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RESUMEN

El camardn blanco Penaeus vannamei, una especie clave en la industria acuicola del
Ecuador; se ve afectada por el uso de compuestos quimicos en la desinfeccion del agua,
por tanto, se investiga la influencia del &cido hipocloroso que actia como agente
desinfectante para minimizar la incidencia de patdgenos que afectan la supervivencia
larvaria. Entre los patdgenos se encuentran el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV), el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), y
la bacteria Vibrio parahaemolyticus, causante de la enfermedad de necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND). Se evalud la influencia del acido hipocloroso en
la concentracion de calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?), potasio (K*) y en la alcalinidad
empleando equipos de espectrofotometria. En el diagnostico de enfermedades se
empled muestras sometidas a extraccion de ADN para las pruebas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los resultados manifestaron una concentracién de los
iones en los ciclos 1, 2 y 3, valores promedios en mg/l de Ca+2 (103.37 £ 6.65), (96.68
1+ 7.02) y (101.25 £ 5.89), Mg+ (2296.88 + 282.11), (2262.5 + 252.65) y (2337.5 +

257.87), K+ (419.68 + 23.55), (452.12+ 32.39) y (409.68 * 35.89) y alcalinidad (116.87

+ 20.23), (113+ 14.07) y (119.43 £ 12.36). Para las PCR, no se registraron productos
amplificados en los geles de electroforesis, deduciendo resultados negativos para los
agentes WSSV, IHHNV y AHPND. Manteniendo un porcentaje de supervivencia
durante los tres ciclos de produccién (84 + 3,91; 81,25 + 2,98; 82,75 + 4,57). Se
concluye que el acido hipocloroso influye en la calidad de agua de cultivo.

Palabras clave: Penaeus vannamei, Electrolizacion, Acido hipocloroso, Estadio larvario, Patgenos
emergentes.
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GLOSARIO

Acido hipocloroso (HCIO): Compuesto quimico con propiedades desinfectantes

utilizado en el tratamiento de agua para eliminar microorganismos patdgenos.

ORP: Medida de la capacidad de una sustancia para oxidar o reducir otra en una

solucion acuosa, expresada en milivoltios (mV).

Estadio larvario: Fase del ciclo de vida del camardn que incluye los estadios de
Nauplio, Zoea, Mysis y Postlarva, caracterizados por cambios morfolédgicos y

fisioldgicos.

Patdgenos emergentes: Microorganismos que causan enfermedades en los

organismos acuaticos, tales como WSSV , IHHNV y AHPND .

Espectrofotometria: Técnica analitica que mide la cantidad de luz absorbida por
una sustancia en funcion de su longitud de onda, utilizada para determinar

concentraciones de iones en soluciones.

Alcalinidad: Capacidad del agua para neutralizar acidos, expresada como la

concentracion de iones bicarbonato, carbonato e hidréxido.

X



7.

10.

11.

Electrolizacion: Proceso quimico mediante el cual una corriente eléctrica pasa a
través de un liquido para provocar una reaccion, como la generacion de acido

hipocloroso.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa): Técnica de biologia molecular
utilizada para amplificar fragmentos especificos de ADN y detectar la presencia de

patdgenos.

Osmorregulacion: Proceso fisiolégico mediante el cual los organismos acuaticos
mantienen el equilibrio i6nico y de agua en sus células frente a cambios en la

salinidad.

Bioseguridad: Conjunto de practicas y medidas disefiadas para prevenir la

introduccién y propagacion de enfermedades en sistemas de cultivo.

Tasa de supervivencia: Proporcion de organismos vivos al final de un experimento

0 periodo de cultivo, expresada en porcentaje.
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ABREVIATURA Y SIMBOLOGIA

AHPND: Enfermedad de la necrosis hepatopancreéatica aguda

IHHNV: Virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética.

WSSV: Virus del sindrome de la mancha blanca
SDR: Sindrome de deformidad enana

EMS: Sindrome de mortalidad temprana

Rpm: Revoluciones por minutos

Kpb: Kilo pares de bases

ICTV: Comité Internacional de Taxonomia de Virus
nm: Nandmetros

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

OIE: Organizacién Mundial de Sanidad Animal
PV: Parvovirus

mg/L: Miligramos por litro

pH: Potencial de hidrogeno

HCOs": Bicarbonato

OH: Hidrdxidos

COs*: Carbonatos

HCIO: Acido hipocloroso

EW: Water electrolyzed

NaCl: Cloruro de sodio
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e-: Electrones

V: Voltios

K™ : lon potasio

Ca*2: lon calcio
Mg*?: lon Magnesio
Cl: Cloro

Orp: Potencial de Oxido Reduccién
mV: milivoltios

ppm: Partes por millon
ul: Microlitros

cm: Centimetros

ml: Mililitros

g: Gramos

SDS: Sulfato de dodecilo sddico

TCBs: Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sucrosa

MgCI2: Cloruro de magnesio

dNTPs: Nucledti
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INTRODUCCION

La produccion de crusticeos en acuicultura es una industria mundial con gran
importancia comercial y econémica (Bardera et al., 2018). Entre ellos los camarones
marinos, dominan la acuicultura de crustaceos y de los 7 millones de toneladas
producidas anualmente, méas del 60% se atribuye a la produccion de camarones
peneidos (FAO, 2016). Muchos paises dependen en gran medida de dicha produccion
de camarones y, como resultado, ha sido uno de los sectores acuicolas de mas rapido

crecimiento en Asiay América (FAO 2016).

Ecuador se encuentra entre los principales productores de camarédn de cultivo
(FAO, 2020). Acorde a la Camara Nacional de Acuacultura (2024) en el mes de agosto,
este pais exportd 229.869.247 libras de camaron blanco Penaeus vannamei, donde a
nivel del cultivo, es determinante tener un correcto manejo de los diferentes
parametros, como la alcalinidad, calcio, magnesio y potasio, asi como la inexistencia

de pat6genos emergentes para su correcto desarrollo.

A lo largo de la costa ecuatoriana, se presentan extensos cultivos de camarén,
donde la produccion se ha caracterizado en la Gltima década por diversas restricciones,

siendo la ocurrencia de enfermedades de origen viral y bacteriano las mas importantes,



seguido de una concentracion no adecuada de iones en el desarrollo, crecimiento y

supervivencia de las larvas (Saul, 2020).

ACUATECSA TEXCUMAR S.A. es un laboratorio de produccion de larvas de
camaron que cuenta con un programa de mejoramiento genético, con una produccion
de 720 millones de larvas al mes (TEXCUMAR, 2019). La empresa hace uso de agua
electrolizada como agente desinfectante, debido a que en la acuicultura de larvas de
camaron surgen patdgenos como el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV),
Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) y la bacteria

Vibrio parahaemolyticus causante de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND).

Es de suma importancia conocer la influencia que presenta el quimico en iones
relevantes como el calcio, magnesio, potasio y alcalinidad. Al controlar estos ultimos
elementos se prevé un mejoramiento en el estado de salud y por tanto una optimizacion
en la supervivencia, lo que hace plantear la siguiente interrogante ¢EIl agua de cultivo
tratada con &cido hipocloroso influye en la concentracion de iones y previene
patégenos? El presente estudio tiene como objetivo analizar la influencia del acido
hipocloroso en la calidad del agua de cultivo y prevencién de patégenos mediante la
concentracion de minerales y pruebas de PCR situando la salud larvaria del camarén

blanco Penaeus vannamei.



JUSTIFICACION

La acuicultura de camardn no se encuentra ajena al impacto de los conflictos
generados por el uso de agentes quimicos desinfectantes en el agua, como consecuencia
la desestabilizacién en los elementos basicos. La alcalinidad, calcio, magnesio y
potasio; asi como también la fluctuacion de virus y bacterias que influyen en la

supervivencia de las larvas de camarén.

La investigacion sobre la influencia del agua de cultivo electrolizada sobre las
larvas de camaron es de vital importancia en el campo de la acuicultura, debido a que
es fundamental garantizar la calidad del agua en los sistemas para asegurar la salud de
estos organismos, donde el uso de compuestos quimicos, como el acido hipocloroso,
ha sido relevante en los Gltimos afios. Pero, se requiere mas informacion sobre su
influencia en la variabilidad de iones y en prevencién de patdégenos para poder ir

cubriendo cada interrogante tras su aplicacion.

La investigacion propuesta busca explorar aspectos pocos estudiados en el uso
del acido hipocloroso en la acuicultura, aunque se utiliza ampliamente en otros campos,
se limita en datos en la interaccién con los iones asi como su impacto en la prevencion
de patégenos. Al realizar este estudio, se generaran datos y conocimientos que

contribuirdn a una mejor comprension de los efectos en la calidad del agua y la



supervivencia larvaria, lo cual beneficiara tanto a la comunidad cientifica como a los
actores involucrados en la industria, permitiendo tomar decisiones informadas y

promoviendo practicas mas sostenibles.

