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RESUMEN

Las enfermedades generadas por vibrios han ocasionado grandes pérdidas econémicas
para la industria camaronera, lo que evidencia la importancia de poseer tratamientos
eficaces que no impliquen impactos negativos en el medio ambiente como una alternativa
potencial para satisfacer la necesidad de los productores camaroneros tanto del Ecuador
como del mundo, de poder asegurar la salud y por ende el éxito de sus cultivos. Es por
ello que buscar alternativas ambientalmente responsables como los extractos de
Acanthophora spicifera resultan como una opcién excelente al ser eficaces contra las
bacterias y contribuir con la salud de los camarones. En base a un metaanalisis acerca
de los compuestos bioactivos que poseen las macroalgas para la mejora del sistema
inmunoldgico del camarén y combate de enfermedades, se encontré que A. spicifera
posee compuestos bioactivos en niveles 6ptimos. Por lo cual, emplear extractos de A.
spicifera en postlarvas de camar6n P. vannamei permitira mejorar su crecimiento y
aumentara la supervivencia ante la vibriosis. Es por esto que, a través de ensayos in vitro
e in vivo con extractos de A. spicifera frente a Vibrio harveyi, se pudo determinar la
concentracion a la cual se obtuvo el mayor crecimiento y supervivencia pre-infeccion y
la mejor supervivencia a las 12 y 24 horas post-infeccién, siendo esta igual a 1000 mg/L
en todos los casos. De este modo, se comprobd que los extractos de A. spicifera son
una excelente opcién para el combate de V. harveyi, arrojando luz sobre su potencial uso

en el control de la virulencia.

Palabras clave: Acanthophora spicifera, vibriosis, Penaeus vannamei, V. harveyi,

postlarvas, camaron.



ABSTRACT

The diseases generated by vibrios have caused great economic losses for the shrimp
industry, which shows the importance of having effective treatments that do not imply
negative impacts on the environment as a potential alternative to satisfy the need of
shrimp producers in both, Ecuador and the rest of the world to be able to ensure the
health and therefore the success of their crops. That is why looking for environmentally
responsible alternatives such as Acanthophora spicifera extracts are an excellent option
as they are effective against bacteria and contribute to the health of shrimp. Based on a
meta-analysis about the bioactive compounds that macroalgae have for improving the
shrimp immune system and fighting diseases, it was found that A. spicifera has bioactive
compounds at optimal levels. Therefore, using A. spicifera extracts in P. vannamei shrimp
postlarvae will improve their growth and increase survival against vibriosis. That is why,
through in vitro and in vivo tests with extracts of A. spicifera against Vibrio harveyi, it was
possible to determine the concentration at which the highest growth and pre-infection
survival and the best survival at 12 hours were obtained. and 24 hours post-infection, this
being equal to 1000 mg/L in all cases. Thus, it was found that A. spicifera extracts are an
excellent option for combating V. harveyi, shedding light on their potential use in virulence

control.

Keywords: Acanthophora spicifera, vibriosis, Penaeus vannamei, V. harveyi, postlarvae,

shrimp.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas los niveles de produccion en Acuicultura se han desarrollado de
manera creciente alrededor del mundo, generando fuentes de empleo y aportaciones
economicas. En Ecuador, la actividad acuicola esta representada por la produccion del
camaron blanco Penaeus vannamei, que ha permitido conseguir avances tecnolégicos,
estudios cientificos y mejoras constantes en los sistemas de producciéon. Por lo que,
luego de comprender la excelencia y rentabilidad del producto, comenzé a desarrollarse
en paises como: China, Tailandia, Indonesia, México, Venezuela, entre otros (FAO,
2009). En la actualidad, existe una gran demanda de consumo de productos acuicolas
incluyendo el camaron, lo que ha provocado que se intensifique la tecnologia de su
cultivo a su vez, desencadena problemas de origen patolégico y ambiental, ocasionados
por diferentes organismos como virus, protozoarios, bacterias, entre otros. En el caso de
Ecuador, los principales virus que han perjudicado el cultivo de P. vannamei son: el
sindrome de Taura (TSV), la mancha blanca (WSSV), la cabeza amarilla (YHV) y la
necrosis infecciosa hipodermal y hematopoyética (IHHNV), ocasionando mas del 90%
de mortalidad (Molina, 2009), mientras que, dentro de los principales vibrios causantes
de afecciones, se encuentran V. harveyi, como uno de los agentes mas peligrosos
generadores de mortalidad masiva en la etapa larval, al igual que V. parahaemolyticus,
V. campbellii, V. splendidus, V. vulnuficus y V. anguillarum, los cuales producen altos
niveles de contagio (BIOMIN-DSM, 2022). Estas enfermedades han tratado de ser
mitigadas mediante el uso de probidticos, antibidticos y quimicos comerciales,
estrategias consideradas poco ecoamigables. Por lo que, diversos estudios revelan que
ciertas macroalgas contienen elementos bioactivos que benefician al sector acuicola, por
su utilidad en nutricion, salud y el combate de enfermedades. Dentro de esto, una de las
mejores alternativas gracias a los beneficios que proporcionan sin implicar
consecuencias negativas en el ambiente, es el uso de extractos de macroalgas, tal es el
caso de Acanthophora spicifera, que al poseer elementos como auxinas y polifenoles
tiene la capacidad de mejorar la salud y calidad del camardn, al controlar patogenos. De
modo que, su aplicacion beneficiaria a la produccion acuicola ecuatoriana contribuyendo

en su camino por alcanzar un ecosistema saludable, la seguridad alimentaria y la salud



humana (FUCOBI, 2022). La finalidad del presente estudio es el analisis de la influencia
gue tienen los extractos de A. spicifera en el combate de bacterias de impacto comercial

en P. vannamei, con la finalidad de determinar la concentracidon de accion mas eficiente.
1.1 Descripcién del problema

