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RESUMEN

La camaronicultura, se enfrenta a elevadas tasas de mortalidad en sus cultivos por causa
de vibirosis, generado grandes pérdidas econdmicas a la industria acuicola. Ante este
problema, el presente proyecto tuvo como objetivo determinar la factibilidad de utilizar
artemia bioencapsulada con extractos de microalgas/macroalgas administradas a larvas
de camaron para evaluar la respuesta de supervivencia contra infeccion con Vibrio
parahaemolyticus. Se realizaron encuestas a técnicos, gerentes y duefios de laboratorios
de larvas de camardn para conocer los estadios en los que presentan problemas de
patégenos bacterianos. El disefio experimental se realizé con cuatro tratamientos y uno
de control (artemias no enriquecidas). Se evalué la respuesta de supervivencia de larvas
P. vannamei alimentadas con A. franciscana enriquecida con dos extractos de
macroalgas y dos extractos de microalgas durante la infeccion con V. parahaemolyticus.
Los resultados de respuesta a la supervivencia para todos los tratamientos de
enriquecimiento fueron significativamente superiores en comparacion al control. Los
tratamientos empleando Macroalga 1, Microalga 1 y Microalga 2 tuvieron proteccion
frente a V. parahaemolyticus con tasas de supervivencias mayores al 90% y el
tratamiento empleando Macroalga 2 supervivencia mayores al 70%, comparado con el
control (14%). En el presente proyecto se logré determinar que, es técnicamente posible
la bioencapsulacion de las algas marinas en A. franciscana, para el control efectivo de

V. parahaemolyticus en larvas P. vannamei.

Palabras Clave: Artemia franciscana, bioencapsulacién, extractos de microalgas,

extractos de macroalgas, larvas Penaeus vannamei, Vibrio parahaemolyticus, vibriosis.



ABSTRACT

Shrimp farming faces high mortality rates in its culture due to vibirosis, generating large
economic losses for the aquaculture industry. Given this problem, this project aimed to
determine the feasibility of using bioencapsulated brine shrimp  with
microalgae/macroalgae extracts administered to shrimp larvae to evaluate the survival
response against infection with Vibrio parahaemolyticus. Surveys were conducted to
technicians, managers and owners of shrimp hatcheries to find out the stages in which
they present problems of bacterial pathogens. The experimental design was carried out
with four treatments and one control (unenriched brine shrimp). The survival response of
P. vannamei larvae fed with A. franciscana enriched with two macroalgae extracts and
two microalgae extracts during infection with V. parahaemolyticus was evaluated.
Survival response results for all enrichment treatments were significantly superior
compared to control. The treatments using Macroalgae 1, Microalgae 1 and Microalgae
2 had protection against V. parahaemolyticus with survival rates greater than 90%, and
the treatment using Macroalga 2 showed survival rates greater than 70%, compared to
the control (14%). In this project, it was possible to determine that it is technically possible
to bioencapsulate seaweed in A. franciscana for the effective control of V.

parahaemolyticus in P. vannamei larvae.

Keywords: Artemia franciscana, bioencapsulation, microalgae extracts, macroalgae

extracts, Penaeus vannamei larvae, Vibrio parahaemolyticus, vibriosis.
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TSB: Tryptic Soy Broth
H: Hematoxilina

E: Eosina



SIMBOLOGIA

g: Gramo

L: Litro

M: Micro

°C: Temperatura en grados centigrados
UFC: Unidades Formadoras de Colonias
mL: mililitro

pmol: Micromol

pum: Microgramo

pL: Microlitro

ppm: Partes por millén
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El camaron de cultivo es el primer producto de exportacion no petrolero del Ecuador
(Banco Central del Ecuador, 2022). Esta industria se ha caracterizado por la alta
rentabilidad y crecimiento continuo; sin embargo, la alta demanda internacional del
camaron provoca la intensificacion de los cultivos, lo que incrementa las probabilidades
de alteraciones ecoldgicas, y consecuentemente el incremento de enfermedades en los

sistemas de produccion.

Las enfermedades de camardn de cultivo son principalmente de origen viral y bacteriano,
lo que ha provocado importantes pérdidas econdémicas (Rojas, 2017). La vibriosis es una
enfermedad de camardén de cultivo provocada por bacterias del género Vibrio. La
enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) es una de las vibriosis de
mayor preocupacion en el cultivo de camarén, y es causada por la accion de las toxinas
Pir Ay Pir B, secretadas por cepas patdgenas de bacterias, principalmente de la especie

Vibrio parahaemolyticus (Santos, y otros, 2020).

El método tradicional para tratar las enfermedades bacterianas en acuicultura ha sido la
aplicacion de antibiéticos. Sin embargo, su uso no es recomendado por la amenaza
mundial de resistencia a antimicrobianos, y el riesgo de transferencia de los genes de
resistencia a las bacterias del medio circundante al cultivo. En este contexto, el desarrollo
de alimentos funcionales o de nueva generacion que contienen aditivos de origen natural
es una alternativa a los antibiéticos. Estos tipos de alimentos, ademas de satisfacer los
requerimientos nutricionales para un buen crecimiento de los camarones, buscan
mejorar las funciones fisioldgicas de un organismo para hacer frente a patégenos

oportunistas y emergentes (Alvidrez, Gonzalez, & Jiménez, 2002).

Particularmente, en las dos ultimas décadas ha aumentado el interés por el uso de
diversos extractos de algas como agentes terapéuticos o profilacticos en la acuicultura
por la amplia variedad de metabolitos activos con propiedades antibacterianas,

antivirales y antioxidantes (Osuna, et al., 2017).



Por otro lado, los nauplios de artemia se utilizan como vehiculos para transferir
componentes especificos como nutrientes esenciales (vitaminas, acidos grasos, etc.),
vacunas, probioticos, antibidticos y sustancias antimicrobianas a los animales acuéticos
cultivados, denominandose a este proceso como “enriquecimiento de la artemia" o

"bioencapsulacion” (Nikapitiya, Dananjaya, Lakmal, & Lee, 2020).

1.1. Descripcion del problema

A pesar de que la industria camaronera es una de las actividades mas productivas en
muchos paises en vias de desarrollo, uno de sus problemas es la elevada tasa de
mortalidad causada por diversas enfermedades. Algunas de estas enfermedades estan
asociadas a vibriosis, que son infecciones bacterianas causadas por bacterias patdégenas
del género Vibrio. Los brotes epidémicos de vibriosis se caracterizan por la aparicién en
el camaron de anorexia, inactividad, baja tasa de crecimiento y necrosis muscular, entre
otros signos externos (Viera, 2017). Estas enfermedades ocasionan una baja tasa de

crecimiento y mortalidad, impactando a la industria del camarén (Biomin, 2022).

Los antibi6ticos han sido utilizados habitualmente como tratamiento para distintos tipos
de vibriosis, y aunque algunos de estos productos pueden reducir la incidencia de la
mortalidad, su mal uso ha provocado la aparicion de bacterias resistentes (Viera, 2017).
En consecuencia, uno de los mayores retos para la cria de camarones es el tratamiento
adecuado de infecciones bacterianas, ya que el uso de antibiéticos contribuye a la

amenaza global de aparicion de bacterias multi resistentes a antibioticos.

Los alimentos funcionales para camarones de cultivo se han desarrollado como una
alternativa al uso de antibidticos. Esta clase de alimentos contienen aditivos que
disminuyen la virulencia de patégenos o mejoran alguna respuesta fisiolégica de los
camarones, tales como incremento de larespuesta inmune. La forma como estos
aditivos son incorporados a las dietas de camaron es mediante la microencapsulacion.
Sin embargo, el proceso requiere de alta tecnologia con la cual no se cuenta en el

Ecuador.

Por otro lado, las macroalgas y microalgas son una promesa para el tratamiento de

vibriosis porque contienen compuestos de distinta naturaleza con propiedades bioactivas



contra bacterias patégenas de camaron. Una forma como se podria probar el efecto de
extractos de distinta naturaleza de estas algas marinas es a través de su
bioencapsulacion por parte de artemias. Los nauplios de artemia es el alimento vivo mas
comunmente empleado en la fase larval de camarén. Dado la gran capacidad de
bioencapsulacion de las artemias, estas son utilizadas como vehiculo para suplir

deficiencias nutricionales (Garcia, 2020).