Sumado a lo anterior, esta propuesta permitira ajustar las condiciones de cultivo
y el uso de agua electrolizada optimizando los porcentajes de supervivencia y un
crecimiento saludable de las larvas, contribuyendo a la prevencion de alarmas
sanitarias al mejorar el control de patdgenos y, por tanto, de enfermedades en la

industria acuicola.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.:

Analizar la influencia del acido hipocloroso en la calidad del agua de cultivo y
prevencion de patdgenos mediante la concentracion de minerales y pruebas de PCR

situando la salud larvaria de camardn blanco Penaeus vannamei.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar el impacto del &cido hipocloroso en la concentraciéon de Ca+2,

Mg+2, K+ y alcalinidad en el agua de cultivo a través de la espectrofotometria.

e Estimar la salud de las larvas de camaron mediante pruebas de PCR de

patdgenos emergentes WSSV, IHHNV y AHPND.

e Calcular la tasa de supervivencia de larvas de camarén situando la influencia

del agua de cultivo electrolizada.

6. HIPOTESIS:

HO: El agua de cultivo electrolizada influye en la salud de las larvas de camardn blanco

(Penaeus vannamei).



7. MARCO TEORICO

7.1 Acuicultura de Camaron Blanco Penaeus vannamei en Ecuador

La acuicultura se la expresa como la actividad de organismos cultivables de
origen acuatico ya sea de zonas tanto costeras o del interior, en el que se implica
técnicas en el proceso de cria para asi aumentar la produccion o rendimiento de las
especies, catalogandose como el sector con una dindmica fluida de mas rapido

crecimiento en producir alimentos (Cobo & Pérez, 2018).

La actividad camaronera en el Ecuador surge a inicios del afio 1968,
especificamente en provincia de EIl Oro, Santa Rosa, donde, para el afio 1974 ya se
registraban de 600 hectareas dedicadas al cultivo de camaron, extendiéndose ademas,

a la otras provincias como Guayas (Herrera et al., 2021).

En 1999, con el surgimiento de la enfermedad denominada virus de la mancha
blanca por sus siglas en inglés (WSSV), se dedujo como la época mas devastadora para
el cultivo de camaron, debido a la afectacion de la produccion que tenia un impacto
directo en la economia. Desde entonces, superada aquel tiempo, en los Gltimos afios ha

existido un gran incremento de la produccion camaronera, donde por ejemplo para el



2019 se finaliz6 con una produccion de 1397.490.379 de libras exportadas, que

representan ingresos de $3652.684.080,66 (Herrera et al., 2021).

Acorde, Loayza et al. (2022), el sector acuicola del Ecuador esta estructurado
principalmente por la industria del cultivo de camardn y lo que es la tilapia en la Costa,
la trucha en algunos sectores de la Sierra; habiendo en la Amazonia emprendimientos
de otras especies de peces, destacandose asi que el camaron forma parte importante

para la economia de Ecuador.

7.2 Generalidades del camardn blanco

El camardn blanco del Pacifico, como su nombre lo indica es nativo de la costa
oriental del océano Pacifico, distribuido ampliamente desde Sonora en México, al
norte, hacia centro y Sudamérica hasta Tumbes en Perd, en aguas cuyos parametros
como la temperatura se mantiene sobre los 20 °C a lo largo de todo el afio (Cobo &

Pérez, 2018).



7.2.1 Caracteristicas de la especie

El camardn blanco del Pacifico estd conformado por tres regiones bien
definidas las cuales son: cefalotérax, abdomen y cola (Fig. 1), donde se destacan partes
sobresalientes como el rostrum que por lo general es la estructura formada con 2 a 4
dientes dorsales y de 5 a 8 dientes ventrales, moderadamente largos; surco y carina
adrostrales cortos, culminando a la altura o un poco por detras del diente epigastrico.
La coloracion del cuerpo posee un fondo blanquecino a amarillento con un dorso del
caparazon un poco mas obscuro y su exoesqueleto esta formado por carbonato de calcio

y quitina. (Skretting, 2023).

Figura l

Morfologia del camaron blanco.

CEFALOTORAX
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Nota: Los circulos rojos sefialan las partes nombradas del organismo. Modificado de Skretting, 2023.



7.2.2. Estadios larvarios

Esta especie acorde a lo descrito por Skretting (2023), presenta cinco estadios

naupliares, tres protozoea y tres estadios de mysis, hasta convertirse en postlarva.

7.2.2.1. Nauplios

Bores et al. (2023), evidencian que durante esta etapa las larvas tienden a
realizar su proceso de muda 5 veces, esto en intervalos de tiempo cada 7 horas
aproximadamente. Los Nauplios poseen caracteristicas tipicas como un cuerpo
piriforme sobresaliendo méas grande en el extremo anterior, también poseen tres pares
de apéndices de tipo cefalicos: anténulas, antenas y mandibulas, destacando que no
existe la alimentacion exdgena, esto debido a que ain no se abre la boca ni el ano en
las larvas, por tanto, los nutrientes que ayudan en su desarrollo van a ser proveidos a

través de las reservas de nutrientes del saco vitelino.

7.2.2.2 Protozoea

Se presentan tres etapas en este estadio larvario, donde la caracteristica
primordial es el cuerpo alargado y también adaptado para un nado mas continuo hacia
delante, mismo que se manifiesta con el movimiento de las estructuras denominadas

antenas, por ende, el nado es mas lento, pero menos irregular (Bores et al., 2023).



Para los estadios de Zoea el par de maxilipedos se observan bien desarrollados,
que también participan en la natacién, la presencia de apéndices alimenticios, se
comienza a sustentar que la larva ahora tiene la capacidad de ingerir su alimento, por
tanto, una distincién de esta etapa es su alimentacion continua y conforme realiza esta
accion se puede visualizar las contracciones gque se dan en el tracto digestivo, asi como
la presencia de la materia fecal en forma de tiras alargadas, con una coloracién acorde
a la dieta proporcionada. Las adaptaciones ya sea de un tracto digestivo que se observa
Ileno y una eficaz o habilidosa respuesta a la luz son criterios validos para determinar

el estado de salud en esta etapa de los organismos (Bores et al., 2023).

7.2.2.3. Mysis

Mysis se cataloga como la ultima etapa larvaria, misma que esta prevista por 3
subestadios, donde en esta etapa, las larvas se asemejan a un camaron juvenil, su cuerpo
va a tener una curvatura ligera en la parte abdominal y los periépodos se presentan mas
desarrollados teniendo motriz, es decir, son funcionales. Junto con la coordinacion de

los tres pares de maxilipedos hacen efectivo el nado (Bores et al., 2023).
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7.2.2.4. Postlarva

Acorde Bores et al. (2023), el camardn blanco del Pacifico Penaeus vannamei
presenta de 30 a 35 estadios de Postlarva para asi ser considerado juvenil, que va a
depender del desarrollo de todas sus caracteristicas externas, citando como ejemplo el

numero de dientes rostrales.

Por lo general manteniendo una temperatura de 28°C, cada subestadio persiste
alrededor de 24 horas y a manera poder simplificar la identificacion del estadio de
desarrollo de una Postlarva, se tiende a contabilizar los dias que van pasando a partir
de la primera Postlarva, es decir, al siguiente dia seran estadio de postlarvas 2,
siguiendo esta tendencia consecutivamente hasta completar el desarrollo de las

branquias y sufrir la metamorfosis a la fase de juveniles (Bores et al, 2023).

Como caracteristicas diferenciales del estadio, las postlarvas realizan un nado
hacia delante utilizando los setosos, mientras que los peridpodos ya son apéndices

funcionales que permiten tanto la alimentacién como el arrastre (Bores et al, 2023).

7.2.3. Clasificacion taxonémica
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El camar6n blanco del Pacifico presenta la siguiente escala taxonémica acorde a la

Comision Europea (2021):

ESCALA TAXONOMICA

Dominio: Eukaryota
Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Familia: Penaeidae
Género: Penaeus
Especie: vannamei
Nombre cientifico: Penaeus vannamei (Boone, 1931).

Figura 2

Camardn blanco del Pacifico- Penaeus vannamei

Fuente: SONGA (2020).
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7.3. Enfermedades relevantes en el cultivo de camarén

7.3.1 Enfermedad de la Mancha Blanca (WSD)

La enfermedad de la mancha blanca fue detectada por primera vez en Taiwan
en 1992; posteriormente se expandio a Japon cubriendo a la mayoria de los paises
asiaticos. Para América Latina el primer caso diagnosticado de WSSV se produjo en
1995 en una piscina de camaron del sur de Texas, y se sugirio que la ruta mas probable
para su introduccion fue a través de un camarén en cadena de frio importado de Asia,
en febrero de 1999, el virus causé mortalidades masivas en algunas granjas en Ecuador,
mientras que el brote mas reciente en un area con estatus libre de WSSV segun los
criterios de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), suscit6 en Brasil en el

afio 2005 (Sanchez, 2010).