En la actualidad, el sector acuicola ecuatoriano ha generado maximos niveles de
productividad gracias al cultivo de Penaeus vannamei, posicionandose como una de las
industrias mas importantes del pais. Sin embargo, la aparicion y reaparicion de
enfermedades es el principal problema causante de afecciones sanitarias y pérdidas
economicas dentro del sector, mayormente ocasionadas por vibrios. Por lo que, la
demanda de tratamientos eficaces contra enfermedades bacterianas que no impliquen
impactos negativos en el ambiente surge como una necesidad. Siendo evidenciada por
la resistencia antimicrobiana, sumado a la falta de creacién de tratamientos eficaces y
eco amigables. En base a esto, las macroalgas se perfilan como quimio tratamientos
amigables con el medio y dentro de estas, Acanthophora spicifera destaca por su

excelente perfil bioactivo.
1.2 Justificacion del problema

La industria camaronera esta vinculada a enfermedades que afectan de manera directa
a la salud del camarén ocasionando grandes pérdidas econémicas, como en el afio 2020
donde se registraron alrededor de 27400 millones de ddlares en pérdidas, Figueredo et
al., (2020). Por lo que, para contrarrestar la incidencia de enfermedades, el personal
hace uso indiscriminado de antibiéticos sin medir sus consecuencias. Por consiguiente,
se han desencadenado un sinnimero de problemas en el sector acuicola, que con el
pasar del tiempo continlan agravandose, tal es el caso de la capacidad de resistencia a
los antimicrobianos desarrollada por patdgenos. Lo cual, perjudica de manera directa a
la salud de los animales y a su vez representa un peligro inminente para la salud humana
por la posible transmision de resistencia antibiotica. De modo que, contar con nuevas
herramientas sostenibles y efectivas al momento de combatir patdégenos en los
camarones, como los extractos de macroalgas, beneficiarian a poder alcanzar la tan
anhelada “One health”, es decir, la salud de los animales en la industria acuicola, la de

los seres humanos y la del ambiente.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

% Determinar in vivo la influencia de extractos de Acanthophora spicifera, para la

optimizacién del cultivo de postlarvas de Penaeus vannamei.
1.3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de los extractos de A. spicifera en el crecimiento y supervivencia
de postlarvas de P. vannamei desafiados con una bacteria de impacto comercial.
2. ldentificar la concentracion mas eficiente de extractos de A. spicifera, para el

combate de una bacteria de impacto comercial causante de enfermedades.
1.4 Marco teérico
1.4.1 Penaeus vannamei

También conocido como camardn blanco, es nativo de la costa oriental del Océano
Pacifico, donde durante todas las épocas del afio la temperatura del agua es mayor a
20°C vy llegando hasta los 30°C aproximadamente, forman parte de medios marinos
tropicales. Los machos suelen madurar alrededor de los 20 g, y las hembras cuando
llegan a los 28 g, de modo que, cuando alcanzan este peso liberan entre 100.000 y
250.000 huevos cada cuatro dias en promedio. Generalmente, el primer estadio es
denominado como nauplio y no necesita alimentacion, mientras que los siguientes
estadios larvarios (protozoea, mysis y postlarva) si se alimentan de fitoplancton y
zooplancton, luego de su transformacion a post-larvas (PL) se alimentan de crustaceos,
bivalvos y detritos bénticos (FAO, 2009).

1.4.2 Enfermedades en el camardn

Dentro del sector camaronero existen enfermedades que representan peligros graves
para la industria, como virus que provocan mortalidades de hasta 100%: el virus de la
macha blanca (WSSV), virus del sindrome de Taura (TSV), virus de la cabeza amarilla
(YHV), necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV), necrosis baculoviral
de la glandula intestinal (BMN), propagados alrededor del mundo. Por otro lado, se
encuentran las bacterias del género Vibrio como V. harveyi, V. parahaemolyticus, V.
campbellii, V. splendidus, V. vulnuficus y V. anguillarum que inciden en afecciones
estomacales, branquias o cuticula de los camarones, desencadenando problemas en su

salud y pérdidas en el cultivo (Santiago et al., 2009). Ademas, no se han evidenciado
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productos ecoamigables que traten infecciones en estanques invadidos por virus o
bacterias, siendo necesario el manejo 6ptimo de agua, salud de los animales y estanques
(FAO, 2009).

1.4.3 Uso de tratamientos para enfermedades en el cultivo de camaroén

En general, para contrarrestar enfermedades en el cultivo de camardn existen
mecanismos como: estrategias de bioseguridad, inmunoestimulantes, probiéticos y
antimicrobianos, que ayudan a evitar o prevenir afecciones en el cultivo. En cuanto a
protocolos de manejo, se llevan a cabo andlisis de suelo y utilizacion de cal. Mientras
gue, en las medidas sobre el agua se realiza filtracién (malla>1.000 micras), maduracion
utilizando bacterias, desinfeccién y analisis de calidad de agua (Bioaquafloc, 2022). Se
considera que las estrategias inmunoestimulantes promueven una respuesta inmunitaria
reduciendo mortalidades, beneficiando la alimentacion, nutricion y salud del animal,
(Licona, 2022). Existen probidticos que controlan enfermedades, y se agregan
directamente al agua o en el alimento, con facultad de inhibir patégenos en el tracto
digestivo al producir sustancias bactericidas (BIOMIN, 2022). También se usan
antimicrobianos que aportan beneficios en el sistema digestivo del animal, como mezclas
de aceites esenciales y acidos organicos con potencial inhibidor de Vibrio (BIOMIN,
2022).

1.4.4 Uso de Antibiéticos para mitigar enfermedades en el camarén

El antibiotico es un compuesto elaborado con organismos microscépicos que tienen la
facultad de eliminar o controlar microorganismos no deseados. En Acuicultura, se han
usado excesivamente estos elementos por la demanda creciente de su uso en las ultimas
décadas. Los antibiéticos mas utilizados son oxitetraciclina, florfenicol, ormetoprim sulfa
metoxazol, sarafloxacina y enrofloxacina (Santiago et al., 2009). Sin embargo, su
utilizacion genera impactos ambientales, riesgos en la salud humana y problemas en la
salud animal por la resistencia bacteriana. Por otro lado, la acumulaciéon de antibiéticos
en el organismo del camaron puede trastornar su flora intestinal, generando intoxicacion
en los humanos que ingieren el producto final (Santiago et al., 2009). En la actualidad,
el uso de antibidticos es controlado, siendo pocos los de uso aprobado para acuicultura
(Sotomayor et al., 2019). La capacidad de resistencia a los antimicrobianos que se
genera por patdégenos aparece cuando son aplicados de manera excesiva o existe un
mal uso de antibiéticos. Segun Aguirre Chanta et al., (2021) este es un problema evidente
y ha sido reportado en Brasil, Malasia, India, Ecuador y Perd. Por lo cual, este
4



inconveniente genera pérdida en la eficiencia de los antibidticos para tratar
enfermedades, ademas de desencadenar un impacto negativo en el ambiente, el
patogeno resistente que se encuentra en el animal puede llegar de manera directa al
humano a través de su consumo, transfiriendo estos genes de resistencia en su cuerpo
(Aguirre Chanta et al., 2021).