Dado que las macroalgas y microalgas disminuyen la virulencia de vibriosis y que las
artemias poseen la capacidad de bioencapsular sustancias y compuestos, el presente
proyecto analizo la factibilidad de usar artemia como vehiculo de transporte de extractos
de algas marinas para el control de V. parahaemolyticus en larvas de camarén Penaeus
vannamei. Los resultados encontrados en este proyecto facilitardn la gestion de
microencapsulacion de estos extractos por parte de compafiias internacionales

fabricantes de alimento para camaron.

1.2.  Justificacién

La camaronicultura es una industria de importancia nacional y mundial, ya que brinda la
oportunidad de producir alimentos de alta calidad para el consumo humano. Sin
embargo, esta actividad se ha convertido en un reto en los Gltimos tiempos debido a las
enfermedades causadas por bacterias. Desde esta perspectiva, los aditivos funcionales
incorporados a las dietas de camardn son una alternativa a los antibiéticos para reducir
las enfermedades bacterianas y las altas tasas de mortalidad en los cultivos. Las
macroalgas y las microalgas tienen el potencial para constituirse en tratamientos

efectivos para mitigar las enfermedades bacterianas de camaron.

Los resultados encontrados supondran una importante contribucién a la industria
camaronera y proporcionara un producto anti virulento alternativo cuyos beneficiarios
seran los productores de camaron que en el mediano plazo podrian utilizar alimentos
funcionales conteniendo extractos bioactivos de algas marinas para implementar su uso

en la cria de camarones y optimizar los costos de produccion.



1.3. Hipodtesis

La administracion de A. franciscana enriquecida con extracto de microalgas/macroalgas
a la dieta de las larvas de camaron P. vannamei genera un impacto positivo en la

respuesta de supervivencia de las larvas a la infeccion con V. parahaemolyticus.

1.4. Objetivos

1.4.1. General

Determinar la factibilidad de usar A. franciscana enriquecida con extractos de algas

marinas para el control de V. parahaemolyticus en larvas P. vannamei.

1.4.2. Objetivo especifico

e Disefiar un protocolo de bioencapsulacion de A. franciscana con extractos de
microalgas/macroalgas.

e Evaluar la respuesta de supervivencia de larvas P. vannamei alimentadas con A.
franciscana enriquecida con extractos de macroalgas/microalgas durante la

infeccion con V. parahaemolyticus.

1.5. Marco teérico

15.1. Enfermedades bacterianas en camarén de cultivo

La produccién mundial de camarén se ha visto afectada negativamente por varias
enfermedades viricas y bacterianas (Menon, 2019). Entre las enfermedades bacterianas
MAas recientes se encuentran la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) causada
por bacterias, principalmente por la especie V. parahaemolyticus que provoca una
disfuncion hepatopancreatica e infecciones secundarias por otras bacterias (Menon,
2019). La bacteria V. parahaemolyticus es un bacilo gramnegativo hal6filo perteneciente
a la familia Vibrionaceae. Este bacilo suele encontrarse en estado de libre flotacion; su

motilidad se la confiere un unico flagelo polar adherido a superficies inertes y animadas,
4



incluyendo zooplancton, peces, crustaceos o cualquier material suspendido bajo el agua.
Por tal razon, estos microorganismos se encuentran en el agua, sedimento y formando

parte de la microflora intestinal de muchas especies acuaticas (Vidal, 2017).

1.5.2. Alimentos funcionales para camaron

Los alimentos funcionales contienen aditivos que aportan beneficios fisiolégicos al
organismo del camarén, como la mejora del sistema inmunitario, y el aumento de la
resistencia a los patégenos (Rodriguez, 2017). Algunos de estos ingredientes o aditivos
funcionales promueven las respuestas de los animales contra al estrés oxidativo, la
disminucién de la susceptibilidad a ciertas enfermedades, o el estrés por mala calidad
del agua y fluctuaciones de temperatura, oxigeno disuelto y salinidad del agua de cultivo
(Menon, 2019).

1.5.3. Alimento vivo para camaron

Los alimentos vivos usados en acuicultura son grupos de organismos plancténicos que
constituyen la base de la alimentacion de las fases larvarias de los crustaceos y
diferentes fases de desarrollo de los moluscos (Rodriguez, 2017). Entre el zooplancton,
hay organismos como los cladéceros, los copépodos, la artemia, anostracos y los

rotiferos.

La artemia es uno de los alimentos vivos mas usados en acuacultura por sus
caracteristicas nutricionales (Castro, 1993). La artemia es un crustaceo perteneciente a
la subclase Branchiopoda, tiene umbrales maximos y minimos de supervivencia térmica
entre 35°C y 5°C. Los nauplios de artemias sirven como alimento para las primeras
etapas de vida de peces y crustaceos (Figura 1.1) y su uso generalizado en acuicultura
se debe a la facilidad de obtener un cultivo a partir del producto seco de quistes de
artemia. De tal forma que, los quistes de artemias pueden permanecer en estado latente
por muchos afos hasta que puedan ser decapsulados durante el proceso de eclosion
(Castro, 1993).



Debido al bajo valor nutricional de los nauplios de artemia es necesario realizar un
proceso de enriquecimiento antes de ser utilizado como presa viva para alimento de
camaron (Viciano, 2017). El enriquecimiento es el proceso de incorporacion de productos
al tracto digestivo de los nauplios de artemia dada su condicion de filtradores pasivos.
Por lo tanto, los nauplios de artemias pueden actuar como un vehiculo vivo, incorporando
a su tracto digestivo particulas de diferentes tamafos suspendidas en el agua (Viciano,
2017).

Figura 1.1 A. franciscana fase de metanauplio Fuente: (Garcia.Y., 2017)

1.5.4. Proceso de bioencapsulacién de artemia

La técnica de enriquecimiento mas utilizada para Artemia es la bioencapsulacion que
consiste en exponer a los nauplios a un medio con una emulsion que contiene la
sustancia de enriquecimiento. Seguido a esto, los nauplios, actuando como vehiculo, son

recubiertos y alimentados con la emulsion (Lizanda, 2019).

Las artemias en estadio metanauplios Instar Il se colocan en el medio de enriquecimiento
en contenedores conteniendo los compuestos a diferentes concentraciones durante un
corto periodo de tiempo (Kanjana, et al., 2011; Supono, et al., 2020; Vazquez, et al.,
2016). Los nauplios se dejan en la solucidn hasta que su cuerpo y parte del sistema

digestivo se impregnen con la molécula (Gajardo y Beardmore, 2012; Mejia, et al., 2007).



Los niveles de enriquecimiento son mejores cuando las emulsiones son mas
concentradas (Mejia, et al., 2007). Las sustancias de enriquecimiento también pueden
encapsularse en un material central que las protege del medio ambiente, lo que permite
liberarlas en condiciones controladas y facilita la absorcioén a través del intestino de los

organismos durante la alimentacion (Zeng, et al., 2019).

1.5.5 Estudios de bioencapsulacion de artemia para la protecciéon contra Vibrios

patdégenos

Existen algunos estudios que han demostrado que el enriqguecimiento de artemias con
diversos compuestos, y posterior administracion a crustadceos mejora significativamente
su supervivencia frente a infecciones experimentales con Vibrios patdégenos. A
continuacion, en la Tabla 1.1 se resume varios de los estudios donde se empleé la
bioencapsulacion de artemia con distintos aditivos como alimento para mejorar la
supervivencia de crustaceos desafiados experimentalmente con Vibrios patdgenos,
mostrando la consistencia a favor del uso de Artemia como bioencasulante de

compuestos bioactivos para combatir Vibrios patégenos acuicolas.



Tabla 1.1 Estudios de bioencapsulacion de la artemia como alimento para mejorar la supervivencia de crustaceos contra Vibrios.

Objetivo del estudio Enriquecimiento

Patégeno

Principales resultados Fuente

Estudiar la encapsulacién de
nauplios de artemia con

probiontes para promover la _ _ _
_ _ Lactobacillus acidophilus
tasa de supervivencia de la _
] _ Lactobacillus sporogenes
artemia y mejorar el efecto o
_ . Saccharomyces cerevisiase
bacteriostatico del

enriguecimiento contra

patégenos de camarones

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Durante la prueba de desafio contra los

patégenos los nauplios de A. franciscana

encapsulados con el control mostraron una

mayor mortalidad dentro de un intervalo de  (Grasian, 2016)
tiempo limitado, en comparacion con los

nauplios de Artemia encapsulados con

probiontes.