Esta enfermedad se la cataloga la principal de origen viral que afecta al cultivo
de camardn marino alrededor del mundo en los ultimos afios (Oliveira et al., 2024).
Tiene efectos graves en el camardn de cualquiera de sus estadios larvarios, pudiendo
prevalecer en el sistema sin ser detectado o, en estado inerte sin causar signos clinicos
en los organismos, pero una vez que las condiciones son adecuadas se pueden visualizar
hasta un 100% de mortalidades (Morales, 2021). Este virus se caracteriza por estar
constituido por una molécula de forma circular de ADN de doble cadena presentado

una simetria helicoidal en su envoltura (Dantas et al., 2018).
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7.3.1.2. Agente causal de WSD

La enfermedad de la mancha blanca es causada por el virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV), un virus que segin Dantas et al. (2018) es de ADNds con un
tamafio de genoma reportado de aproximadamente 300 kpb. Fue informado con
diferentes nombres hasta el afio 2005, cuando el virus recibié la aprobacion de su
nombre de caracter internacional, donde en principio, WSSV, fue denominado
“baculovirus debido a que las observaciones microscopicas en equipos de alta
tecnologia la morfologia presentaba una forma cilindrica y por ende a las lesiones de

tejido que se asemejaban a los mismos” (Balakrishnan et al., 2012).

Otros nombres con los que se le conocia incluyen “baculovirus de necrosis
hipodérmica y hematopoyética (HHNBV), baculovirus ectodérmico y mesodérmico
sistémico (SEMBYV), baculovirus de mancha blanca (WSBV) y actualmente conocido

como virus de la mancha blanca (WSSV)” (Cuellar, 2023).

La posicion taxondémica del virus fue designada el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (2020), a un nuevo género, whispovrius, bajo la familia

Nimaviridae, basada en su morfologia Unica (Figura 3) y composicion gendmica.
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Figura 3

Esquematizacion de la particula viral de WSSV.
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Fuente: Sanchez, 2010.

7.3.1.3. Signos clinicos de WSD

Los signos clinicos caracteristicos de esta enfermedad son la reduccion del
consumo alimenticio, pérdida de color en érganos como el hepatopancreas, asi como
también, la presencia de nado erratico y diminutas manchas blanquecinas en la cuticula
de aproximadamente 0.5 a 2 mm de didmetro. Poseen una superficie mas asperas en la
parte interna del caparazén, esto puede deberse a las concentraciones anormales de
sales de calcio en la epidermis cuticular (Mero, 2021). Dey et al. (2020), presentan dos

signos caracteristicos: la decoloracion rojiza del cuerpo (Figura 4) y depésitos de calcio



en el exoesqueleto, como también altos indices de mortalidades en el dia 3 a 10 de

haberse detectado el virus.

Figura 4

Signo clinico por infestacion de WSSV.

Nota: Camaron infectado por WSSV (superior), camaron sano (inferior).

Fuente: Mero, 2021.

7.3.1.4 Mecanismos de transmision

Por la naturaleza del virus los mecanismos de transmision de esta enfermedad
se contagian por diversos métodos, pudiendo ser horizontal, mediante via oral por lo
que se denomina canibalismo de individuos muertos o por particulas del virus en el
agua a través de las branquias y por transmision vertical por via transovarica (Cuellar,

2023).

16



Cabe indicar que algunos grupos de moluscos marinos, como los poliquetos y
determinados artropodos acuéticos no crustaceos, como las cochinillas marina y larvas
de insectos Euphydradae pueden ser portadores mecanicos del virus sin presentar
necesariamente los signos de infeccién determinantes de la enfermedad (Cuellar,

2023).

7.3.1.5. Métodos de diagnostico por PCR

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR, requiere el uso de
liquidos o estructuras refiriéndose a hemolinfa, branquias o pledpodos; aclarese bien,
esto que para la deteccion del virus del sindrome de la macha blanca, para el caso de
larvas, se utilizan 5 a 20 organismos completos y que se hayan extraido del medio
estando visiblemente enfermos, con signos clinicos caracteristicos haciendo énfasis a

la coloracidn blanquecina en la cuticula (Balakrishnan et al., 2012; Cuellar, 2023).

Las muestras son expuestas a la extraccion del material genético siendo la
primera fase del proceso, del cual se usa una cantidad de aproximadamente 1 ml para
preparar la solucion de amplificacion, empleado elementos primarios como lo son
cebadores o primers, sustancias de buffer, Taq polimerasa y nucle6tidos, donde la fase
de amplificacion de ADN se realiza en un equipo de termociclador que funciona por

ciclos de temperatura.
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El producto amplificado, lo denominado amplicon, es migrado en un gel de
agarosa a traves de técnicas de electroforesis por 35 minutos y las bandas de ADN son
manifestadas en un transiluminador de luz ultravioleta (Cuellar, 2023). Cuando una
muestra se refleja positiva al virus WSSV, se visualiza una banda de color morado
debido a la inclusion de colorantes de Bromuro de etidio o Cyber safe en el gel de
agarosa, caso contrario, se considera que el virus WSSV no es detectado referido
cuando no se visualiza la formacién de bandas en el gel de electroforesis. El proceso
completo puede tardar entre 4 horas si se trabaja de manera exclusiva e ininterrumpida

(Cuellar, 2023).

7.3.2. Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética

(IHHNV)

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) se
ha clasificado como notificacion obligatoria de patdgenos de crustaceos por parte de la
Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE) desde 1995 y presenta una alta
incidencia en América, Asia y Australia. Se considera un virus de amplia distribucion,
donde consecuentemente, se evidencié que dicho patdégeno fue el causante de
epizootias con altas tasas de mortalidad que oscilaban tangos de entre 60 al 90 % en

poblaciones juveniles de P. stylirostris cultivables en sistemas semi-intensiva o
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intensiva, procedentes de paises como México, Ecuador y Panama (Tang & Lightner,

2000).

En el pasado el virus fue causante de mortalidad a gran escala en el camaron
azul del Pacifico (Penaeus stylirostris) y provocé un retraso del crecimiento Ilamado
sindrome de deformidad enana por sus siglas en inglés (SDR), consecuentemente
también en camarones blancos del Pacifico (Penaeus vannamei) y el camaron tigre

negro (Penaeus monodon) (Aranguren et al., 2022).

7.3.2.1 Agente causal del Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y

Hematopoyética (IHHNV)

IHHNV es un virus que no posee envolturay presenta de 22 a 23 nm de tamaiio,
el mismo manifiesta un genoma de ADN monocatenario de aproximadamente 4,1 kb.
Los parvovirus (PV) son virus de ADN, con simetria icosaédrica (Figura 5). Esta
clasificado como un “Penstylhamaparvovirus tipo 1 decidpodo de la familia
Parvoviridae y la subfamilia Penstylhamaparvovirinae” (Pénzes et al., 2020). En la
actualidad se ha reportado la prevalencia de cinco genotipos, de los cuales existen tres
tipos de caracter infeccioso, denominados (I, 11y I11) y dos tipos no infeccioso: Ay B

del IHHNV (Aranguren et al., 2022).
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Figura 5

Muestra de tejido infectada por IHHNV

Nota: Tejido homogeneizado de muestras infectadas de P. monodon diluidas y examinadas mediante
EM con tincion negativa, que muestra particulas icosaédricas. Obtenido de Pénzes et al. 2020.

7.3.2.2 Signos clinicos de IHHNV

En Penaeus vannamei, la enfermedad se manifiesta como una patologia cronica
denominada "sindrome de deformidad y enanismo”, misma que afecta a los camarones
juveniles con diferenciadas deformaciones faciales (Figura 6), antenas con apariencia
arrugadas, irregularidades en el caparazdn con textura aspera a rugosa y deformidades
en el abdomen, el enanismo, se presenta en la poblacion afectada distinguiéndose

amplias variaciones de tallas (Cuellar, 2013).

Figura 6

Camarén blanco del Pacifico P. vannamei con la enfermedad IHHNV.
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Nota: Camarones con rostro deformado (RDS).

7.3.2.3. Método de diagnostico por PCR

Entre los trabajos elaborados en Ecuador, Guerrero (2021) desarrollé un
sistema de PCR anidado, de dos pasos para la deteccién del IHHNV en Penaeus
vannamei; en donde un 35 % de la muestra dieron positivo al virus con el sistema de
PCR simple mientras que, con el sistema de PCR anidado, resulté positivo el 70 %. El
analisis determind la alta sensibilidad y especificidad que posee esta técnica en
comparacién con la PCR convencional, ya que fue capaz de detectar una carga viral 10

VECeS menor.
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7.3.3. Enfermedad aguda de necrosis hepatopancreatica (AHPND)

La enfermedad aguda de necrosis hepatopancreatica 0 AHPND, antes conocida
como sindrome de mortalidad temprana por sus siglas en inglés (EMS), en un principio
se atribuia que era causada Unicamente por la cepa de V. parahaemolyticus, fue
catastrofico para los cultivos del camarén P. vannamei, presentando en China,
Vietnam, Malasia y Tailandia afios criticos a partir de 2009 y 2012 respectivamente
donde se ha informado de mortalidades del 100% dentro de los primeros 20-30 dias

después de la siembra (Navaneeth et al., 2020).