1.4.5 Uso de macroalgas como productos ecosostenibles para el tratamiento de

enfermedades en camarén

Las macroalgas se han destacado en diferentes industrias, como la Acuicultura por su
capacidad para nutrir de forma natural a los animales cultivados, sus caracteristicas les
permiten ser eficaces para combatir patdgenos en el camarén sin ocasionar dafios en el

ambiente.
1.4.5.1 Macroalgas

Las macroalgas son organismos fotosintéticos (absorben CO:2 y liberan oxigeno), poseen
clorofila y viven tanto en el agua como en lugares hiumedos. Pueden llegar a medir mas
de 50 m, presentando una gran diversidad en los océanos. Se estima que en el mar
existen 6200 tipos de macroalgas rojas, 1800 macroalgas marrones o pardas y 1800
macroalgas verdes, siendo las algas rojas las mas diversas y las pardas las mas grandes.
Actualmente, las macroalgas se utilizan para fines diversos: alimentacion humana,
agricultura, animales domésticos (pienso), y medicina gracias a sus propiedades
terapéuticas. Por lo que, su creciente uso ha llevado a que sean altamente demandadas

en la industria acuicola a nivel mundial (Pereira, 2021).
1.4.5.2 Cultivo de macroalgas

Existe una diversidad de métodos de cultivo para macroalgas. En base a esto, la especie
a cultivar se elige acorde a la ubicacion de la granja y las instalaciones de cultivo (si es
en mar abierto, continente, temperatura del agua, entre otros) asi como, en la
productividad y adaptabilidad de la especie (crecimiento lento o rapido, adaptacién a la
luz, sombra o zonas oligotréficas, asi como su requerimiento de nutrientes). Ademas,
tomando en consideracion las caracteristicas dimensionales del ecosistema acuatico se
debe considerar el tamafio, la profundidad, irradiacién, contaminacion, el movimiento del

agua, es decir, el grado de accion de las olas (Titlyanov & Titlyanova, 2010).



1.4.5.3 Beneficios de las macroalgas

Las macroalgas son recursos renovables que, desde hace miles de afios se han
destacado por su diversidad de usos, y la Acuicultura no ha sido la excepcién, donde han
sido utilizadas como alimento, elaboracion de piensos, fertilizantes y medicinas. Estudios
demuestran que las macroalgas tienen mas de 60 oligoelementos, posicionandose por
encima de las plantas terrestres en cuanto a estas propiedades. Ademas, presentan
fuentes importantes de proteinas, yodo, fibra, polisacaridos, bromo, minerales, vitaminas,
sustancias que estimulan el organismo y contienen compuestos que combaten
patdgenos. De manera que, generan un gran aporte en la salud de los animales en cultivo
al igual que en sus actividades biolédgicas, antimicrobianas, antivirales y antiinflamatorias
(Mohy EI-Din & EI-Ahwany, 2016).

1.4.5.4 Acanthophora spicifera

Acanthophora spicifera es una macroalga de hasta 20 cm de altura, con pocas
ramificaciones, muy extendidas, son cartilaginosas. Sus ejes principales son gruesos
(2,2 mm de ancho), las espinas son escasas, tiene ramas divididas irregularmente de
crecimiento constante y ramas cortas con crecimiento limitado (Figura 1.1). Sus
apéndices son puntiagudos, en forma de pirdmide y espinas densas de 0,5 a 0,8 mm de
ancho. Si estan completamente desarrolladas, los pelos radicales nacidos en la punta de
las ramas, sobresalen y envuelven la parte apical de la planta. Se encuentra distribuida
en el Océano Atlantico, Caribe, Océano indico, Océano Pacifico y Mar Rojo (Jong et al.,
1999).



Figura 1.1 Acanthophora spicifera en lineas de cultivo en el mar de Palmar (Ecuador).
Fuente: (Marquez, 2022).

1.4.5.5 Extractos de macroalgas para combatir enfermedades en camaron

Existen diversos métodos de extraccion de macroalgas y se pueden usar solventes como
metanol, etanol, acetona, cloroformo entre otros, que tienen diferentes mecanismos de
aplicacion en cuanto a la metodologia, agitacion, filtracion o almacenamiento para una

correcta obtencion de los compuestos de interés (Mohy EI-Din & EI-Ahwany, 2016).
1.4.5.6 Compuestos bioactivos de macroalgas

Conforme al tipo de macroalgas, su contenido bioactivo puede variar entre los
compuestos de utilidad en la acuicultura encontrandose los fenoles, flavonoides,
polifenoles y auxinas, con capacidad de combatir patdgenos mejorando la alimentacion
del camarén (Mohy EI-Din & El-Ahwany, 2016). En el caso de A. spicifera, resaltan los
fenoles, auxinas, antioxidantes y polisacéridos, en especial, el polisacarido sulfatado
galactano I-carragenano (Guillén et al., 2022).

1.4.5.7 Actividad antibacteriana

En el organismo de los crustaceos no existe un sistema de defensa, dependen de su
inmunidad innata. De modo que, es necesario que su alimentacién contenga elementos
gue contribuyan con su crecimiento y capacidad de eliminar microorganismos invasores
gue afecten su salud. En base a esto y gracias al extracto de macroalgas, como A.

spicifera (Zakaria et al., 2011), se ha podido obtener mejores tasas de crecimiento y
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supervivencia en camarones peneidos, dentro de lo cual, su crecimiento ha sido atribuido
a la cantidad de vitaminas, minerales, lipidos que poseen. Por otro lado, contienen
compuestos antimicrobianos con capacidad inhibitoria y de control ante el crecimiento de
bacterias del género Vibrio, de modo que estos extractos poseen agentes con

capacidades antibacterianas (Momin, 2022).
1.4.5.8 Actividad inmunoestimulante

Estudios realizados por Ganeshamurthy et al., (2014), Muthu Krishnan & Raja, (2021) y
Wongprasert et al., (2014) han demostrado que las macroalgas poseen propiedades
importantes inmunoestimulantes. Tomando en cuenta que, al ser obtenidos de plantas
acuaticas, pueden mejorar las respuestas inmunitarias en los animales y reducir las
pérdidas por bacterias, virus e infecciones parasitarias. Dentro de los compuestos activos
de las macroalgas constan por ejemplo el tetraclorotriciclo, acetato de isoamilo,
butirofenona, adamantano, germacreno A, ciclopropano, entre otros, los cuales son
responsables y dan una premisa esperanzadora para el desarrollo de una actividad

inmunoestimulante de alta calidad.
1.4.5.9 Actividad de inhibicion de la virulencia

Las macroalgas son una fuente rica en subproductos de origen natural que sirven para
sintetizar nanoparticulas y combatir diversas enfermedades bioldgicas, lo cual es un
campo emergente de interés cientifico (Kumar et al., 2012). Asi por ejemplo, Choudhury
et al., (2005), usaron extractos organicos solventes de tres especies de macroalgas, que
mostraron actividad especifica ante la inhibicién de seis cepas virulentas de bacterias
patégenas en peces; Edwardsiella tarda, Vibrio alginolyticus, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila, varias de las cuales son de
importancia en la produccion de camaron por las afecciones que ocasionan
(Kolanjinathan et al., 2014). Por otro lado, en un estudio realizado con nanoparticulas de
Plata sintetizadas a partir de A. spicifera, se demostré una potencia anti-biopeliculas en
contra de la formacion de cinco patdégenos distintos, a partir de lo cual se podrian aplicar

de manera innovadora en dispositivos biomédicos (Kumar, Senthamilselvi, et al., 2012).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion y conservacidén de macroalgas