Evaluar a la A. franciscana
como agente bioencapsulador

o Streptomyces sp
de la cepa probiotica de

Streptomyces sp.

Vibrio alginolyticus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio campbellii

La mortalidad de artemia bioencapsulada
con probidtico (108 y 108 UFC/mL) y retada
con patégenos (10° UFC/mL) después de
24 horas de desafio (33.3% y 26.7%) fue
menor que el control (46.7% después de 24

(Pavel, 2018)

horas y 53.3% después de 48 horas).




Objetivo del estudio Enriquecimiento Patbégeno

Principales resultados

Fuente

Respuesta inmune y resistencia

de larvas de camaron P. o
_ Pseudoalteromonas piscicida
vannamei a las que se les _ . o _
L . __ . Manano-oligosacarido Vibrio harveyi
administro probiotico, prebidtico .
o i (prebiotico)
y simbidtico a traves de la

bioencapsulacion de Artemia sp

La supervivencia de las larvas de camaron
a las que se les administro probidtico,
prebidtico y simbidtico fue
significativamente mayor (p < 0.05) que el

control.

(Hamsah, et al.
2019)

Evaluar el enriquecimiento de
nauplios de artemia con la

levadura probidtica

Saccharomyces boulardii Vibrio harveyi

Saccharomyces boulardii y su
resistencia frente a un Vibrio

patégeno

La supervivencia de nauplios de artemia
enriquecidos (90%) fue significativamente
mayor (p < 0.01) que el control (40 %) tras
48 h de desafio.

(Patra y Mohamed,
2013)

Efecto del alga parda
Sargassum wightii sobre el

crecimiento de postlarvas

Sargassum wightii Vibrio parahaemolyticus

Penaeus monodon y la
resistencia a Vibrio

parahaemolyticus

Postlarvas Penaeus monodon alimentadas
con nauplios de artemia enriquecidos
durante 20 dias y luego desafiadas con V.
parahaemolyticus por un periodo de 30
dias mostraron una reduccion en la
mortalidad comparado con el grupo control
y oscil6 entre 36.97 y 89.86%.

(Madasamy,
Thangapandi,
Arunachalam, &
Emanuel, 2015)




1.5.6. Uso de macroalgas y microalgas para combatir enfermedades

bacterianas

Las microalgas usadas como dietas, especialmente si son administradas en forma
combinada, proporcionan un equilibrio nutricional y mejora el crecimiento de los
organismos acuicolas (Spolaore, Joannis, & Isambert, 2006). La calidad nutricional de
las microalgas depende principalmente del contenido de proteinas, vitaminas y acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA). Ademas, para que, una especie de
microalgas se considere adecuada como alimento, debe poseer otra serie de atributos
claves como, facilidad de cultivo, tamafio y forma de las células para que los nutrientes
estén disponibles, alto valor nutricional, facilidad de ingestion y digestion, y ausencia de
toxinas (Brow, 2018) (Patil, Kallgvist, Olsen, & Vogt, 2007). Ademéas del valor nutricional
que aportan a los organismos acuicolas, las microalgas en el sistema de crianza del
camaron pueden producir sustancias antibacterianas. Por ejemplo, el &cido tropoditiético,
afecta negativamente a los Vibriosy previenen el rapido crecimiento de microbios
patbgenos (Huang, y otros, 2022). Por su parte, postlarvas de Macrobrachium
rosenbergii alimentadas con Chlorella vulgaris han demostrado un incremento en su
respuesta inmune (Maliwat GC, 2016). En tanto que se ha observado que, las
microalgas pueden interferir y disminuir la virulencia del patdégeno acuicola Vibrio
campbellii (Natrah FMI, 2011).

Mucha mas informacion en la literatura cientifica existe sobre el efecto positivo de las
macroalgas contra bacterias patdgenas de organismos acuicolas. Por ejemplo, una clase
de fitohormona denominada indol, esta presente en ciertas macroalgas y actlia como
sefial extracelular para la regulacion de la virulencia en bacterias Escherichia
coli (Mueller RS, 2009), Vibrio splendidus y V. campbellii (Zhang S, 2017) (Yang Q,
2017)Extractos de Portieria hornemannii (Rhodophyta) han mostrado actividad
antibacteriana en la infeccion de peces Oreochromis mossambicus con
V. parahaemolyticus ( Granada L, 2015) (Deng R, 2010). Resultados similares se han
observado con extractos de Gracilaria fisheri (Rhodophyta) en infecciones con Vibrio
harveyi en camaron Penaeus monodon (Roohi F, 2016). Mientras que, se ha reportado
que los extractos de Sargassum siliquosum y Sargassum Wightii (Rhodophyta) con
alginato estimulan la respuesta inmune en P. vannamei. (Kanjana K, 2011) (Kudus K,
2017)



CAPITULO 2

2.  METODOLOGIA

2.1. Encuesta sobre manejo de la bioencapsulacion con A. franciscana y

enfermedades en laboratorios de larvas

Se realizdé una encuesta (n = 18) conformada por 9 preguntas a técnicos (11/18) y
duefios/gerentes/supervisores (7/18) de laboratorios de larvas de camaron de la
provincia de Santa Elena (Ecuador). La encuesta estaba direccionada a obtener un
indicativo de los estadios larvarios con mayores problemas de brotes infecciosos, y
conocer los protocolos de bioencapsulaciéon de A. franciscana practicados en los
laboratorios de larvas. Esta informacién luego fue utilizada para determinar que estadio
larvario era el mas adecuado para realizar la administracion de artemia enriquecida con
las algas marinas en la fase experimental del estudio. Ademas, la informacién obtenida
en la encuesta sobre los protocolos de bioencapsulacién utilizados en las instalaciones
comerciales ayudo al disefio del protocolo presentado en este trabajo. Como preguntas
adicionales, se consulté sobre cudles fueron las principales enfermedades que se han

presentado en las instalaciones comerciales y los insumos utilizados para su control.

2.2. Protocolo de bioencapsulacion de A. franciscana con extractos de

microalgas/macroalgas

2.2.1 Obtencion de extractos de microalgas

Se obtuvo pastas de dos especies de microalgas pardas: Microalga 1 y Microalga 2,
colectadas del cepario de microalgas de CENAIM-ESPOL. La produccion de las
microalgas se ejecutd de acuerdo con Guillard (1975), incorporando fertilizante Guillard

F/2 al cultivo de agua de mar. Los cultivos se desarrollaron a partir de un sistema
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escalonado, empezando con tubos de ensayo de 10 mL y culminando con fiolas
Erlenmeyer de 400 mL. Los recipientes fueron agitados levemente de manera diaria para
evitar sedimentacion de las células. Los cultivos fueron mantenidos con luz continua
durante 24 horas, con intensidad de 48 umol/m?s, temperatura de 18 + 2°C y salinidad de
35 g/L. Cada muestra de pasta de microalga se suspendié en etanol al 85%,
permaneciendo a temperatura ambiente durante 72 horas, protegida de luz con papel
aluminio. Luego de este tiempo la muestra fue filtrada en un filtro 0,22 pm MCE Membrane.
Después de este proceso la muestra fue llevada a un evaporador rotativo, donde, se
sometieron a temperatura de 40°C hasta casi sequedad. Posteriormente, los extractos de
microalgas pasaron por un proceso de mayor secado en un concentrador de vacio, luego

de lo cual se almacenaron en tubos falcon de 15 mL a -80°C hasta su uso posterior.

