
entorno, lo que crea un ambiente desfavorable para los patdgenos. Por otro lado, el lactato
de calcio no solo actia como un agente antimicrobiano, sino que también proporciona
una fuente adicional de calcio, lo que puede ser beneficioso para el desarrollo esquelético

de las larvas de camaron (Mendoza, 2024).
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La utilizacion de éacidos organicos como el cido citrico y el lactato de calcio
puede ayudar a prevenir la proliferacion de parasitos y bacterias patdgenas en el agua de
cultivo. Ademas, controlar pardmetroscomo la temperatura y la salinidad, junto con la
suplementacion de acidos organicos, puede mejorar el ambiente de cultivo, asegurando
que las larvas de camardn crezcan encondiciones éptimas y saludables. Asimismo, el uso
de bacterias &cido-lacticas como aditivos de agua puede mejorar la supervivencia larval

al reducir el pH y aumentar la actividad enzimatica digestiva (Talpur et al., 2012).
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11. CONCLUSIONES

El Tratamiento 1 (TR1) mostr6 los mejores resultados, indicando que la
combinacion de &cido férmico, &cido acético, acido propiodnico, acido citrico,
lactato de calcio y &cido lactico, fue la més efectiva. Este tratamiento redujo
significativamente las cargas bacterianas de Vibrio spp (6,72 x 102+ 7,77) y logro

una supervivencia del 89% en comparacién con el Grupo Control (C-1).

El Tratamiento 2 (TR2), compuesto por acido férmico, acido acético, acido
propiénico y éacido lactico, también contribuyé a la reduccion de la carga
bacteriana. No obstante, la mejora en la supervivencia fue marginal, alcanzando
un 80% en comparacion con el 76% del grupo control. Ademas, la eficacia en la
reduccion de las cargas bacterianas fue inferior (1,01x10% + 1,31), en contraste

con los resultados obtenidos con el Tratamiento 1 (TR1).

De las cepas evaluadas, V. parahaemolyticus demostro ser la cepas mas sensible

al &cido AO-1, alcanzando CMI de 15.30 mm a 2 ppm.

El tratamiento 1 (TR1) mostré una eficacia superior en la reduccion de cargas
bacterianas en todas las etapas de desarrollo (Zoea, Mysis, y Postlarvas) durante
el Ciclo 1, con una disminucion significativa en Mysis y mantenimiento de niveles

bajos en Postlarvas (<102).
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11.RECOMENDACIONES

e Serecomienda realizar nuevas pruebas de validacion en campo, cubriendo todo el
ciclo de cultivo y probando diferentes dosis de productos en todas las etapas del

cultivo de camaron.

e Ademés del uso de aditivos es crucial mantener practicas adecuadas de manejo en

las instalaciones de larvicultura.
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ANEXOS

Anexo 1. Insumos y materiales de laboratorio para ~ AN€xo 2. Realizacion de
bacteriologia. diluciones seriadas.

Anexo 3. Aislamiento y
siembra realizando Anexo 4. Antibiograma — ICM.

microbiologia.
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Anexo 6. Conteo de CFU. Anexo 7. Acidos
organicos.

cepas de Vibrios spp

Anexo 8. Artemia salina Anexo 9. Estadio de Anexo 10. Estadio de
Nauplio V. Zoea

Anexo 10. Revision de estado Anexo 11. Estadio de Anexo 11. Estadio de
de Nauplios para la siembra. Mysis Postlarvas (PL).
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Anexo 12. Bitacora sobre los parametros fisicoquimicos controlados en dos ciclos de
cultivo
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