7.3.3.1. Género Vibrios

Los Vibrios son catalogados como un grupo de microflora autoctona
gramnegativa de los ecosistemas tanto acuaticos costeros y marinos, que consta de un
namero aproximado de 130 especies desarrollando una considerable importancia
debido a su impacto adverso que causan de manera directa en diversos organismos,
donde se incluyen los camarones (Navaneeth et al., 2020). Pero, se puede extender a
consideraciones Unicamente negativas porque también intervienen en procesos
ecologicos beneficiosos siendo el caso de ciclos de nutrientes y la degradacion de
desechos (Hunt et al., 2008). Aunque de forma recurrente se consideran como flora

normal de camarones y el entorno de cultivo, también han sido responsables de
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enfermedades y mortalidad durante varias etapas de la vida de los camarones

(Navaneeth et al., 2020).

Los Vibrios a menudo se consideran patdgenos oportunistas para camaron,
cuando los individuos no se encuentran en condiciones adecuadas, siendo causa de
estrés o también debido a su rapida multiplicacion a consecuencia de pardmetros
ambientales favorables. Al mismo tiempo, también pueden ser patégenos primarios

altamente virulentos y causar una mortalidad significativa (Navaneeth et al., 2020).

7.3.3.2. Agente causal de AHPND en camarones

Se encontré inicialmente que era debido a una cepa especifica de V.
parahaemolyticus causada por toxinas pirA/B, pero con el surgimiento de nuevas
investigaciones, Xiao et al. (2017), destacan otras especies como agentes causales, V.

owensii y V. harveyi.

7.3.3.3. Signos clinicos

Esta enfermedad se manifiesta con una reduccion importante en la

supervivencia, donde si se habla de porcentajes, hasta el 100% de la poblacion llega a
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presentar mortalidad, misma que se da momentaneamente 20 a 30 dias después de
realizar la siembra, presentando sintomas clinicos relevantes descritos por Zorriehzahra
y Banaederakhshan (2015); una vez que se da la infeccion los camarones muestran
deficiencias en el nado, si pudiese caber el termino letargo, natacion en espiral,

reduccion en la tasa de crecimiento, asi como intestino vacio o entrecortado.

Ademas, “constantemente presentan un hepatopancreas anormal (emaciado,
pequeno, distendido, coloracion pélida o negra)” Zorriehzahra y Banaederakhshan
(2015), (p. 67); Huynh et al. (2023) incluyen como diagnostico de AHPND tres signos
clinicos: anorexia, babeo y hepatopancreas palido, los camarones afectados se hunden
en el fondo del tanque y posterior mueren alli, también atribuyen que la decoloracion
hepatopancreatica es sindnimo de la pérdida de pigmentacién de los tejidos conectivos

y epiteliales mientras la coloracion negra es causada por la melanizacion.

El hepatopancreas afectado posee una dureza distinta, no se aplasta facilmente
al aplicarle presion. Una de las explicaciones es que debido al aumento de los tejidos
conectivos o agregacién de hemocitos, también a razén que se ha detectado la presencia
de algunas bacterias que contienen microsporidios y parasitos de gusanos como
nematodos en algunas muestras afectadas, destacando que los camarones afectados

poseen un tamafio mas pequefio en relacion con los sanos (Devadas et al., 2019).
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7.3.3.4. Método de PCR para la deteccién de AHPND

En la actualidad los protocolos basados en PCR establecidos para detectar la
enfermedad AHPND tienden a ser muy variados. Antes de 2013, la reaccion de PCR
utilizada en la deteccion de enfermedades estuvo enfocada en los genes de V.
parahaemolyticus. Ya en 2013, dos reacciones de PCR AP1 y AP2 fueron publicadas
por la Red de Centros de Acuicultura de Asia y el Pacifico (NACA) para detectar la
enfermedad; este método se basaba en el uso de dos cebadores para la secuencia del
plasmido, pero no en dos genes toxicos, toxA y toxB (Mai et al., 2021). En 2014 se
publicaron mas reacciones de PCR basadas en el gen toxA, donde Sirikharin et al.

(2014), mostro una reaccion AP3 con una precision del 100%.

De manera asertiva, en 2015, Han et al. proporcionaron una reaccion de PCR
que consistia en dos cebadores (VpPirA-284 y VpPirB-392) para amplificar los genes
toxA/B. enfocando el posicionamiento de la PCR anidada (AP4), que puede amplificar
dos genes de virulencia en una PCR de dos pasos, siendo mas sensible y no requiere

pasos de enriquecimiento antes de la PCR (Dangtip et al., 2015).

Actualmente, el método AP3 para amplificar el gen toxA y el método de PCR
multiple para detectar toxA y toxB utilizando los cebadores VpPirA-284 y VpPirB-392

son los més utilizados en el diagnostico de AHPND (Mai et al., 2021).
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7.4 Manejo de bioseguridad

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas de los camarones, es probable
que resulte ventajoso establecer buenas practicas sanitarias y de bioseguridad, como la
mejora de las condiciones sanitarias y el cribado de las postlarvas, un buen manejo de
los reproductores, el empleo de postlarvas de alta calidad, incluido un riguroso control
en cuanto a la a tasa de alimentacion, una densidad de poblacion adecuada (Huynh et

al., 2023).

7.5 Calidad de agua

7.5.1 Influencia de Cationes en la salud de los camarones

Independientemente del contenido de salinidad, el perfil idnico del agua es una
variable que influye significativamente en la supervivencia de los camarones,
Valenzuela et al. (2017) plantea que las proporciones de los principales iones referidos
al potasio (K+), magnesio (Mg2+) y calcio (Ca2+) juegan un papel relevante para el
desarrollo de los organismos bajo cultivo, debido a que cuando la relacion idnica es
similar a la del agua de mar, se obtienen organismos con mejor desarrollo, indicando
que la proporcion de iones (Tabla 1) mayores fueron importantes para el crecimiento

y desempefio del camaron en cultivo.
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Tabla 1

Factores para la multiplicacién por salinidad (ppt) para dar concentraciones de
cationes equivalentes de agua de mar.

Concentraciones en agua de mar normal* (mg/L) Factor
Calcio (Ca*) 400 11.59
Magnesio (Mg*?) 1350 39.13
Potasio (K*) 380 11.01

Nota: *34.5 ppt salinidad, descrito por Boyd, 2018.

7.5.1.2 Calcio

7.5.1.2.1 Funcion bioldgica

El calcio (Ca*?) es un mineral sobresaliente debido a su importancia en el
funcionamiento correcto de los organismos eucariotas, donde estas funciones se
centran desde la sefializacién a nivel intracelular (CI) hasta la formacion de tejidos de
indole mineralizados, como pueden ser huesos y cuticulas. A nivel organico, la mayor
parte del Ca*? de todo el cuerpo alrededor de un 80% esta delimitado en depdsitos de
almacenamiento, referidos a cuticulas o caparazones, mientras que el porcentaje

restante se encuentra en depositos intercambiables (Wheatly et al., 2002).



7.5.1.2.2 Formacion del exoesqueleto

En el camaron, la primera linea de defensa en negatividad a la invasion de los
microorganismos patégenos 0 no, estd constituida por una estructura denominada
cuticula de caracteristica rigida y que actia como una barrera fisica; es decir, consiste
en un exoesqueleto fuerte que protege de dafios y ataques microbianos a la especie,
mismo exoesqueleto presenta en su composicion carbonato de calcio y proteinas, y
contribuye a diversos procesos fisioldgicos que estan ligados con la respuesta inmune

(Céarcamo et al., 2016).

El nivel de calcio en estanques de cultivo es un factor primordial en la
supervivencia y el desarrollo adecuado de las larvas de camaron. Debido a que el
magnesio, pero principalmente el calcio, participan conjuntamente en los procesos de
osmorregulacion, dando paso al proceso de la muda y a la formaciéon de los
exoesqueletos del crustaceo. Los niveles deficientes de este ion Ca+ en el agua, ademas
de retardar el crecimiento, pueden propiciar el desarrollo de animales con

exoesqueletos blandos o con dificultad para mudar (Rodriguez & Rolando, 2022).

El ciclo de muda en los crustaceos comprende las etapas denominadas:
postmuda, intermuda, premuda y culmina con la ecdisis (Da Silva et al., 2019). En la

postmuda hay digestion de gastrolitos para calcificacion de la cuticula y, el calcio
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restante requerido es tomado del agua por absorcidn branquial y por ingestion de la
exuvia y de alimento. En cambio, en la premuda, el calcio del exoesqueleto es
solubilizado desde la cuticula y transportado a las células, tejidos y 6rganos de
almacenamiento temporal, y el exceso se excreta por las branquias (Da Silva et al.,
2019). En la ecdisis, hay ingreso de agua, division celular, expulsion del viejo
exoesqueleto, formacion de la nueva cuticula que luego endurece por deposicion de

calcio y otros minerales, e incrementan el peso del animal (Ledn et al., 2021).