2.2.2. Obtencion de extractos de macroalgas

Las macroalgas pardas Macroalga 1 y Macroalga 2 fueron colectadas en marea baja en
la playa de Ballenita (Santa Elena, Ecuador) y transportadas hasta las instalaciones de
CENAIM-ESPOL. Las macroalgas fueron enjuagadas con agua de mar estéril para
eliminar organismos adherentes y partes necroéticas. Posteriormente, las macroalgas
fueron esparcidas, secadas bajo sombra a temperatura ambiente y troceadas. Las
muestras secas de macroalgas fueron pulverizadas en un triturador de granos secos.
Cada muestra en polvo de macroalga se suspendié en etanol al 85%, permaneciendo a
temperatura ambiente durante 72 horas, protegida de luz con papel aluminio. Luego de
este tiempo la muestra fue filtrada (0.22 uym MCE Membrane) y llevada a rota-
evaporacion, donde, se sometieron a temperatura de 40°C hasta casi sequedad.
Finalmente, los extractos de macroalgas pasaron por un proceso de mayor secado en
un sistema concentrador de vacio, luego de lo cual se almacenaron en tubos falcon de

15 mL a -80°C hasta su uso posterior.

2.2.3. Eclosion de quistes de A. franciscana

Un total de 35 g de quistes de A. franciscana (cistos de artemia IL, INVE, Lote

N°2121442397) fueron depositados en un tanque de polietileno conteniendo agua de
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mar (40 L) filtrada por UV y esterilizada por autoclave para realizar el proceso de eclosion
de la artemia (Figura 2.1). La eclosion de los quistes de artemia se realiz6 a 30°C, con
iluminacién y aireacion constante durante 24 horas (Figura 2.2.). Los nauplios
eclosionados fueron cosechados, retirando la aireacion por 15 minutos para que los
quistes no eclosionados se mantengan en la superficie. Los nauplios eclosionados en la
parte inferior del tanque fueron colectados con una malla de 100 y, tomando una muestra
(1 g) para andlisis microbiolégico (Figura 2.3). Después del proceso de cosecha, los
nauplios fueron otra vez suspendidos en un contenedor plastico de 10 L con agua de
mar filtrada por UV y esterilizada por autoclave, a temperatura de 30°C, con iluminacion
y aireacion constante durante 12 horas para que las artemias alcancen el estadio de
metanauplios Instar Il. Este Ultimo proceso se realizé dentro de una camara de flujo

laminar (Figura 2.4).

Siembra de quistes

Eclosion

Parametros

- Alteacion constante

« lluminacion constante
-Temperatura 30°C

Bl
| =S

Figura 2.1 Siembra de quistes de artemia.

v

24h
Figura 2.2 Parametros mantenidos
durante la eclosion.

Cosecha de nauplios con

Re suspension hasta alcanzar metanauplio
malla de 100 p

Instar |l dentro de la camara de flujo laminar

>

1h

Figura 2.3 Cosecha de nauplios
eclosionados.

Figura 2.4 Cultivo de nauplio a
metanauplio Instar Il realizado en una
camara de flujo laminar.



2.2.4. Bioencapsulacion de extractos de algas marinas en A. franciscana

Los metanauplios de artemia (Instar 1) fueron distribuidos en 5 contenedores plasticos
(10 L), a una densidad de 100.000 nauplios/L, llenos con agua de mar (6 L) filtrada por
UV y esterilizada por autoclave. Cuatro de los contenedores fueron destinados al
enriquecimiento de las artemias con Macroalga 1, Macroalga 2, Microalga 1 y Microalga
2. Mientras que, el quinto contenedor fue sembrado con A. franciscana sin
enriquecimiento (tratamiento control). Con cada extracto se preparé una solucion con
etanol, luego de lo cual se inocul6 el correspondiente extracto para obtener una
concentracion de 14 ppm en cada contenedor. Las condiciones del cultivo de estas
unidades se realizaron con una temperatura de 30°C y aireacién constante, luego de la
incorporacion de estos extractos se realizé la bioencapsulacién por 5 horas (Figura 2.5).

Incorporacién de metanauplios de Instar Il de Bioencapsulacion de extractos de
A.franciscanay extractos de microalgas y microalgas y macroalgas en A.franciscana
macroalgas en cada contenedor plastico

Parametros :

. iy T1=Macroalga 1
- Alre§C|on_constante T2= Macroalga 2
- lluminacién conﬂstante @ T3=Microalga 1
-Temperatura 30°C @ T4= Microalga 2

Control

Figura 2.5. Siembra de matanauplio Instar Il de A. franciscana para el
proceso de bioencapsulaciéon de 5 horas.



2.2.5. Estimacién del tiempo de retencidn de los extractos en tracto digestivo

de A. franciscana

Cada 2 horas, y por un periodo total de 12 horas, se tomo6 una muestra (n = 15 artemias)
de cada tratamiento de bioencapsulacion para observaciéon al microscopio de la
asimilacion del extracto aplicado, y estimacion del tiempo de retencion en el tracto
digestivo. Luego de las 12 horas de observacion al microscopio se evalud la
supervivencia de las artemias para cada tratamiento (Figura 2.6).

Toma de muestra de -
=225 cada tratamiento

@ lintroducimos porta objetos @

en el microscopio ) Observacion de
Artemla franciscana

Figura 2.6. Observacion al microscopio cada dos horas de asimilacién y encapsulacion
de los extractos en A. franciscana.

2.2.6. Desinfeccién y coleccion de A. franciscana bioencapsulada

Culminado el proceso de biencapsulacion, las artemias fueron desinfectadas con
formaldehido al 37% por 8 minutos, luego de lo cual se enjuagaron con agua esterilizada.
Este proceso fue repetido 10 veces para eliminar el formol en los animales. Finalmente,



las artemias fueron congeladas a -80°C hasta su administracion como alimento para las

postlarvas de camaron P. vanammei (Figura 2.7).

Cosecha de Artemia Enuague con agud =
franciscona enriqueckia esterilizada 00:70w

-y —y

Repartician en alicuotas de Artermila
franciscans

@ eeses

Toma de muestra de cada tratamiento para dnalisis / - = - - ~
@ microblologico \ \
/ ’ | ' ) ' ) ' | ' :
» . . . b
3 1} N ]

Almacenamiento de Artemia franciscana
enriquecida en -80°C

Figura 2.7. Proceso de desinfecciéon y recoleccion de artemia bioencapsulada.

Todo el proceso desde la siembra de quiste hasta la congelacién de la artemia
bioencapsulada tuvo una duracion total de 44 horas (Figura 2.8). Se colecté dos
muestras de artemias por tratamiento (antes y después de la desinfeccion), incluyendo
el tratamiento control (A. franciscana sin encapsular), para un total de 10 muestras. Las
muestras fueron procesadas para conteo de bacterias y Vibrios totales. Para cada
muestra se realizaron tres diluciones seriadas (10 hastal0®) en Agar Marino de NaCl
estéril al 2%, tomando por duplicado 100 uL de cada dilucién para inoculacién en cajas
Petri y posterior cuantificacion de bacterias marinas totales. Se realiz6 el mismo
procedimiento para obtener la cuantificacién de Vibrios totales en Agar Tiosulfato-Citrato-
Bilis-Sacarosa en diluciones seriadas (10! hasta 10°). Todas las placas fueron
incubadas a 30°C durante 24 horas. Solo se consideraron las placas que expresaron
colonias de bacterias entre 30 y 300 unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/q).



Bicencapsulacian Desinfeccion ,
Siembra en de extractos enguaje y
unidades crudaos en reparticion en
experimentales Artemia alicuotas

-@ @ @ @ @

24 h 1h 12h 1h 5h 1h

) Recoleccion de Estadio
Eclosion nauplios Instar Il

Figura 2.8. Esquema cronolégico del protocolo de bioencapsulaciéon de A. franciscana
con extractos de microalgas y macroalgas.

2.3. Evaluacién de la efectividad del enriquecimiento de A. franciscana contra la

infeccidon de postlarvas P. vananmei con V. parahaemolyticus

2.3.1. Obtencion y aclimatacion de postlarvas de camarén

Postlarvas (PL2) de camardn P. vannamei fueron adquiridas de un laboratorio comercial
de la provincia de Santa Elena. Los especimenes fueron trasladados en doble fundas
plasticas de polietileno inyectadas con oxigeno puro hasta las instalaciones del CENAIM-
ESPOL (Figura 2.9). Las postlarvas fueron aclimatadas por un periodo de 8 horas hasta
alcanzar los valores de temperatura y salinidad experimental (30°C y 35 g/L).

o e

LABORATORIO

Fundas pldsticas dobles
de polietileno inyectadas
con oxigeno puro.