En el presente estudio, la macroalga Acanthophora spicifera fue recolectada de lineas
de cultivo suspendidas en el mar ubicadas en la zona costera de la provincia de Santa
Elena (Ecuador), especificamente en la bahia de Palmar (2°01°39.6”S 80°44’42.7"W.
Figura 2.1) durante noviembre de 2022. Cada muestra se almaceno en bolsas plasticas
aislantes, que fueron transportadas en cajas también aislantes a 10°C hacia el
laboratorio de calidad de agua perteneciente a CENAIM. Posteriormente, las macroalgas
se enjuagaron con agua de mar esterilizada y se depuraron manualmente para eliminar

endoepifitas, y después fueron almacenadas a -20 °C hasta su andlisis.
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Figura 1.1 Ubicacion de la bahia de Palmar en la Provincia de Santa Elena (Ecuador).
Fuente: (Google Earth, 2022).

2.2 Preparacion del extracto

Para la obtencion del extracto en crudo de A. spicifera se emple6 el método de extraccidon

en frio, detallado por Sabeena Farvin & Jacobsen (2015) realizando ciertas

modificaciones. La biomasa del alga conservada (congelada) se moli6 en frio, luego se

agregaron 6 g de muestra en 40 ml de agua MilliQ, para a continuacion homogeneizar la

solucion en el vortex. Después, la muestra se cubrié con papel aluminio y se congeld

durante 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se procedi6 a congelarla y
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descongelarla en repetidas ocasiones con la finalidad de promover el rompimiento

celular. En seguida, se refrigerd por 4 dias continuos hasta su uso.
2.2.1 Preparacion de los extractos

Para la obtencion de la solucion madre se centrifugd la muestra a 3500 rpm durante 20
minutos a 8°C, recolectando el sobrenadante. Una vez obtenida, esta solucién se
almaceno en refrigeracién y cubierta con papel aluminio hasta su uso. Se repiti6 dos
veces el proceso de centrifugacion. A partir de la solucién madre obtenida, se elaboraron
tres soluciones con concentraciones diferentes: 300, 500 y 1000 mg/L, las cuales

posteriormente fueron usadas en los ensayos de desafio antibacterianos in vivo.
2.3 Caracterizacion bioquimica de la macroalga
2.3.1 Peso seco

Para determinar el peso en seco, de cada muestra del alga se extrajeron 20 g secandolos
a 70°C por 12 horas y una vez transcurrido ese tiempo fueron pesados en una balanza

analitica. (Bridgewater et al., 2012).
2.3.2 Auxinas totales

Para determinar el contenido de auxinas se us6 el método colorimétrico descrito por
Salkowski (Glickmann & Dessaux, 1995), empleando como estandar el acido indol-3

acético (Sigma, EUA).
2.3.3 Actividad antioxidante total

La medicion de la actividad antioxidante total fue medida mediante espectrofotometria
de acuerdo con el método de (Murray et al., 2004), usando a Trolox (Sigma, USA) como

estandar.
2.3.4 Fenoles totales

La cantidad de fenoles totales contenidos por los extractos de A. spicifera, fueron
medidos a través del micro-método de Folin-Ciocalteau, y mediante un andlisis

espectrofotométrico detallado por (Zhong et al., 2020).
2.3.5 Ficoeritrina y ficocianina total

El contenido total de ficoeritrina y ficocianina de los extractos del alga obtenidos se

midieron mediante espectrofotometria (van den Hende et al., 2016).
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2.4 Experimentacion in vitro de los extractos de A. spicifera para combatir a V.

harveyi
2.4.1 Actividad antibacteriana

Los extractos de A. spicifera fueron probados para combatir las cepas de Vibrio harveri
(E22) y V. parahaemolyticus cepa 2 (BA55), obtenidas de la coleccion de cultivos
bacterianos pertenecientes al Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
(CENAIM). Las bacterias fueron mantenidas a -80 °C, en caldo de soja triptona (Difco),
el cual se suplementd con un 2% (peso/volumen) de cloruro de sodio (TSB) junto a 25-
30% (volumen/volumen) de glicerol, siendo reactivadas a través de una incubacién en

caldo de soja tripticasa durante 12 a 24 horas a 28 = 2 °C.
2.5 Ensayos in vivo (crecimiento y supervivencia)
2.5.1 Aclimatacién de postlarvas

Las postlarvas en el dia 9 de P. vannamei con una relacion de peso de 300 PL/g, se
obtuvieron de un laboratorio local y se aclimataron en 35 tanques de 50 L, llenos con 40
L de su capacidad, en condiciones estandar de cultivo a una densidad de 550 animales
por tanque. Cada tanque fue provisto con iluminacion y aeracion artificial, para promover
las condiciones adecuadas y la salud del animal. El agua suministrada fue filtrada y
esterilizada con luz ultravioleta (UV), con el fin de obtener agua marina de calidad. Los
parametros ambientales fueron controlados a diario, siendo medidos con ayuda de una
sonda multiparamétrica (Ecosense ODO200M, YSI), manteniendo durante 5 dias las
siguientes condiciones; temperatura: 30 £ 0,5 °C; pH: 8; salinidad 29%eo; fotoperiodo de
12/12, y se proporciond alimento comercial a razén de 450 g alimento/102 larvas/dia,

cada 3 horas.
2.5.2 Pruebas de desafio con bacteria en postlarvas

Para la prueba de desafio las postlarvas en el dia 9, se mantuvieron durante 5 dias en
sus unidades experimentales (tanques) previamente asignadas, cada tratamiento poseia
cinco réplicas. Durante esta fase, se emple6 aeracién continua y la temperatura del agua
se mantuvo en 29,5 + 0,4 °C. Las postlarvas se alimentaron con la dieta comercial cada
tres horas durante todo el bioensayo a razén de 540 g alimento/10° larvas/dia. Se
aplicaron cuatro tratamientos: extractos de A. spicifera en tres concentraciones (300, 500
y 1000 mg/L) adheridos al alimento balanceado con ayuda de un pegante organico (Eco-
Adherent de ECO-SOLTECH S.A)) e inclusion del extracto de manera directa al agua a

11



una concentracion de 840 mg/L. Ademas, se mantuvieron tres controles: el primero en
donde las postlarvas fueron alimentadas con balanceado normal, en el segundo se uso
alimento balanceado con pegante incorporado y en el tercero se emple6 alimento

balanceado con extracto de macroalga sin pegante a una concentracién de 1000 mg/L.
2.5.2.1 Infeccion con Vibrio harveyi