En la investigacion realizada por Leon et al. (2021), identifican que “los
camarones machos adultos de C. caementarius cultivados en agua con dureza total de
200 y 300 mg L™* incrementaron su frecuencia de mudas, en este caso hubo adecuada
calcificacion del exoesqueleto, crecieron mas en longitud y mantuvieron alta

supervivencia; contrario a lo sucedido en agua con dureza total de 100 y 400 mg L.

7.5.1.3 Magnesio

7.5.1.3.1 Funcion biolégica

El magnesio (Mg*?) es el divalente intracelular mas abundante, mismo que en
las larvas de camaron su presencia se encuentra principalmente en el exoesqueleto,

teniendo el papel central en varios procesos enzimaticos, incluyendo proteinas, lipidos,



metabolismo de carbohidratos, funciones tanto musculares, nerviosas y de
osmorregulacion (Figueroa et al., 2018). Relacionado en gran medida a la frecuencia
de muda por la participacion en la mineralizacién, siendo desfavorable cuando se
presentan los niveles inadecuados también para la supervivencia del organismo

(Harsha & Allen, 2020).

7.5.1.3.2 Magnesio y crecimiento larval

En aguas que presentan una baja salinidad, el ion magnesio se adiciona en forma
de silicato de magnesio, mismo que cumple funciones relevantes en la
biodisponibilidad de organismos como el fitoplancton y las diatomeas. En el caso de
las diatomeas, el Mg*? inicia la formacion de la pared celular, lo que es conocido como
frastula, esto se ve reflejado en el beneficio directo del crecimiento, la maduracion y el

engorde de las larvas, cuando se la utiliza como alimento (Vera & Mendoza, 2020).

7.5.1.4 Potasio

7.5.1.4.1 Funcion bioldgica

Toral (2017) expresa que el potasio (K™) es el principal macroelemento del

fluido intracelular que regula la presion osmoética intracelular y el equilibrio &cido-base



es requerido en la sintesis de glucégeno y proteina, asi como en la descomposicion

metabdlica de la glucosa.

Ademaés de ser importante para el equilibrio &cido-base y el mantenimiento de
los potenciales de membrana, el K*2 también juega un papel clave en la funcion
osmorreguladora, misma que es la principal funcion fisiologica de los crustaceos para

aclimatarse a un ambiente hipo salino (Liu et al., 2013).

El potasio beneficia a la supervivencia de L. vannamei. Al igual que el calcio,
es un mineral fundamental para la osmorregulacion y activacion de la bomba sodio
potasio para mantener los gradientes de concentracion en la membrana celular de los
animales, por lo que su ausencia limita el crecimiento y la supervivencia del camarédn

(Vera & Mendoza, 2020).

7.5.1.5 Alcalinidad

Entiéndase como alcalinidad a la capacidad del agua para neutralizar acidos y
mantener estables los niveles de pH (potencial de hidrogeno), esta mayormente
asociada con la existencia de iones como el bicarbonato (HCOs"), carbonato (COs*") y

en menor proporcion hidroxidos (OH™) (Pimentel et al., 2024).
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En el medio acuético, la alcalinidad juega un papel importante en la creacion
de condiciones Optimas para el desarrollo de organismos acuaticos como el camaron,
ya que afecta la cantidad de nutrientes disponibles y la eficiencia de la nitrificacion,
proceso que reduce la toxicidad de los compuestos nitrogenados (Gonzélez & Brown,
2017). De acuerdo con Gonzalez & Brown (2017), una alcalinidad de 250 mg/l o
superior es letal asi como un cambio rapido en el cuerpo de agua puede inducir una
muda prematura en los estadios larvarios, presentando diversas anomalias como colas

melanizadas.

7.6 Metodos de desinfeccion del agua de cultivo

Actualmente se estan utilizando varios métodos para evitar los patdgenos transmitidos
a los organismos y asi aumentar la produccion. Con el tiempo, se han empleado una
diversidad amplia de tecnologias; fisicas (0zono), quimicas (compuestos de cloro,
mezclas de perdxidos, compuestos de amonio cuaternario) y biotecnologicas (aceites
esenciales). Sin embargo, algunas de estas tecnologias no han sido adoptadas
plenamente por la industria de la acuicultura debido a inconvenientes como residuos
quimicos, inactivacion limitada, efectos adversos para los seres humanos o el medio

ambiente o toxicidad potencial (Korany et al., 2018).
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7.6.1 Acido hipocloroso

El agua electrolizada o electrolyzed water (EW) que contiene acido hipocloroso
(HOCI) se ha propuesto en los Gltimos afios como una alternativa innovadora frente a
los desinfectantes convencionales. Su obtencion se da mediante la electrolizacion de
electrolitos diluidos que generalmente contienen cloruro de sodio (NaCl) en una celda
de electrolisis, y el principal componente de inactivacion microbiana son especies de

cloro libre (Zhao et al., 2021).

7.6.1.2 Electrolisis del agua

La electro activacion de soluciones acuosas se basa en un fenémeno llamado
electrdlisis, cuando una solucién acuosa se somete a un campo eléctrico externo, se
forman especies cargadas que migran hacia el electrodo de carga opuesta. Se producen
dos procesos; uno de oxidacion y otro de reduccidn (Shirahata et al., 2012). En el agua
o0 en cualquier solucion acuosa, se produce una reaccion de reduccion en el electrodo
cargado negativamente llamado "catodo" y los electrones (e°) del catodo se donan a
iones cargados positivamente, como el hidrogeno. En el electrodo con carga positiva,
Ilamado &nodo se produce una reaccion de oxidacion, en este caso, los electrones libres

migran al anodo (Aider et al., 2012).
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La electrolisis requiere energia externa para efectuar la descomposicion del
agua o soluciones acuosas en sus componentes basicos, esta energia es proporcionada
por un campo eléctrico aplicado entre los electrodos, superando la barrera energética
necesaria para las reacciones de oxidacion y reduccion. Segun la ecuacion de Nernst,
“la energia libre para la electrolisis del agua es mayor que cero, el proceso es
termodinamicamente desfavorable sin energia afiadida y al aplicar un voltaje externo
de 1,23 V a temperatura y presion estandar, se proporciona suficiente energia para
inducir la reaccidon y generar productos como hidrégeno y oxigeno” (Shirahata et al.

2012, p. 6).

7.6.1.3 Mecanismo de accién

La inactivacion microbiana subyacente como resultado de la guerra electrddica
que aln no se comprende completamente. Sin embargo, se ha desarrollado un modelo
que explica aproximadamente los mecanismos germicidas del agua electrolizada
(Figura 7), en primer instancia, el HCIO puede penetrar la bicapa lipidica de la
membrana celular mediante difusién pasiva debido a su neutralidad eléctrica y tamafio

molecular (Fukuzaki, 2006).

Por otra parte, Cheng et al. (2016), informaron que la superficie bacteriana

cambio6 de lisa, contigua y brillante a rugosa, después del tratamiento con agua
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electrolizada. También, Ding et al. (2020) informaron que el tratamiento alterd la
permeabilidad de la membrana celular al dafiar las proteinas de la membrana, penetrar
en las células y provocar que las inclusiones celulares se agruparan, lo que provocé
fugas de potasio K*, ADN y proteinas. Por otra parte Yan et al. (2021) manifiestan que
el agua electrolizada (EW) podria inducir a los microorganismos a transferirse a otros

estados fisioldgicos, como la lesion subletal y el estado viable pero no cultivable.

Figura 7

Mecanismos de accién del agua electrolizada (EW) sobre microorganismos.
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Nota: ClIO —, Cl — y OH — atacan Gnicamente la pared celular y la membrana externa de la célula. El
HOCI puede penetrar la bicapa lipidica de la membrana celular, mientras que EW ataca diferentes
blancos celulares, incluidos el citodermo, los componentes intracelulares y la membrana externa.
Extraido de Yan et al. (2021).
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Area de estudio
La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de larvas de camardn

ACUATECSA - TEXCUMAR S.A (Figura 8) en lacomuna San Pablo del cant6n Santa

Elena, provincia de Santa Elena, Ecuador.
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Nota: Recuadro color amarillo representa el sitio de analisis del primer ciclo, color azul
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ciclo.



8.2 Disefo experimental

Se llevaron a cabo tres ciclos de produccion para los analisis de iones de calcio
(Ca*?), magnesio (Mg*?), potasio (K*) y alcalinidad, asi como también la deteccion de
patégenos emergentes mediante las PCR, donde cada ciclo comprendid 22 dias. Para
ello en primera instancia se hizo uso de un tanque circular de 1000 litros, donde se
mezcld el agua de mar y el &cido hipocloroso, en concentraciones y tiempos
establecidos por la empresa (4 litros de HCLO por cada 1000 litros de agua de mar).
Posteriormente el agua fue almacenada en reservorios y distribuida a los tanques de

cultivo.