CENAIM /

B o—0

Traslado de post-larvas
desde el laboratorio a las
instalaciones de CENAIM

Figura 2.9. Proceso de obtencidn de postlarvas estadio PL2 y traslado al laboratorio.



2.3.2. Analisis del estado de salud de postlarvas P. vannamei usadas en la

infeccidén experimental

Se colectdé una muestra (1 g) del lote inicial de las postlarvas (PL2) para analisis de
cuantificacion de la carga bacteriana. Las muestras de larvas fueron lavadas con
solucion salina estéril al 2% y escurridas con una malla de 100 u para eliminar el exceso
de agua y maceradas para homogenizar la carga bacteriana. Para cada muestra se
realizaron tres diluciones seriadas (102 hastal0®) en Agar Marino de NaCl estéril al 2%,
tomando por duplicado 100 pL de cada dilucion para inoculacién en cajas Petri y posterior
cuantificacion de bacterias totales. Se realizdé el mismo procedimiento para obtener la
cuantificacion de Vibrios totales en Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS) en
diluciones seriadas (10! hasta 10-%). Todas las placas fueron incubadas a 30°C durante
24 horas. Solo se consideraron las placas que expresaron colonias de bacterias entre 30
y 300 unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) (Figura 2.10). Ademas, se
tomaron muestras del lote inicial de postlarvas de camarén para andlisis de
histopatologia, y con ello conocer el estado de salud y descartar la presencia de vibriosis
u otras patologias. Las muestras fueron enjuagadas con agua de mar autoclavada y
preservadas en solucion Davidson. Después de 24 horas la solucion Davidson fue
sustituida por etanol al 70%, permaneciendo asi las muestras hasta su analisis. El
analisis se realizd aplicando la metodologia descrita por Bell & Lightner (1988). Las

secciones fueron cortadas a 4 um y tefiidas con hematoxilina y eosina H & E.

Se pesalgde
post-larvas

Incubamos = Recuento de
nuestras placas colonias

a30°C durante bacterianass en las

24 horas. & - ® placas

Llevamos las m ‘ }

cajas petri de

TCBS,AM ala
incubadora ﬁ

Figura 2.10. Proceso de anéalisis microbiolégico de postlarvas de camarén P.
vannamei.



2.3.3. Administracion de A. franciscana enriquecidas con

macroalgas/microalgas a postlarvas de camarén P. vannamei

Posterior al periodo de aclimatacion, las postlarvas fueron transferidas a 5 contenedores
plasticos (10 L) provistos de 7 L de agua de mar filtrada (2 pum) y esterilizada por
autoclave (Yamato SQ500C), y mantenidos con aireacion constante. La densidad de

siembra en los contenedores fue de 100 PL/L (700 PL/contenedor) (Figura 2.11).

Transferencia a contenedores de
plastico 10 L

Aclimatacion de post-larva

8h
@ T1:Macroalgal 14ppm
@ T2:Macroalga 2 14ppm
@ T3:Microalga 1 T14ppm
@ T4 Microalga 2 14ppm

-Alimentaciéon ¢/2 h
-Recambios de agua
diarios del 50%

»
v

Control
® 8 dias

Figura 2.11. Proceso de aclimatacion y condiciones experimentales para la
administracion de artemia bioencapsulada con algas marinas a postlarvas de camardén
P. vananmei (PL2-PL8).

Luego de la siembra, las postlarvas fueron alimentadas cada 2 horas, intercalando su
alimentacion entre dieta seca y respectivo tratamiento de artemia enriquecida con
Macroalga 1, Macroalga 2, Microalga 1 o Microalga 2, segun el contenedor
correspondiente (Figura 2.12). En tanto que, las postlarvas sembradas en el quinto
tanque fueron administradas con artemias sin ningun enriquecimiento (tratamiento
control). Todos los contenedores recibieron recambio diario del 50% de agua de mar
filtrada y esterilizada por autoclave. La administracion con artemias enriquecidas se

realizo durante 7 dias hasta que las postlarvas alcanzaron el estadio de PL8.
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Dieta Artemia Dieta Artemia Dieta Artemia Dieta  Artemia Dieta Artemia Dieta Artemia Dieta
seca enriquecida  seca enriquecida seca enriquecida seca  enfiguecida seca enriquecida seca  enriguecida seca

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16 h 18h 20h 22h 24 h

Figura 2.12. Esquema de la alimentacion de las postlarvas de camardn P. vannamei
durante las fases de administracion de artemia bioencapsulada con algas marinas
(PL2-PL8) y desafio experimental (PL9-PI110).

2.3.4. Cultivo de cepa patégena de V. parahaemolyticus

Se utiliz6 una cepa patégena (V. parahaemolyticus) causante de vibriosis en larvas de
camarén del cepario del laboratorio de microbiologia del CENAIM (preservada a -80°C
en TSB, al 2% de NaCly 20% de glicerol). La cepa fue reactivada ejecutando el protocolo
del laboratorio de microbiologia de CENAIM, con Agar Trypticasa Soya (TSA), donde se
suplementé con 2% de NaCl y 2% de Bacto Agar. El método de siembra fue por
agotamiento. La cepa fue incubada a 30°C durante 24 horas. Posterior a la verificacion
de la pureza de la cepa, se tomd una colonia y se colocé en caldo de Bacto Peptona en
agua de mar (100 mL). Este procedimiento se realizé dentro de la Camara de Seguridad
Bioldgica. El recipiente de medio liquido de Bacto Peptona se agité durante 5 horas a
110 rpm en un agitador (New Brunswich Scientific CLASSIC C10) (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Proceso del cultivo de cepa patdégena V. parahaemolyticus.

2.3.5. Infeccion experimental con V. parahaemolyticus

Un total de 360 postlarvas P. vannamei en estadio PL9 de cada contenedor fueron
transferidas y distribuidas en 12 vasos plasticos de 500 mL (unidad experimental) llenos
con agua de mar (300 mL) filtrada y esterilizada, y mantenidos con aireacion constante,
a razén de 30 postlarvas/vaso (100 PL/L), para un total de 60 vasos sembrados (Figura

2.14).
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Unica inoculacion directa a la
unidad experimental

Siembra en 60 unidades
experimentales
Aireacion constante.

La densidad de siembra fue de
100 PL/L (30 post-larvas / unidad

experimental) .

Figura 2.14. Proceso de desafio de postlarvas de camardn P. vannamei (PL9)
distribuidas en 60 unidades experimentales mediante la inoculacion de la cepa
patégena V. parahaemolyticus.

Luego de la siembra de las postlarvas en cada unidad experimental, seis de las 12
unidades experimentales que fueron sembradas con postlarvas de camarén que
recibieron el mismo tipo de artemias enriquecidas en la fase de administracion fueron
inoculadas (una sola dosis) con la cepa patdgena V. parahaemolyticus (Tabla 2.1).
Mientras que, las otras seis unidades experimentales de cada tratamiento no recibieron
la inoculacién con el patégeno (Tabla 2.1). De igual forma, seis de las 12 unidades
experimentales que fueron sembradas con postlarvas de camardén que recibieron
artemias no enriquecidas fueron inoculadas (una sola dosis) con la cepa patégena V.
parahaemolyticus, mientras que las otras seis unidades experimentales no recibieron la

inoculacion con el patégeno (Tabla 2.1).

En cada unidad experimental se realiz6 a las 12 horas post-infeccién recambios del agua
de cultivo con agua de mar filtrada y esterilizada por UV. Cada 12 horas se realiz6
observacion de mortalidad y se colectaron muestras de las postlarvas de camardn
moribundas de los tratamientos que fueron infectados, para confirmar la efectividad de
la infeccion mediante analisis de histologia y PCR usando iniciadores especificos para
la deteccion de la bacteria patbgena usada en la infeccion experimental. El experimento
tuvo una duracién de 48 horas, luego de lo cual se cosech6 y se contd las larvas

supervivientes (Figura 2.14).
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Tabla 2.1. Descripcion de los tratamientos (n = 6 réplicas por tratamiento) de administracién de A. franciscana bioencapsulada con
extractos de macroalgas y microalgas a larvas de camarén P. vannamei (PL2-PL8) y posterior desafio experimental de las larvas
(PL9) con una cepa patdgena de V. parahaemolyticus. La exposicion se realizé mediante inoculacién (una sola dosis) de la cepa

patégena. El desafio bacteriano se prolong6 por dos dias (PL9y PL10).