Luego de 5 dias posteriores a la alimentacion con balanceado y extractos de A. spicifera
en diferentes concentraciones, las unidades experimentales conteniendo las postlarvas
fueron desafiadas con V. harveyi-E22. Para esta prueba los animales luego de ser
infectados con V. harveyi-E22 (10" UFC.mL™! de agua de mar) mediante inmersién por
10 minutos (Aguirre et al., 2013), se distribuyeron en 35 recipientes de vidrio con 3 litros
de capacidad, llenados con 1 litro y medio de agua de mar filtrada y esterilizada con luz
ultravioleta (UV), a razon de 100 postlarvas por litro en cada réplica, cada tratamiento
con cinco réplicas. Durante esta fase, se mantuvo la aeracion continua y una temperatura
del agua de 29,5 £+ 0,4 °C. Las postlarvas continuaron siendo alimentadas con la dieta
comercial cada tres horas bajo la misma raciéon (540 g alimento/102 larvas/dia). Se
mantuvieron los cinco tratamientos, tres de ellos con extractos de A. spicifera en tres
concentraciones (300, 500 y 1000 mg/L) adheridos al alimento balanceado a través de
un pegante organico, un tratamiento con alimento balanceado y extracto a 1000 mg/L sin
el uso del pegante y un tratamiento con inclusion directa del extracto en el agua (840
mg/L), todos estos fueron infectados con V. harveyi-E22. De igual manera, se
mantuvieron dos controles: en el control 1 (negativo) y 2 (positivo) las postlarvas fueron
alimentadas con balanceado normal, siendo diferenciados debido a que el control 1 no
recibid infeccién, mientras que el control 2 si. La supervivencia de las postlarvas se
cuantifico a las 12 y 24 horas (PEV).

La preparacion del in6culo bacteriano se realizd colocando el Vibrio en agar Triptona-
Soja (2% NaCl TSA), transfiriendo diez colonias a 1000 ml de medio de cultivo Luria
Bertani (LB) al 2% de NaCl, para a continuacién, ser colocado en un agitador a 114 rpm
durante 1 hora y 45 minutos, a 28 °C. Luego, el cultivo fue centrifugado (3000 RPM, por
15 minutos a 8°C), se descartaron los sobrenadantes y los pellets bacterianos obtenidos
fueron suspendidos en solucion salina estéril (NaCl al 2%). El ajuste de la suspension
del Vibrio se efectué usando como estandar la solucion de McFarland (Alzate, 2014),
alcanzando una densidad de 10° UFC.ml?, para de inmediato realizar diluciones hasta

alcanzar la concentracion objetivo de 107 UFC.ml%, a la cual se realiz6 la infeccion.
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2.6 Andlisis estadistico y de datos

Los analisis estadisticos se efectuaron usando el software XLSTAT 2022. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar (DS). Los resultados obtenidos se
evaluaron a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett para verificar la
normalidad y homogeneidad de las varianzas entre tratamientos. Los resultados que no
cumplieron con la normalidad, se procesaron como datos no paramétricos usando
Kruska-Wallis, es decir, para el analisis de las variables representadas por los distintos
tratamientos aplicados: los extractos en tres concentraciones, la inclusion del extracto en
el medio y la bacteria. En los casos donde se observaron diferencias estadisticas
(«=0,05), estos fueron analizadas siendo sometidos a la prueba de comparacion multiple

de Dunn, pudiendo establecer las diferencias significativas entre tratamientos.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Compuestos bioquimicos de Acanthophora spicifera

Existen diversos estudios que analizan la composicion bioquimica de macroalgas y su
potencial aplicacion en la Acuicultura, sin embargo, la mayor parte de los estudios
encontrados acerca de A. spicifera se enfocan en otras especies acuicolas,
principalmente peces y conchas. Por ejemplo, se usé extracto acuoso de A. spicifera
contra la Aeromona hydrophila (patégeno de peces), en donde mostré actividad
inmunoestimulante, proporcionando una tasa de supervivencia del 60% para Channa
punctatus, frente a un 0% de supervivencia del grupo control (Muthu Krishnan & Raja,
2021). La mayor parte de estos estudios han sido concluyentes acerca de la bioactividad
contra patégenos, pero no han realizado relaciones especificas entre la composicién
quimica del alga y su actividad contra bacterias o inmunoestimulantes (Marquez,
comunicacién personal).

Por lo que, aun no se ha desarrollado un producto comercial que contenga compuestos
especificos para emplearlo como insumo en la industria acuicola debido a que, varios
factores como la ubicacién geogréfica y las condiciones ambientales influyen de manera
directa en la constitucion bioquimica del alga, lo cual aun requiere de investigacion.

En la tabla 3.1, se pueden observar los resultados obtenidos del andlisis referente a la

composicién bioquimica de la biomasa de A. spicifera empleada en la experimentacion.
Tabla 3.1 Composicion bioquimica de Acanthophora spicifera empleada en la
experimentacion. Los resultados se expresan con los valores medios y desviacion

estandar (media £ DS). Fuente: autoras.

Acanthophora spicifera

COMPUESTOS BIOQUIMICOS CANTIDAD
Clorofila a (ug/g MS*) 65,75 + 3,99
Carotenoides (ug/g MS*) 96,80 + 19,10
Ficoeritrina (ug/g MS*) 196,00 + 18,76
Ficocianina (ug/g MS*) 39,00 + 11,65
Auxinas (1g/g MS*) 11,20 + 2,88
Fenoles (mg/g MS*) 10,30 £ 2,12
Antioxidante (%) 69,00 + 7,10
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*MS: masa seca
A partir de los analisis de diferentes componentes bioquimicos es posible observar
mediante un metaanalisis la gran variedad de estos compuestos bioactivos (clorofila a,
carotenoides, ficoeritrina, ficocianina, auxinas, fenoles y antioxidantes) en especial por
los diferentes métodos utilizados y las condiciones ambientales reinantes en el momento
de la toma de muestras. Con lo cual, podemos observar los perfiles bioquimicos de otras
macroalgas para poder compararlos con el de A. spicifera, entre estas, Cystoseira abies-
marina posee 0,799 mg de clorofila a y 2,110 mg de p-Caroteno por gramo de muestra
con una extraccién a través de etanol a 200°C. De igual forma, se encontr6 que
Himanthalia elongata cuenta con una capacidad antioxidante TEAC (mmol de Trolox/g
de extracto) de 0,246 + 0,002 obtenida a través de agua a 50°C por 20 minutos. También,
se pudo hallar que otras especies de algas rojas como Hypnea spinella, Chondrus
crispus y Halopitys incurvus poseen un contenido de acidos fendlicos total de 8365, 5729
y 10572 ng/g de alga liofilizada respectivamente (Plaza del Moral, 2010). Estos
compuestos son muy importantes en la proteccion de las macromoléculas bioldgicas en
contra del dafio oxidativo (Carranco et al., 2011), asi como en la sintesis de vitaminas e
inhibicion del crecimiento bacteriano. Dejando en claro que, cada uno desempeiia un rol
fundamental frente al desarrollo y la supervivencia de los organismos (postlarvas de P.
vannamei) ya que su presencia evita el dafo celular, disminuye el estrés y las
enfermedades (Shanab & Shalaby, 2021). Por otro lado, el alimento balanceado
proporcionado durante la experimentacion esta conformado por harinas, proteinas
animales y marinas, granos, grasas, gluten, aditivos funcionales, vitaminas, aglutinantes,
aminoacidos, minerales, antifingicos y antioxidantes, que son esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las postlarvas, sin embargo, en el presente ensayo se
demostré que estos ingredientes no son suficientes para combatir y controlar

enfermedades generadas por Vibrios como V. harveyi.