Para realizar los analisis de iones y patdgenos emergentes se emple6 4 tanques
con una capacidad de 20 toneladas cada uno, cuya cobertura es de linears, donde cada
tanque de cultivo de larvas de camarén estuvo con 15 toneladas de agua previamente
tratada con &cido hipocloroso, manteniendo una cantidad de siembra de 3"800 000

larvas por tanque (Figura 9).

Figura 9
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Representacion del panorama de analisis.
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Nota: La figura izquierda muestra el proceso de obtencion del agua de cultivo
electrolizada y la figura de la derecha estd basada en la coleccion de muestras de
organismos para analisis ionico y las pruebas de PCR.

8.3 Trabajo de campo

8.3.1 Recoleccion de las muestras

La obtencidn de las muestras de agua para el analisis ionico se colecto en horas
de la mafiana 08:00 A.M, en los tanques de cultivo desde el primer estadio en Nauplio
(V), seguido por Zoea (1), Mysis (Il) y Postlarva (I1), donde en la recoleccion de
muestra se tomo6 100 ml de agua en recipientes de plastico estéril de 150 ml, haciendo
un arrastre horizontal a una profundidad de 50 cm. Posteriormente las muestras se las
etiquetd con adhesivos, se las almacend en una hielera y fueron transportadas al area

del laboratorio de bacteriologia.
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De los estadios larvarios antes descritos para realizar el analisis de patgenos,
se extrajo una muestra de 1 gramo de larvas de camarén colectadas con ayuda de una
red fina de 200 micras y se la colocé en fundas transparentes de 500 ml, con 250 ml de
agua del tanque, se las rotul6 y fueron guardadas en una hielera con el propdésito de

mantener una temperatura de 30°c para los posteriores analisis.

8.4 Trabajo de laboratorio

8.4.1. Concentracion de los iones Ca*™?, Mg*?, K* y alcalinidad

La determinacion de la concentracion de los iones de las muestras de la columna
de agua antes descritas, se analizaron haciendo uso del espectrofotometro YSI -9300,
donde la base para la metodologia de iones es el uso de 9 ml de agua de las muestras y
1 ml de agua desionizada, en la cual se afiaden catalizadores o pastillas que hacen
reaccion segun el ion a analizar, haciendo uso de 2 tubos de ensayo de vidrio con un

volumen de 10 ml, donde uno de ellos es la muestra control o blanco.

Los resultados obtenidos en el espectrofotometro YSI-9300 se reflejan en la
pantalla del equipo, estos datos se registraron en la bitacora respectiva y posteriormente
se los transfiri6 a formato Excel para analizar los valores y determinar si dichos iones

se encuentran alterados ante el tratamiento con el acido hipocloroso.
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8.4.1.2. Calcio

Para la obtencion de calcio se empled 20 ml de agua problema (muestra), y fue
distribuida en 2 tubos de vidrio de 10 ml, donde al tubo que no es blanco se le adiciond
una pastilla (Calcicol No 1). Posteriormente se trituré con el uso de bastoncillos
plasticos y se afiadié una segunda pastilla Calcicol No 2, se procedié nuevamente a

triturar y se dejé reposar durante dos minutos.

Para la lectura en el espectrofotdmetro se marcé primero el blanco en el equipo
configurando la opcion de calcio, donde la lectura se registr6 como blanco y posterior
a esto se coloc6 el segundo tubo y se puso a correr el resultado, esto dio los valores de

calcio en unidades de mg/L.

8.4.1.3. Magnesio

Para la obtencidn de los valores del ion magnesio se realizaron dos diluciones,
en donde al primer tubo se le colocé 9 ml de agua desionizada y 1 ml de muestra; se
homogenizo6 con ayuda de la jeringa. Posteriormente, en un segundo tubo, se coloco 1
ml de muestra del primer tubo y se afiadié 9 ml de agua desionizada y se procedi6 a
homogeniza, en un tercer y cuarto tubo se adiciond 1 ml de muestra del segundo tubo

con 9 ml de agua desionizada. El cuarto tubo se utilizé como control o blanco y el tercer
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tubo fue de lectura, es decir se le adicion6 la pastilla Magnecol, la cual se triturd y
disolvio dentro del tubo de muestra; se deja reposar durante 5 minutos. Luego se puso
el tubo de control en el equipo YSI en la opcién Magnessium, se realiz6 la lectura del
blanco y posteriormente se colocé el tubo de muestra y se obtuvo el resultado de Mg*?

en el agua en unidades de mg/L.

8.4.1.4. Potasio

Para la obtencidn de los valores del ion potasio se realizé una dilucion en donde
al primer tubo se colocé 9 ml de agua desionizada y 1 ml de muestra; se homogeniz6
con ayuda de la jeringa; en un segundo Y tercer tubo se colocé 1 ml de muestra del
primer tubo con 9 ml de agua desionizada, se procedié a homogenizar. El tercer tubo
se empled como control o blanco y el segundo tubo fue de lectura, es decir, se le
adiciond la pastilla Potassium, la cual se tritur6 y disolvié dentro del tubo muestra, la
lectura se la realiza al instante. Se colocé el tubo de control en el equipo YSI en la
opcidén Potassium, se realizé la lectura del blanco y posteriormente se coloc el tubo

de muestra y se obtuvo el resultado de K* en el agua en unidades de mg/L.
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8.4.1.5. Alcalinidad

Para la obtencion de los valores de alcalinidad se empleé 20 ml de agua
problema (muestra), y fue distribuida en 2 tubos de vidrio de 10 ml, donde al tubo que
no es control se le adiciond una pastilla (alkaphot), se tritur6 con el uso de bastoncillos
y se dejé actuar durante 1 minuto. Para la lectura en el espectrofotometro se colocd
primero el blanco en el equipo configurando la opcidn alcalinidad, donde la lectura se
registré como blanco y posterior a esto se coloco el segundo tubo y se puso a correr el

resultado, esto mostro los valores de alcalinidad en unidades de mg/L.

8.4.1.6. Diluciones

Debido a que se realizaron diluciones en la metodologia, al tabular los datos es
necesario multiplicar por un factor para poder obtener el valor real del ion analizado.
Por lo tanto, para la dilucion magnesio y potasio se multiplicé por un factor de 1000 y
100, mismos que estan descritos en el manual del uso del espectrofotometro de la

empresa.
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8.4.2. Deteccion de patdgenos emergentes

8.4.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir del método de aislamiento fenol-cloroformo

descrito por Betancourt et al. (2017):

En tubos de eppendorf estériles de 1.5 ml previamente cargados con 650
pl de buffer y SDS al 10% se coloc6 una cantidad de 0,5 g de pool de
muestra.

Para el caso de AHPND al tratarse de un bacteria con la micropipeta
LABNET se extrajo 1000 ul de muestra de cultivo liquido en agar TCBs
que fueron colocados en tubos Eppendorf de 1.5 ml, posteriormente se
centrifugd por 3 minutos a 10 000 rpm y luego finalizada la accion se
desechd el sobrenadante, al pellet restante se le adiciond 650 pl de buffer
de lisis con SDS. Para ambos casos, se llevo a agitacion mediante vortex y
se incubo por 30 minutos a bafio Maria (60 °C).

Culminada la etapa, para la separacion de lipidos y proteinas se adiciond
600 ul de fenol, el tubo se colocé al vortex por 10 segundos y se centrifugo
a 12 000 rpm por 2 minutos, se extrajo 300 ul de sobrenadante.
Posteriormente se adiciond 1 volumen de cloroformo, agitando en vortex
y centrifugando a 13000 rpm por 2 minutos. Se volvidé a extraer el

sobrenadante en un nuevo tubo adicionando 2.5 volimenes de etanol frio
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al 100% y 200 pl de acetato de amonio, centrifugando a 13 000 rpm por 3
minutos.

o Después se elimind el sobrenadante de los tubos y se adicion6 400 pl de

etanol frio al 70% centrifugando a 10000 rpm por 2 minutos.

e Finalmente el pellet fue secado a 45°C durante 2 horas y suspendido en 50

pl de agua ultra pura Mili-Q.

8.4.2.2 Analisis de PCR

Para el diagndstico de la infecciones de WSSV, IHHNV y AHPND, se analizé
el material genético almacenado a -20°C por PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa), con iniciadores de Kimura et al. (1996) para WSSV, iniciadores
propuestos por Quéré et al. (2006), para IHHNV e iniciadores AP4-F/R desarrollados
por Sritunyalucksana et al. (2015) para AHPND. La mezcla de reaccién de PCR estuvo
compuesta por: 200 ul buffer PCR (1x), MgCI2 (3 mM), dNTPs (0.2 mM), iniciadores,
Taq DNA polimerasa (Invitrogen ®), agua Mili-Q y 200 ul ADN extraido. Las
amplificaciones se realizaron en un equipo termociclador denominado Applied

Biosystems (Betancourt et al., 2017).