A. franciscana (enriquecida o no Detalle del tipo de exposicidn de postlarvas P. vannamei con cepa patégena V.

enriquecida con algas marinas) ofrecida a parahaemolyticus (inoculaciéon de una sola dosis en PL9) para cada tratamiento durante el

postlarvas de camarén P. vannamei (PL2- desafio experimental de dos dias

PL8) en la fase de administracion

(PL9-PL10)

Con exposicion (n = 6 réplicas/tratamiento)

Sin exposicion (Controles negativos, n = 6

réplicas/tratamientos)

A. franciscana enriquecida con algas marinas

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Macroalga 1

¢ Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Macroalga 2

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Microalga 1

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas

con Microalga 2

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Macroalga 1

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Macroalga 2

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Microalga 1

e Tratamiento de A. franciscana enriquecidas
con Microalga 2

A. franciscana no enriquecida con algas

marinas

e Tratamiento control de A. franciscana sin

enriquecimiento

e Tratamiento de A. franciscana sin

enriguecimiento




2.3.6 Andlisis de datos del desafio experimental con V.

parahaemolyticus en larvas de camardén

Se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA) para estimar las diferencias
significativas de las supervivencias acumuladas tras 48 horas post-infecciéon
entre los cinco tratamientos que recibieron la infeccion experimental: cuatro
tratamientos de larvas que recibieron administracion de artemias enriquecidas
con los extractos de algas marinas y que fueron desafiadas con el patdégeno,
y el control (larvas que recibieron administracion de artemias no enriquecidas
y que fueron desafiadas con el patdgeno). Previamente, las asunciones de
normalidad y homogeneidad de varianza de los datos fueron comprobadas con
las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett, respectivamente. La prueba de
diferencias significativas honestas de Tukey fue empleada para estimar las
diferencias entre pares de tratamientos luego del ANOVA. Se realiz6 un
andlisis no paramétrico de supervivencias de Kaplan-Meier para estimar
diferencias significativas en la distribucién de supervivencias durante las 48
horas post-infeccion, estimando el tiempo promedio de supervivencia del
camaron durante el periodo de desafio experimental. Los resultados se
consideraron significativos con p < 0.05. El analisis de datos se realizé en el
del software R. version 4.2.1.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Encuesta sobre manejo de la bioencapsulacién con A. franciscana y

enfermedades en laboratorios de larvas

Del total de encuestados, el 51% en considera que los estadios mas criticos para
la ocurrencia de enfermedades en larvas de camarén son las postlarvas PL1-
PL12, seguido con un 48% en Zoea I-lll (Tabla 3.1). En tanto que el 11%
considera que Mysis I-1ll son los estadios mas criticos (Tabla 3.1). En este mismo
aspecto, el 50% de los encuestados consideran que, las principales
enfermedades bacterianas que se presentan en los cultivos de larvas estan
relacionadas con bacterias del género Vibrio. Mientras que, el 30% de los
encuestados considera que las Pseudomonas es el principal patdgeno en sus
cultivos. Para contrarrestar este tipo de enfermedades en los cultivos, el 36% de
los encuestados manifiesta que utilizan probiéticos, y el segundo mayor insumo
utilizado son los acidos organicos (34%), seguido de aceites esenciales (16%).
El 69% de los encuestados manifiestan que actualmente presentan
enfermedades/patdgenos en la cria de larvas de camaron, siendo los Vibrios el
principal patdgeno, y mencionando varios signos clinicos asociados a las
enfermedades/patdgenos bacterianos, sin que destaque alguno en particular.

El 88% de los encuestados utilizan alimento vivo como la A. franciscana para la
alimentacion de las postlarvas de camaron, porque consideran a este alimento
de alto valor nutricional, con alto contenido de lipidos y proteinas. El 78% de los
encuestados realiza algun tipo de enriquecimiento a la artemia, principalmente
porque consideran que esto fortalece el valor nutricional de la artemia (31%),
aumenta la presencia de aminoacidos (19%), o garantiza que la larva de

camaron se alimente (28%), entre otros. Para lo que utilizan enriquecimiento



principalmente con microalgas (22%) y probidticos (22%). Finalmente, el 72% de

los encuestados realizan un enriquecimiento de la artemia de entre 1 a 3 horas.

Tabla 3.1. Resultado de encuesta a los técnicos, gerentes y duefios de camaroneras

Porcentaje
Pregunta de los
encuestados
(%)
¢, Cual es el estadio mas Zoea | 10
critico en términos de Zoeal ll 18
ocurrencia de enfermedades | Zoea llI 20
en el cultivo de larvas y Mysis | 5
postlarvas de camaroén Mysis 1| 6
Penaeus vannamei? Postlarva 1-3 13
Postlarva 4 - 6 15
Postlarva 7 — 9 13
Postlarva 10 —12 10
¢, Cudles son las principales Vibrios 50
enfermedades/patégenos Pseudomonas 30
bacterianos que se han Sindrome de Zoea ll 13
presentado en su cultivo de | Epibiontes bacterianos 3
larvas y postlarvas? otros 4
¢, Qué insumos acuicolas Probidticos 36
utilizan para contrarrestar o Antibidticos 0
evitar problemas de Aceites esenciales 16
enfermedades en los Acidos orgéanicos 34
cultivos? otros 14
¢Actualmente presenta Vibrios 41
enfermedades/patégenos en | Pseudomonas 18
sus cultivos de camarén Sindrome de Zoea 5
Penaeus vannamei? Hongos 2
Bioluminiscencia 3
No 31
¢, Cudles son los signos Cambio en el color de
clinicos comunes con los que | pledpodos y urépodos 10
identifica dichas Brillo en larvas de camarén
enfermedades//patbgenos por la noche 5
bacterianas? Estrés 14
Baja ingesta de alimento en
larvas de camarén 14
Flacidez de larvas de
camarén 10
Bacterias al medio 10
Nado erratico 19
Poco desarrollo de larvas de
camarén 19




Porcentaje
Pregunta de los
encuestados
(%)
¢ Para la alimentacion de Relacion Costo-Calidad 18
larvas y postlarvas utilizan Alto valor nutricional 35
alimento vivo como A. Alto contenido de proteinas y 35
franciscana? ¢ Por qué? lipidos
No utilizan artemia 12
¢La A. franciscana Aumenta la presencia de 19
suministrada es enriguecida | aminoacidos
previamente a la Garantiza que la larva se o8
alimentacion de larvas y alimente
postlarvas? ¢ Por qué? Fortalece el valor nutricional 31
No se utiliza artemia 6
La artemia viene preparada 10
Estrictos controles de
. . 6
bioseguridad
¢En el caso de enriquecer A. | Nucleétidos 5
franciscana que tipo de Aminoéacidos 5
productos utilizan para Espirulina 10
realizar dicho Probidticos 22
enriguecimiento? Lectina de Soya 5
Aceites esenciales 6
Microalgas 22
Acido orgéanico 5
No se enriquece 20
¢Cuéntas horas de 1- 3 horas 72
enriquecimiento emplean en | 4 - 6 horas 16
A. franciscana? 10 - 12 horas 12

3.2 Protocolo de bioencapsulacion de A. franciscana con extractos de

microalgas/macroalgas

3.2.1 Estimacioén del tiempo de retencion de los extractos en tracto
digestivo de A. franciscana

Al cabo de 4 y 6 horas, 100% de los metanauplios de artemia de las muestras
colectadas asimilaron los extractos, presentando los tractos gastrointestinales
llenos. Al cabo de las 8 y 10 horas de exposicion con los extractos, los tractos
gastrointestinales se encontraron semillenos y las artemias comenzaron a
expulsar el alimento. En tanto que, al cabo de las doce horas, la mayoria de las

artemias evacuaron el alimento. Estos resultados determinaron que el



enriquecimiento de las artemias con los extractos de algas marinas se debe
realizar durante un periodo de 5 horas. A continuaciéon, se muestra la
observacion en el microscopio de las particulas en el tracto digestivo de las
artemias tras las exposiciones por un periodo de 5 horas a los diferentes
extractos de microalgas y macroalgas. Se observé en el tratamiento de
enriquecimiento con la Macroalga 1 que las artemias presentaron tractos llenos
con coloracién café clara (Figura 3.1). En el tratamiento de enriquecimiento con
la Macroalga 2 se observaron artemias con tracto llenos con coloracion verde
claro, a pesar de que la macroalga pertenece al grupo de algas pardas (Figura
3.2). En los tratamientos de enriquecimiento con las Microalga 1 y Microalga 2
también se observaron tractos llenos con coloracion verde oscuro (Figuras 3.3y
3.4).