3.2 Bioluminiscencia

De acuerdo con los resultados obtenidos respecto a la inhibicién de bioluminiscencia
generada por V. harveyi empleando extractos acuosos de Acanthophora spicifera a tres
diferentes concentraciones, se observo que el mejor porcentaje (92,38%) de inhibicion
se obtuvo a una concentracion de los extractos igual a 500 mg/L, el segundo mejor
resultado fue a una concentracion de 1000 mg/L (91,29%), seguido por un porcentaje de
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inhibicion del 83,22% correspondiente a 300 mg/L. Debiendo destacar que no existe
diferencia significativa entre las concentraciones (Figura 3.1).

Ademas, se midio la capacidad inhibitoria del alga para V. harveyi a través de extractos
generados a partir de etanol, como se puede observar en la figura 3.1, el mayor
porcentaje de inhibicion (96,39%) se generd a una concentraciéon de 1000 mg/L, mientras
gue la menor inhibicién (87,69%) se dio a 300 mg/L, obteniendo como valor intermedio
de inhibicién (93,67%) a partir de 500 mg/L. De igual forma, es posible visualizar que no
se encuentran diferencias significativas entre los extractos acuosos o etandlicos para

inhibir la bioluminiscencia (Figura 3.1).

Inhibicién de Bioluminiscencia por V. harveyi

120
a a
100 T a a <
3 80 1
5
o 60
5
=
= 40
20
0
300 500 1000 300 500 1000
ACA H20 ACA H20 + EtOH

Concentracion de los extractos (mg/L)

Figura 3.1 Inhibicion de la bioluminiscencia generada por V. harveyi mediante
extractos de A. spicifera obtenidos a través de agua y alcohol. Los resultados se
expresan con los valores medios y desviacion estandar (media £ DS), las letras
iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos por medio de
la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: autoras.

3.3 Inhibicién del crecimiento bacteriano

Los resultados de inhibiciébn del crecimiento bacteriano de Vibrio harveyi y Vibrio

parahaemolitycus frente a tres concentraciones distintas de A. spicifera (300, 500 y 1000
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mg/L) se pueden observar en la figura 3.2, en donde, el mejor porcentaje de inhibicion
para V. harveyi (84,37%) en medio acuoso se obtuvo a una concentracion de 1000 mg/L
del alga, seguido por un 68.44% y 63.48% de inhibicion bajo las concentraciones de 500
y 300 mg/L respectivamente. Por otro lado, el porcentaje de inhibicion alcanzado ante V.
parahaemolitycus fue bajo para las tres concentraciones de A. spicifera, siendo estos
11.17, 7.12 y 3.70% a 1000, 300 y 500 mg/L del alga respectivamente.

Mientras que, el mejor porcentaje de inhibicion de V. harveyi alcanzado con los extractos
elaborados a partir de etanol fue de 69,91% a 1000 mg/L, sucesivo del 63.89% a 500
mg/L y 60.16% a 300 mg/L. Asi mismo, la inhibicion de V. parahaemolitycus resulto ser
relativamente baja con porcentajes del mayor al menor de 8.83%, 7.60% y 6.15% a las

concentraciones de 1000, 300 y 500 mg/L respectivamente.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS (mg/L)

Figura 3.2 Inhibicion de V. harveyiy V. parahaemolitycus mediante tres
concentraciones de extractos de A. spicifera: 300, 500y 1000 mg/L, en agua y etanol.
Los resultados se expresan con los valores medios y desviacion estandar (media *
DS), las letras distintas indican la existencia de diferencia significativa entre
tratamientos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: autoras.
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3.4 Crecimiento y supervivencia pre-infeccion

En esta fase se conto con 4 tratamientos y 3 controles de acuerdo al tipo de alimentacién

recibida, distribuidos de la siguiente manera:

C1: alimento balanceado.

C2: alimento balanceado + extracto (1000 mg/L).

C3: alimento balanceado + pegante organico.

T1: alimento balanceado + extracto (300 mg/L) + pegante organico.

T2: alimento balanceado + extracto (500 mg/L) + pegante organico.

T3: alimento balanceado + extracto (1000 mg/L) + pegante orgénico.

T4: alimento balanceado con inclusién del extracto en el agua a 840 mg/L.

En la tabla 3.2 se pueden visualizar los resultados obtenidos para crecimiento en los

distintos tratamientos, en donde el mayor porcentaje de crecimiento (47,20 + 0,04 PL/g)

se obtuvo en los animales alimentados con dieta balanceada junto a extracto de A.

spicifera a 1000 mg/L y el pegante orgénico. Por otro lado, el menor porcentaje de

crecimiento (20,43 = 0,00 PL/g) fue generado en el tratamiento 4 (inclusion del extracto

en el agua a una concentracion de 840 mg/L). Lo cual indica que, hubo un mejor

desempefio en los animales que recibieron alimentacién suplementada con extractos de

A. spicifera junto al pegante organico (Figura 3.3).

Tabla 3.2 Resultados del porcentaje de crecimiento (PL/g) de las postlarvas de P.

vannamei, previo a ser infectadas, tras 5 dias de tratamiento. Los resultados se

expresan con los valores medios y desviacion estandar (media £ DS), las letras

distintas indican la existencia de diferencia significativa entre tratamientos por medio
de la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: (Beltran, 2023).

TRATAMIENTO | % CRECIMIENTO (PL/qg)

T4 20,430,002

C3 34,78+ 0,002°

T1 36,04 + 0,403 b:¢

c2 39,07+0,4180cd

C1 40,28 £ 0,00 "¢ d

T2 45,16 £ 1,67 < ¢

T3 47,20+ 0,04 ¢
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Figura 3.3 Porcentaje de crecimiento de las postlarvas de P. vannamei luego de cinco
dias de tratamiento. Resultados expresados con los valores medios y desviacion
estandar (media * DS), las letras distintas indican la existencia de diferencia
significativa entre tratamientos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
Fuente: (Beltran, 2023).