En cuanto a las alicuotas de los productos de PCR fueron revelados mediante

la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% suplementado con 3 ul de
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tincion SYBR® Safe de la marca Invitrogen, con una demanda eléctrica de 100 V
durante 30 minutos. Para la observacion de los productos amplificados se emple6 un

trans-iluminador con luz ultravioleta.

8.5 Supervivencia

Para evaluar el rendimiento del acido hipocloroso en agua de cultivo, se calcul6
el indice de supervivencia de las larvas de camardn en estadio de post larva VIII,
empleando la siguiente formula matemética que nos dard el siguiente indicador

(Membrefio et al., 2014):

S . o Cantidad cosecha 100
upervivencia = Cantidad sembrada x

Para el conteo se pes6 1 gramo de larvas y posteriormente se contd los
organismos. Se hicieron 5 réplicas. Posteriormente se hizo una relacién final con el

peso total cosechado y se aplicd la formula antes descrita.
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8.6 Analisis estadisticos

En primera instancia para la recoleccion y almacenamiento de los datos base se
empled el programa Excel 365, haciendo uso de una matriz que luego fue exportada al
programa Minitab Statistical Software version 19.0. donde a cada variable se le realiz6
una estadistica descriptiva para tener una vision general de los datos. Posteriormente
se realiz0 pruebas de normalidad, seguido de un Anova con Tukey para datos

paramétricos y en no paramétricos se empleo la prueba de Kruskall-Wallis.

9. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

9.1 Concentracién de iones

Se midieron las concentraciones de iones y alcalinidad en el agua de cultivo
tratada con 4&cido hipocloroso, el calcio, magnesio y potasio presentaron una
decadencia en sus valores descritos en mg/l (Figura 10, 11, 12) y la alcalinidad
manifestd valores en aumento (Figura 13), conforme trascienden los estadios larvarios,
donde las pruebas estadisticas de Tukey (Anexo 8) y Kruskal-Wallis (Anexo 9)

muestran las diferencias entre las medias de cada grupo.

Figura 10
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Nota: Los datos fueron colectados en diferentes estadios larvarios, donde cada linea representa un ciclo
de anélisis, con un tamafio de cuatro muestras por estadio.

En la figura 10 se ilustran las concentraciones en mg/l de calcio en el agua de
cultivo en las diversas etapas larvarias durante los tres ciclos de analisis, mismos
valores que van presentando una disminucion gradual del ion calcio conforme avanzan
los estadios larvarios, resaltando el ciclo 1 que mantiene concentraciones de calcio méas
altas en todos los estadios, seguido por el ciclo 3y el ciclo 2, este Gltimo muestra las
concentraciones mas bajas, donde la concentracion pasé de 104.25 mg/L en el estadio
de Nauplio V a 88.25 mg/L para el estadio de Postlarva Il. La decadencia de patrén
similar en los tres ciclos de andlisis podria estar relacionada al tratamiento previo con
acido hipocloroso al agua de cultivo presentado influencia en los iones de calcio

presentes.
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Figura 11

Fluctuacion del ion Magnesio.
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Nota: Los datos fueron recolectados en diferentes estadios larvarios a partir de tres ciclos de analisis.
Cada linea corresponde a un ciclo de analisis.

La figura 11 muestra la concentracion en mg/l del ion magnesio misma que
presenta variaciones en cada estadio larvario, presentando en el ciclo 1 para el estadio
de Mysis Il concentraciones que pasan de 2237 mg/l a 1925 mg/l en el estadio de
Postlarva Il, donde la oscilacion en la concentracion tiende a caer en una pendiente
pronunciada. Asi mismo el ciclo 2 y 3 presentan la mayor diferencia dentro de estos
dos estadios. Cabe recalcar que durante los tres ciclos se visualiza un patrén semejante

en cuanto a la tendencia de disminucién del ion en analisis.

Figura 12
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Fluctuacion del ion Potasio.
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Nota: Los datos fueron recolectados en diferentes estadios larvarios a partir de tres ciclos de analisis, las

lineas muestran ciclos independientes.

La Figura 12 visualiza las concentraciones del ion potasio (K*) en cada uno de
los estadios larvarios en agua de cultivo tratada con acido hipocloroso, donde cada linea
representa un ciclo en especifico, la tendencia de cada uno de los ciclos tiende a
disminuir conforme avanzan los estadios larvarios. Se observa que en el ciclo 3 del
estadio de Nauplio presenta concentracion de 447 mg/l y disminuye a 427 mg/l para el
estadio de Mysis, teniendo el rango mas amplio con respecto al ciclo 1 (442 mg/l ; 433

mg/l) y el ciclo 2 (475 mg/l; 470 mg/l) que visualizan concentraciones mas estables.
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Figura 13

Fluctuacion de los niveles de alcalinidad.
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Nota: Los datos fueron recolectados en diferentes estadios larvarios a partir de tres ciclos de analisis,

con un tamafio de cuatro muestras por estadio.

La figura 13 muestra los niveles de alcalinidad en concentraciones de mg/l, en
los estadios larvarios respectivos, manifestando valores en aumento desde Nauplio V
hasta el pico mas alto en Postlarva 1. Donde el mayor aumento en la concentracion de
Alcalinidad se daen el ciclo 1 (118 mg/l a 146 mg/l) en los estadios antes mencionados.
Manteniendo concentraciones estables durante los estadios de Nauplio V' y Zoea 11, en

los tres ciclos de analisis.
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9.2 Salud de las larvas de camardn

Las pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), mostraron una
negatividad universal, presentado los controles (c-) negativo destacando que no
existieron productos de contaminacion, a excepcion de los controles positivos con un
producto amplificado caracteristico de los cebadores empleados que fueron migrados
en el gel de electroforesis para los tres patdgenos evaluados WSSV, IHHNV y AHPND.
Indicando la ausencia de infecciones virales y bacterianas en los estadios de Nauplio

V, Zoea I, Mysis Il y Postlarvas I1.

Figura 14

Amplificacién en gel de agarosa al 1.5% utilizando los iniciadores especificos para
WSSV.

Nota: Se procesaron dos controles positivos y un control negativo. EPM = Estandar de peso molecular
(Gene Ruler 100 pb DNA Ladder).
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La figura 14 muestra los productos amplificados para la deteccion del patégeno
WSSV, donde los carriles del nimero 1 al 4 no presentan material amplificado, los
carriles C+ siendo los controles positivos, mismos en los que se observa un producto
amplificado de 310 pb en referencia a que se situé al medio del tercer amplicon del
carril EPM y el carril C-, control negativo de igual forma no muestra productos

amplificados, lo que garantiza que no existi6é productos de contaminacion.

Figura 15

Amplificacion en gel de agarosa al 1.5% utilizando los iniciadores especificos para

IHHNV.

Nota: Se procesaron dos controles positivos y un control negativo. EPM = Estandar de peso molecular

(Gene Ruler 100 pb DNA Ladder).
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La figura 15 muestra el gel de electroforesis para la deteccion del patégeno
IHHNV, donde los carriles del 1 al 4, fueron cargados con el material genético, mismos
no presentan productos amplificados por ende las muestran estuvieron libre del virus,
para los carriles C+ como controles positivos se observa un producto amplificado de
309 pb en referencia a que se situd sobre el tercer amplicon del carril EPM. Y el carril
C- como control negativo no muestra amplificacién lo que sugiere que no existio

productos de contaminacion en los resultados.

Figura 16

Amplificacion en gel de agarosa al 1.5% utilizando los iniciadores especificos para

AHPND.

C+ C- EPM

Nota: Se procesaron dos controles positivos y un control negativo. EPM = Estandar de peso molecular
(Gene Ruler 100 pb DNA Ladder).
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La figura 16 muestra los productos amplificados para la deteccion del patégeno
AHPND, donde los carriles del nimero 1 al 4 no presentan material amplificado, los
carriles C+ siendo los controles positivos se observa un producto amplificado de 230
pb en referencia a que se situd del tercer amplicon del carril EPM, caracteristico de los
iniciadores empleados y el carril C-, control negativo de igual no muestra productos
amplificados, lo que garantiza que no existio productos de contaminacion en los

analisis.

9.3 Supervivencia larvaria

A través de la prueba paramétrica de Tukey (tabla 2) se afirmd la uniformidad
de los valores obtenidos, no siendo estadisticamente diferentes manifestando un valor
p 0,620 con lo que se pudo argumentar que el agua de cultivo electrolizada no presento6

un impacto en la supervivencia de las larvas de camaron.

Tabla 2. Prueba de Tukey.

CICLO N Media Agrupacion
1 4 84,00 A
3 4 8275 A
2 4 81,25 A

Nota: las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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La evaluacion de la tasa de supervivencia de las larvas de camardn expuestas al
agua de cultivo tratada con acido hipocloroso reveld un porcentaje de supervivencia
detallada a continuacion durante los tres ciclos de produccion (84 + 3,91; 81,25 + 2,98;

82,75 + 4,57).

10. DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que el agua de cultivo tratada con acido
hipocloroso (HCIO) influy6 significativamente en los parametros fisicoquimicos del
agua de cultivo, evidenciandose una disminucidn progresiva en las concentraciones de
calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?) y potasio (K*), mientras que la alcalinidad aument6 a
lo largo de los estadios larvarios. Estos resultados son consistentes con los descritos
por Rodriguez & Rolando (2022), quienes sefialan que los cambios en los niveles de
cationes pueden deberse a reacciones quimicas inducidas durante el proceso de

oxidacién del agua.

La alcalinidad en el presente estudio aumentd desde 102 mg/L en Nauplio hasta
137 mg/L en Postlarva, coincidiendo con lo descrito por Vera & Mendoza (2020),
quienes destacaron que este incremento estabiliza el pH del agua, reduciendo el estrés

larvario y mejorando las condiciones de cultivo.
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Los resultados negativos de las pruebas de PCR para los patogenos WSSV,
IHHNV y AHPND reflejan la efectividad del agua de cultivo electrolizada en los
sistemas de cultivo larvario de Penaeus vannamei, donde estudios previos, como el de
Liu et al. (2024), han demostrado que el agua electrolizada puede eliminar bacterias
patdgenas como Vibrio parahaemolyticus, sin comprometer la calidad del agua,
respaldando los hallazgos del presente estudio. Ye Zhangying et al. (2014) también
reportaron el amplio espectro bactericida del HCIO, atribuyéndolo a su fuerte accion

desinfectante sobre la superficie del camardn.

El efecto combinado bactericida y viricida del agua electrolizada es superior al
de los desinfectantes quimicos convencionales, como lo destacd Kasai et al. (2000),
respaldando los datos obtenidos en el presente estudio, donde las pruebas de PCR no
mostraron material genético amplificado en las muestras, a excepcion de los controles
positivos, lo que confirma la ausencia de contaminacion por agentes virales y
bacterianos. Pattama & Naruemon (2014) también destacan la capacidad del agua

electrolizada prevenir patdgenos y mejorar la calidad del agua en cultivos acuicolas.

Por otro lado, los estudios de Takeda et al. (2021) reportaron una actividad

viricida del 40% en cultivos tratados con HCIO, mostrando alteraciones en el genoma
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viral detectadas mediante PCR. Aunque en nuestro estudio no se detectan
amplificaciones virales, se indica una eliminacion completa de los agentes patdgenos,

obteniendo Unicamente un rango de 200-300 pb en los controles positivos.

La supervivencia larvaria en nuestro estudio fue del 84% ,81% y 82%, lo que
demuestra que la aplicacion controlada de HCIO no solo mejora la calidad del agua al
eliminar contaminantes y microorganismos dafiinos, sino que también proporciona un
ambiente estable para el desarrollo larvario. Park et al. (2004), destacaron que bajas
concentraciones de HCIO previenen eficazmente la mortalidad en cultivos de camarén,

resultados que son consistentes con nuestras observaciones.

Israel & Stanislaus (2023) informaron que concentraciones de HCIO a 1 ppm
no afectan la supervivencia de las larvas, mientras que Yeh et al. (2012) reportaron
mortalidades variables (0%, 12%, 27%, y 42%) en Zoea de camardn cultivada en agua
electrolizada. Datos semejantes con los resultados de supervivencia del 82% obtenidos

en el presente estudio.
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

11.1 Conclusiones

El agua de cultivo tratada con &cido hipocloroso presentd disminucion gradual
de los iones Ca+2, Mg+2, K+, excepto la alcalinidad que mostrd valores en
aumento a medida que avanzan los estadios larvarios. Estos resultados sugieren
que el &cido hipocloroso tiene un impacto significativo en el equilibrio ionico

del agua de cultivo.

Las pruebas de PCR resultaron negativas para los patogenos WSSV, IHHNV y
AHPND en todos los estadios larvarios, lo que indica una adecuada prevencion
de enfermedades virales y bacterianas en los cultivos con agua electrolizada.

Los datos de supervivencia mostraron valores porcentuales altos y estables
durante los ciclos de analisis, lo que sugiere que el acido hipocloroso ejerce una
influencia positiva en la salud larvaria que permite tasas de supervivencia
Optimas.
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11.2 Recomendaciones

Ajustar la concentracion de acido hipocloroso segun sea necesario para las
diferentes etapas larvarias y asi poder mantener el equilibrio idnico 6ptimo y

evitar cambios que puedan ser perjudiciales para el desarrollo larvario.

Continuar con el uso del agua de cultivo electrolizada como medida preventiva
ante patogenos y reforzar los protocolos de bioseguridad, mismos que incluyen

pruebas periddicas y pre-ensayos con patdgenos nuevos.

Realizar evaluaciones regulares con equipos de alta precision para medir
concentraciones ionicas y la densidad real de organismos en el agua,

permitiendo ajustes inmediatos basados en los resultados de supervivencia.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Bitacora de recoleccién de datos

FECHA: ESTADIO:
Ca+? - Mg+? K+ Salinidad
BASE | N° TANQUE Alcalinidad ORP (Mv H Temp. (°c
(mg/) (mg/) | mgny | O] PR oo | TEmP- ()

Anexo 2. Parametros fisico quimicos de muestras de agua tratadas con acido

hipocloroso en tiempo 0 (Instante).

ORP (Mv) pH- SALINIDAD (ppt) | TEMPERATURA (°C)
730 8,11 32,2 24
675 8,15 32,3 28
640 8,17 34,1 24
620 8,2 34,3 27,6
700 8,2 34 24
680 8,33 34,4 24.8
690 8,28 33,9 24,2
680 8,1 34 26,1
700 9 33,4 26,7
703 8,3 32 22,4
640 8,7 32,1 25,6
690 8,6 32,5 24,6

Anexo 3. Parametros fisico-quimicos del agua de cultivo por estadios larvarios.
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Salinidad | Temperatura
ORP (W) PH (pPM) cc)
190 8,2 34 31
188 8,2 33,6 3
183 8,2 33,5 31
185 8,2 33 31
195 8,5 30,5 3
NAUPLIO ¥ 195 8,5 30,5 31
197 8,5 30,5 31
197 8,5 30,5 31
243 8,1 32,5 30,6
240 8,1 32 30
237 8,1 32,7 3
228 8,1 32,5 32,7
188 8,2 33,2 33,5
185 8,2 33,4 33,2
178 8,2 33,4 32
180 8,2 33,4 3
189 8,2 30 3
187 8,2 30 3
ZOEAII 187 8,2 30 32
178 8,2 30 33
198 8,28 32,8 30,9
200 8,18 32,3 32,1
210 8,13 32,3 30,6
200 8,15 32,6 30,3
180 8 30 36
167 8 30 3
197 8 30 32,7
180 8 30 33,5
167 8 30 29
187 7,8 30 29
MYSIS I 174 8 30 30
159 8 30 30
232 7,87 30,8 281
236 7,85 31 27,3
228 7,83 33 28,4
234 7,6 3 27,8
257 8,1 29 33,8
254 8,1 29 34
250 8,1 30 34
248 8,1 30 3
403 8,5 30,8 30
381 7,9 30,7 30
POSTLARVA Ii 0 : = o
388 8 30,6 30
238 7.8 331 28
239 7,9 33 285
241 7,9 33 28
245 7,9 33 281

Nota: El color es distintivo de cada ciclo de produccion.
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Anexo 4. Practica de andlisis de iones empleando espectrofotometro YSI-9300.

Anexo 5. Diluciones 1/9 para lectura de muestras.
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Anexo 6. Practica de extraccién de ADN.

Anexo 7. Migracion de material genético en cdmara de electroforesis.
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Anexo 8. Pruebas estadisticas de Tukey en iones calcio, magnesio y potasio.

Calcio Magnesio
ORDEN N Media Agrupacion . .
1 12 107.08 A ESTADIO LARVARIO N Media Agrupacion
NAUPLIO 12 25583 A
2 12 10292 A B ZOEA ] 12 24250 A
3 12 8867 B MYSIS Il 12 22292 B
4 12 8308 C POSTLARVA I 12 18833 C
Potasio
ESTADIO LARVARIO M  Media Agrupacion
MAUPLIO W 12 45500 A
ZOEA 12 44375 A B
WYSIS I 12 422,50 B
POSTLARVA 12 388,75 C

Nota: las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 9. Pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis en alcalinidad.

Alcalinidad

Prueba

Hipdtesis nula Ha: Todas las medianas son iguales
Hipotesis alterna  Hi: Al menos una mediana es diferente

Método GL ValorH Valorp
Mo gjustado para empates 3 35,64 0,000
Ajustaco para empates 3 36,18 0,000

Nota: Hay diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de los grupos
analizados.