Figura 3.1 Extracto de macroalga 1 Figura 3.2 Extracto de macroalga 2
bioencapsulada en A. franciscana bioencapsulada en A. franciscana

W /-
W

Figura 3.3 Extracto de microalga 1 Figura 3.4 Extracto de microalga 2
bioencapsulada en A. franciscana bioencapsulada en A. franciscana

3.2.2 Desinfeccién y coleccion de A. franciscana bioencapsulada

La carga bacteriana (bacterias totales y Vibrios) de las Artemias fue alta, sin

embargo, en todos los tratamientos se observo una reduccién de bacterias en un
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orden de magnitud después de la desinfeccion. No se observaron bacterias
luminiscentes en las muestras de artemias analizadas ni antes ni después de la

desinfeccion.

3.3 Evaluacion de la efectividad del enriquecimiento de A. franciscana

contra lainfeccion de postlarvas P. vananmei con V. parahaemolyticus

El patron de diferencias significativas fue igual para las dos variables analizadas
(supervivencia acumulada a las 48 horas post-infeccién y tiempo promedio de
supervivencia de las larvas de camaron P. vannamei) (Tabla 3.2 y Figura 3.5).
Asi, la supervivencia acumulada a las 48 horas post-infeccidn y tiempo promedio
de supervivencia de las larvas de camarén P. vannamei durante el desafio fueron
significativamente superiores (p < 0.05) en los cuatro tratamientos de
enriquecimiento de algas marinas, comparados con el control (postlarvas de
camardn que recibieron artemias no enriquecidas y luego fueron infectadas
experimentalmente) (Tabla 3.2 y Figura 3.5). Por tanto, todos los extractos
confirieron una proteccién significativa (supervivencias entre 73-95%) contra la
infeccion experimental con V. parahaemolyticus (Tabla 3.2 y Figura 3.5), en
contraste con la supervivencia del control que fue del 14%. Los extractos de
Macroalga 1, Microalga 1 y Microalga 2 fueron los que brindaron una significativa
(p < 0.05) mayor proteccibn a las larvas frente a la cepa patdgena V.
parahaemolyticus comparados con la Macroalga 2 (Tabla 3.2 y Figura 3.5). Sin
embargo, se destaca que, aunque la Macroalga 2 confiri6 menos proteccion, esta
sigui6 siendo significativa (p < 0.05) comparado con el control (Tabla 3.2 y Figura
3.5). Ademas, no se encontré diferencias significativas en la protecciéon
conferidas por las Macroalga 1, Microalga 1 y Microalga 2 (p > 0.05).

No se observaron diferencias en supervivencia entre los cinco tratamientos no
infectados: 4 tratamientos de postlarvas de camaron que recibieron artemias
enriquecidas con algas marinas (97.2% + 3.1%, promedio de los 4 tratamientos)
+ 1 tratamiento de postlarvas que recibieron artemias no enriquecidas con algas

(98.9% £ 1.7%). Estos resultados validan el disefio experimental realizado y



muestran que la administracion de artemias no enriquecidas no afecto a la

supervivencia de las postlarvas de camaron.



Tabla 3.8 Tiempo promedio de supervivencia (x error estandar) y supervivencia acumulada (promedio * error estandar) de postlarvas
de camardn P. vannamei tras 48 horas post-infeccion con V. parahaemolyticus (PL9) en respuesta a la alimentacion con Artemias
enriguecidas con 4 tipos de extractos de macroalgas y microalgas (PL2-PL8). Letras distintas para la supervivencia acumulada a las
48 horas post-infeccién indican significancia estadistica (p < 0.05) segun andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de diferencias
significativas honestas de Tukey. Letras distintas para el tiempo promedio de supervivencia indican significancia estadistica (p < 0.05)
segun anédlisis de supervivencias de Kaplan-Meier.

Tratamiento Tiempo Supervivencia
promedio de acumulada a las 48

supervivencia horas post-infeccion

(horas) (%)
Control (postlarvas P. vannamei que recibieron Artemias no 39.40+0.71 2 1444 +1.652
enriguecidas y luego fueron infectadas)
Macroalga 1 (postlarvas P. vannamei que recibieron Artemias 4753+0.20° 95.00+£1.43°
enriguecidas con macroalga 1 y luego fueron infectadas)
Macroalga 2 (postlarvas P. vannamei que recibieron Artemias 4447 +£0.61° 72.78 +4.34°
enriguecidas con macroalga 2 y luego fueron infectadas)
Microalga 1 (postlarvas P. vannamei que recibieron Artemias 47.13+0.25°¢ 91.67 +1.43°¢
enriguecidas con microalga 1 y luego fueron infectadas)
Macroalga 2 (postlarvas P. vannamei que recibieron Artemias 46.93+0.30°¢ 91.11+1.86°

enriguecidas con microalga 2 y luego fueron infectadas)
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Figura 3.5 Curvas de supervivencia de postlarvas de camarén P. vannamei tras
48 horas post-infeccién con V. parahaemolyticus (PL9) en respuesta a la
alimentacion (PL2-PL8) con Artemias enriquecidas con 4 tipos de extractos de
macroalgas y microalgas.

Los resultados del analisis del PCR mostraron productos amplificados usando
iniciadores especificos en las muestras de larvas moribundas colectadas de los
tratamientos infectados. Mientras que, la muestra del control negativo fue
negativa para la presencia del patdégeno utilizado en la infeccion experimental.
El analisis de histologia también reveld lesiones en las larvas moribundas de los
tratamientos infectados consistentes con vibriosis. Estos resultados confirmaron
que la mortalidad en el desafio experimental fue provocada por la bacteria
utilizada en la infeccién. Se observé una baja carga bacteriana en las muestras
del lote inicial de larvas de camaron analizadas. No se detectaron bacterias

luminiscentes en las muestras del lote inicial de postlarvas.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Anélisis de costos

El costo aproximado para la bioencapsulacion de A. franciscana con extractos
de algas marinas (no incluye el costo de la obtencidn de extractos de microalgas)
asciende a un costo total de $1186,35 (Tabla 4.1). De los cuales $1146,35
constituyen a los materiales, equipos y $40 es el material consumible para la
bioencapsulacion de la artemia con extractos de algas marinas (Tabla 4.1).
Posteriormente, para la ejecucion de los andlisis microbioldgicos de artemias y
postlarvas se realizaron analisis de 10 muestras de artemia y una muestra de
postlarva con un costo total de $220,00. Por ultimo, para el proceso de
administracion de A. franciscana enriquecida con extractos de algas marinas a
postlarvas P.vannamei durante un periodo de 7 dias (PL2 a PL8) mas la prueba
desafio durante un periodo de 48 horas (PL9-PL10) totalizan costos por
$1900,00, lo cual incluye todos los recursos desde materiales, equipos, cepa
patégena, analisis de PCR e Histopatologia. (Tabla 4.1). Por lo tanto, los costos
para la bioencapsulacién de la A. franciscana enriquecida con extractos de algas
marinas para el control de V. parahaemolyticus en larvas P. vannamei fue de
$3306,45. Este valor no incluyo los equipamientos necesarios para llevar a efecto

las experimentaciones.
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Tabla 4.1 Costos de bioencapsulacion de artemia con extractos de algas marinas