Asi mismo, en la tabla 3.3 se pueden visualizar los resultados obtenidos en la evaluacién
de la supervivencia que lograron los animales dentro de la fase previa a la infeccién con
V. harveyi, en donde no se encontraron diferencias significativas entre cada tratamiento

(Figura 3.4). En este caso, la supervivencia fue medida en base a las postlarvas por
gramo obtenidas en promedio por cada tratamiento.
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Tabla 3.3 Resultados del porcentaje de supervivencia de las postlarvas de P.

vannamei luego de 5 dias de tratamiento, previo a ser infectadas. Los resultados se

expresan con los valores medios y desviacion estandar (media £ DS), las letras

indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: (Beltran, 2023).

TRATAMIENTO

% SUPERVIVENCIA PRE-INFECCION

T1
c3
T2
c1
T4
T3
c2

85,77 £ 22,36 @
88,08 + 10,74 2
90,49 £ 8,422
92,78 £ 10,732
93,04 £ 4,62 2
95,78 £1,932
98,30 + 3,03 2

SUPERVIVENCIA PRE-INFECCION

120 +

100 + [

60 +

% Supervivencia

40 |

jo}

C1

Cc2

C3 T1 T2 T3 T4
TRATAMIENTO

Figura 3.4 Supervivencia de postlarvas de P. vannamei antes de ser infectadas con

V. harveyi., valores medios y desviacion estandar (media * DS), letras iguales

indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: (Beltran, 2023).
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3.5 Supervivencia post-infeccion

De igual manera, en esta etapa de la experimentacion se mantuvieron 4 tratamientos y
3 controles, distribuidos de la siguiente manera:

- C1: alimento balanceado (sin infeccion).

- C2: alimento balanceado (con infeccién).

- TO: alimento balanceado + extracto (1000 mg/L) (con infeccidn).

- T1:alimento balanceado + extracto (300 mg/L) + pegante organico (con infeccion).

- T2:alimento balanceado + extracto (500 mg/L) + pegante organico (con infeccion).

- T3: alimento balanceado + extracto (1000 mg/L) + pegante organico (con

infeccidn).
- T4: alimento balanceado con inclusion del extracto en el agua a 840 mg/L (con
infeccion).

La supervivencia se cuantificé a las 12 y 24 horas después de la infeccion V. harveyi,
contabilizando el total de animales muertos en cada caramelera, de manera que,
sabiendo el numero total inicial de animales sembrados por unidad experimental,
empleando una diferencia de ambos datos se pudo obtener de manera exacta la
supervivencia, tal como se muestra en la tabla 3.4. Estos tiempos se usaron debido a
gue a partir de a partir de las 12 horas se empezaron a visualizar cambios notorios entre
los tratamientos como la formacion de espuma en la superficie del agua debido a la
presencia de la bacteria.

Tabla 3.4 Porcentaje de supervivencia de las postlarvas de P. vannamei alas 12y 24

horas después de la infeccion con V. harveyi. Los resultados se expresan con los
valores medios y desviacion estandar (media £ DS), las letras distintas indican la

existencia de diferencia significativa entre tratamientos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: (Beltran, 2023).

% SUPERVIVENCIA POST-INFECCION
TRATAMIENTO

12 HORAS 24 HORAS
Cc2 40,50 £ 40,87 @ 2,00+£4,47®
TO 97,90+ 1,143a° 92,70+ 5,262°
T4 98,40+ 0,652° 96,20 £ 1,04 P
T1 99,70 £0,45° 99,50+0,71°
T2 100,00 £ 0,00°® 99,90+0,22°
C1 100,00 £0,00° 100,00 £ 0,00®
T3 100,00 £ 0,00° 100,00 £ 0,00 ®
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Figura 3.5 Supervivencia 24 horas post infeccion de postlarvas de P. vannamei con V.

harveyi. Resultados expresados con los valores medios y desviacion estandar (media

* DS), letras distintas indican diferencia significativa entre tratamientos por medio de
la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05). Fuente: (Beltran, 2023).

La supervivencia obtenida se muestra en la figura 3.5, en donde se puede constatar que
la mejor supervivencia (de mayor a menor) fue alcanzada en T3 (100%), T2 (100%) y T1
(99,90%) y no se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos.
Ademas, en esta etapa se cont6 con un control negativo (C1) que no fue infectado y en
el cual sobrevivié el 100% de las postlarvas, junto a un control positivo (C2) de animales
gue si recibieron infeccion en donde solamente sobrevivio el 2% del total. Por otro lado,
la supervivencia del tratamiento TO (97,9%) fue significativamente similar a la del T4
(98,40%), lo cual pudo haber sido ocasionado por pérdida del extracto en el agua una
vez que el alimento entraba en contacto con esta. A partir de esto se evidencia que a
mayor concentracion del extracto de A. spicifera, mejores resultados de supervivencia
se obtienen. Ademas, los cambios en el comportamiento de las postlarvas fueron
notorios a partir de las 12 horas, se evidencio letargia, opacidad en el cuerpo, estbmagos
parcialmente vacios y alimento sobrante en las unidades experimentales, sobre todo en
C2, donde ya se visualizaba mortalidad. Estos resultados contrastan con otras

experimentaciones de infeccion realizadas con V. harveyi, puesto que en sus resultados
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también se distinguieron signos de letargia, necrosis en apéndices, asi como lesiones y

opacidad del cuerpo (Aguirre et al., 2013).

3.6 Costos

En la tabla 3.5, se puede observar el presupuesto referencial para el desarrollo del
presente proyecto, en el cual se detallan los precios de los materiales empleados en los
ensayos experimentales, los cuales conforman los costos fijos, resultando en un costo
total de $3.399,596. Dentro de este punto, se debe mencionar que el valor
correspondiente al alquiler del laboratorio incluye multiples materiales e instrumentos
necesarios para el desarrollo presente proyecto, siendo estos: 35 tanques de fibra de
vidrio de 50 litros, 35 carameleras de 3 litros, 1 filtro ultravioleta, 1 calentador de agua, 1
bomba de succidn, 1 tanque de 20 toneladas, 15 mesas porta tanques, 5 cajas porta
carameleras, sistema de aereacion, ademas del uso de equipos como vortex, estufa,
sorbona, Varioskan Lux, microscopio, refrigeradora, molinillo de café eléctrico, balanza
analitica, agitador, centrifuga y mitutoyo.

Por otro lado, en cuanto a la obtencion de la macroalga A. spicifera y de los animales, se
analizo su precio de mercado, el cual que varia de acuerdo con la demanda. En base a

esto, se establecio un valor total de $60,00 (Tabla 3.6).

Tabla 3.5 Materiales empleados en el desarrollo de la parte experimental del proyecto.

Fuente: autoras.