Proceso Subproceso Detalle Costo ($)
1 tanque de polietileno de 50 L 92,55
Eclosion de quistes de | 1 bomba de aire 1500 W 6,15
Artemia 1 barra calentadora 230V (75W) 5,00
1 lata de quistes de Artemia 35,00
Bioencapsulacion de A. o
) 5 contenedores plasticos (10 L) 7,00
franciscana con ]
Bioencapsulacién . 4 bombas de aire 1500W 24,60
) extractos de microalgas ) )
de A. franciscana 5 piedras difusoras 5,00
y macroalgas
con extractos de _ _ _ _ _
. Estimacion del tiempo 1 microscopio 1000,00
algas marinas y _
de retencién de los 5 cubre objeto 0,10
extractos en tracto 5 porta objeto 0,15
digestivo de la artemia | Formalhedido 37% (250 mL) 5,00
Desinfeccion y
) ) 1 malla de 100 u 1,00
coleccion de artemia . i
. 120 tubos de microcentrifuga 4,80
bioencapsulada
Costos de andlisis
microbiol6gicos de . .
) Conteo de bacterias y vibrios
artemias y postlarvas en 220,00
totales
Evaluaciéon de la | todo el proyecto
efectividad del | ejecutado
enriquecimiento | Periodo de
de A. franciscana | administracién de A.
contra la | franciscana enriquecida . ) »
) . 8 dias de experimentacién 1520,00
infeccion de | con extractos de algas
postlarvas P. | marinas a postlarvas P.
vananmei con V. |vannamei (PL2-PL9)
parahaemolyticus | Desafio experimental de
postlarvas P. vannamei . i
) 2 dias de desafio 380,00
con V. parahaemolyticus
(PL9-PL10)
Total 3306,45

4.1 Conclusiones

e En el presente proyecto se logré determinar que, es técnicamente posible la
bioencapsulacion de las algas marinas en A. franciscana para el control de V.
parahaemolyticus en larvas P. vannamei.

e Las encuestas a diferentes laboratorios permitieron conocer que los estadios
donde se presentan mas problemas de patégenos bacterianos son en zoea I-
[ll'y PL1-PL9, motivo por el cual en este trabajo de investigacion se administro
A. franciscana enriquecida desde PL2 hasta PL8 y posterior desafio
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experimental con una cepa patdgena de V. parahaemolyticus desde PL9-
PL10,

La mayoria de los encuestados indicaron que realizan enriquecimiento a la
artemia previo a la administracion a las larvas.

Para el enriquecimiento de la artemia, se disefid un protocolo de
bioencapsulacion, detallando cada procedimiento realizado desde la
obtencion de los extractos de las micro y macroalgas hasta la infeccion
experimental con V. parahaemolyticus.

La bioencapsulacion de todos los extractos de algas marina en la artemia
produjo un efecto protector a las larvas de camaron ante el patdégeno utilizado
en la experimentacion.

El patron de diferencias significativas fue igual para las dos variables
analizadas (supervivencia acumulada a las 48 horas post-infeccion y tiempo
promedio de supervivencia de las larvas de camarén P. vannamei).

La supervivencia acumulada a las 48 horas post-infeccion y tiempo promedio
de supervivencia de las larvas de camaréon P. vannamei durante el desafio
fueron significativamente superiores en los cuatro tratamientos de
enriguecimiento de algas marinas, comparados con el control (postlarvas de
camaron que recibieron artemias no enriquecidas y luego fueron infectadas
experimentalmente). Las supervivencias de estos tratamientos fueron entre
73-95%, en contraste con la supervivencia del control que fue del 14%.

Los extractos de Macroalga 1, Microalga 1 y Microalga 2 fueron los que
brindaron una significativa mayor proteccion a las larvas frente a la cepa
patégena V. parahaemolyticus comparados con la Macroalga 2.

Aunque la Macroalga 2 confiri6 menos proteccion, esta siguié siendo
significativa comparado con el control.

No se encontr6 diferencias significativas en la proteccion conferidas por las
Macroalga 1, Microalga 1 y Microalga 2.

No se observaron diferencias en supervivencia entre los cinco tratamientos no
infectados, mostrando que la administracion de artemias no enriquecidas no

afectd a la supervivencia de las postlarvas de camaron.
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e El costo que involucrdé todos los procedimientos para llevar a cabo la
bioencapsulacion de macro y microalgas en A. franciscana fue de $3306,00.
Este costo no incluyo el proceso de obtencion de los extractos de macroalgas
y microalgas.

e Este protocolo permitira a las personas relacionadas con el sector
camaronero, contar con una guia completa para la evaluacion de las larvas P.
vannamei alimentadas previamente con artemia bioencapsulada de algas

marinas durante la infeccion con V. parahaemolyticus.

4.2. Recomendaciones

Es importante tener en cuenta otros factores que pueden aportar informacion
relevante sobre la mejora de los alimentos vivos para los cultivos. El seguimiento
de los cambios en el enriguecimiento de A. franciscana seria muy util para
interpretar los resultados de la reduccion de patdgenos oportunistas y su entrada

en los sistemas de cria de larvas.

También se recomienda realizar un seguimiento detallado de las variaciones de
las distintas fuentes de macro y microalgas como enriquecedores durante la
produccion de nauplios de A. franciscana para disponer de mas informacion que

pueda ser util en caso de mortalidad.

El protocolo puede ser utilizado tanto por el comprador para solicitar una mejora
del estado del organismo cuando llega a la camaronera, como por el vendedor
como parte del protocolo para mejorar la calidad de las larvas cuando salen del

laboratorio.

Es importante tener unas buenas condiciones de almacenamiento y extraccion,
ya que de ello dependera la calidad de los extractos. Se recomienda seguir el
protocolo de bioencapsulacion para fines comerciales y a su vez investigativos
ya que mediante los resultados obtenidos se ve la eficiencia de los extractos de
algas marinas ante cepas bacterianas patégenas de larvas de camarén. La
metodologia empleada puede utilizarse para investigar otros tipos de

compuestos bioactivos.
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APENDICES

Encuesta para el estudio de Bioencapsulacion de Artemia franciscana con
extractos de microalgas y macroalgas para la elaboracién de alimentos
funcionales para larvas y postlarvas de camaron Penaeus vannamei.

Encuesta dirigida a técnicos de laboratorio de larvas y postlarvas.

El objetivo de esta encuesta es conocer cuales son los estadios de camaron
Penaeus vannamei que presentan problemas de mortalidad y enfermedades, asi
como conocer los tipos de insumos utilizados para mitigar estas enfermedades.

Solicitamos su colaboraciéon llenando esta encuesta marcando con una X la
respuesta de su eleccion.

Datos de encuestado

Empresa en que labora:

Cargo que desempefia:

[ Gerente
[] Técnico

1. ¢Cudl es el estadio que usted considera es el mas critico en términos de
ocurrencia de eventos de enfermedades en el cultivo de larvas y
postlarvas de camaron Penaeus vannamei?

[ Zoeal ] Postlarva 1 -3

[1Zoealll ] Postlarva 4 —6

[1Zoeal lll 1 Postlarva 7 -9

1 Mysis | 1 Postlarva 10-12

1 Mysis I

[ Mysis Il

I [0 o Y=

2. ¢Cuales son las principales enfermedades/ patdogenos bacterianas que se
han presentado en su cultivo de larvas y postlarvas?

1 V. parahaemolyticus

[ Sindrome de Zoea Il
1 Epibiontes bacterianos
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[ Vibrios
[1 Pseudomonas

3. ¢Qué insumos acuicolas utilizan para contrarrestar o evitar problemas de
enfermedades en los cultivos?

[ Probidticos

[ Antibidticos

[ Aceites esenciales
[ Acidos organicos
[ Alimento vivo

4. ¢Para la alimentacion de larvas y postlarvas utilizan alimento vivo como
Artemia franciscana?

5. ¢La Artemia franciscana suministrada es enriquecida previamente a la
alimentacion de larvas y postlarvas?

1 Si (Mencione el por qué):

6. ¢En el caso de enriquecer Artemia franciscana que tipo de productos
utilizan para realizar dicho enriquecimiento?

7. ¢Cuantas horas de enriquecimiento emplean en Artemia franciscana?

[11-3 horas
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[14-6 horas
[17-9 horas
[110-12 horas

8. ¢Actualmente presenta enfermedades/ patdégenos bacterianas en sus
cultivos de camaron Penaeus vannamei?

[1Si (Mencione las enfermedades que usted conoce)

9. ¢Cudles son los signos clinicos comunes con los que identifica dichas
enfermedades/ patégenos bacterianas?
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