Cantidad Materiales Costo unitario Total
(%) (%)

4 Jarrade 2,5L 2,000 8,000
1 Ecosense ODO200M, YSI 560,000 560,000
1 Termografo 128,000 128,000

1 Paquete de 50 ligas de plastico 0,500 0,500

1 Refractometro S-100 de 0-100% 60,000 60,000
30 Piedra difusora de aire 9,000 270,000
1 Rollo de manguera de 0,56 cm de diametro 32,000 32,000

100 m

1 Balde de 15 L 7,990 7,990

250 Tubo eppendorf de 1,5 mi 0,016 4,000

1 Malla de 0,5 mm (m) 6,000 6,000
1 Malla de 300 micras (m) 22,000 22,000

5 Tubo Falcon de 10 mi 0,700 3,500
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Tubo Falcon de 45 mi 0,900 4,500
Agua millig (L) -
Cloruro de Hierro 111 (g) 9,086 18,172
25 Solucion Folin-Ciocalteu al 25% (ul) 0,0004 0,010
25 Solucion de carbonato de sodio al 10% () 0,00005 0,001
4 Reactivo DPPH (mg) 0,009 0,036
120 Etanol {ml} 0,128 15,360
11 Acido indol-3-acético (g) 1,839 2,023
0,1 Cloruro de Bario (g) 0,020 0,002
10 Cloruro de sodio (g) 0,133 1,330
2 Acido sulfarico (ml) 1,343 2,686
40 hMedio LB Broth, Miller (Luria-Bertani) (g) 0,360 14,400
1 Micropipeta de 10 a 100 pl 98,070 98,070
96 Punta para micropipeta de 10 a 100 I 0,067 6,432
1 Micropipeta de 100 a 1000 p 281,620 281,620
9% Punta para micropipeta 100 a 100 pI 0,104 9,984
1 Micropipeta de 1 a 10 mi 104,610 104,610
10 Punta para micropipeta de 1 a 10 ml 0,489 4,690
1 Placa microelisa 50,000 50,000
Cepa de V. Parahemolitycus -
Cepa de V. Harveyi -
2 Agua de mar estéril (L) -
1 Botella de vidrio Borosilicato 3.3 de 1L 16,000 16,000
20 Tubo de cultivo con tapa rosca 16x125 mm 0.933 18,660
de vidrio Borosilicato 3.3
1 Pipeta de aforo de 25 ml 5,180 5,180
7 Fipeta pasteur estéril 1 mi 0,160 1,120
8 Alquiler de Laboratorio (8 dias) 200,000 1.600,000
1 Caja de guantes 9,000 9,000
100 Alimento balanceado (g) 0,0014 0,140
1 Molinillo de café eléctrico 33,580 33,580
Total ($) 3.399,596
Tabla 3.6 Recursos utilizados en el desarrollo de la experimentacion. Fuente: autoras.
Cantidad Productos Costo unitario ($) Total ($)
24 500 Postlarvas de P. vannamei en el dia 9 - 60,000
1 Acanthophora spicifera himeda por Kg* 0,500 0,500
Total ($) 60,500
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*Este precio es referencial al costo de venta del kilogramo de masa humeda de
Kappaphycus alvarezii producida en Ecuador, debido a que a pesar de que se producen
bajo las mismas condiciones y en el mismo territorio, A. spicifera ain no se encuentra a
la venta oficialmente.

A partir de este analisis, el costo de producir 45 ml de extracto de A. spicifera con una
concentracion de 150.000 mg/L, cantidad suficiente para producir las diferentes
soluciones a las concentraciones de cada tratamiento (300, 500, 840 y 1000 mg/L) y
usarlas como aditivo en el alimento balanceado para alimentar a 24.500 postlarvas de P.
vannamei durante 7 dias es de $0,503 (Nota: los equipos/materiales empleados en este
proceso estaban ya presentes en CENAIM).

De acuerdo con datos proporcionados por un laboratorio comercial de postlarvas, en un
ciclo de produccion por médulo siembran en promedio 100 millones de larvas, de este
modo, si aplican el tratamiento (1000 mg/L) con la mejor supervivencia (100%) y el costo
por millar de larvas es de $2.500, obtendrian una ganancia de $250.000.000, monto que,
restandole lo que costaria producir el extracto suficiente ($2.053,06) para suplementar
tal cantidad de animales, resultaria en una utilidad de $249.997.947 (cantidad de

ganancia referencial sin contar los demas gastos de produccion).

25



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente proyecto, “Evaluacion in vivo de extractos de Acanthophora spicifera como
alternativa ecosostenible para combatir la vibriosis en Penaeus vannamei”, se orienté a
determinar a través de experimentacién, las mejores concentraciones en las cuales los

extractos del alga generaran un mayor crecimiento y supervivencia en los animales.

4.1 Conclusiones

Tras el andlisis de los resultados obtenidos en la experimentacion, el tratamiento con los
mejores resultados tanto para crecimiento como para supervivencia previo a la infeccién
fue aquel en el que se suministré una concentracion de 1000 mg/L de A. spicifera a través
del alimento. De igual manera, la mejor supervivencia obtenida después de la infeccion
con Vibrio harveyi fue en el tratamiento en que se aplicé una concentracion de 1000 mg/L
de extracto de A. spicifera al alimento. Ademas, se pudo constatar que los animales
prefirieron la adicion de los extractos en el alimento balanceado con el uso del pegante
organico. De este modo, se comprobod que los extractos de A. spicifera son una excelente
opcion para el combate de V. harveyi, arrojando luz sobre su potencial uso en el control
de la virulencia, incluso podrian ser utilizados como quimiotratamientos que interrumpen
la comunicacion entre las bacterias, sin necesariamente matarlas, lo cual evita que

desarrollen la capacidad de ser resistentes.

4.2 Recomendaciones

Al momento de llevar a cabo el uso de extractos de macroalgas, es esencial realizar un
analisis bioquimico de los compuestos de interés que poseen en ese instante
(antioxidantes, auxinas, fenoles, ficocianina, ficoeritrina), debido a que, estos varian de
acuerdo con las condiciones ambientales que recibieron durante su desarrollo, de esta
forma, se podra conocer la composicion especifica del alga, pudiendo discernir si es
adecuada para los fines pertinentes.

Es necesario realizar analisis inmunoldgicos a ciertos animales antes de llevarlos al

laboratorio experimental de manera que, se logre obtener informacion de los ejemplares
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y asegurarnos que tengan una buena salud y no exista ningun virus, bacteria o
enfermedad dentro del organismo.

Antes de la experimentacion se debe tomar en cuenta la talla de la postlarva con la que
se va a trabajar, para de acuerdo a eso sacar los célculos pertinentes con respecto a la
alimentacion diaria y la cantidad adecuada para cada racion.

Se recomienda que, para realizar el ensayo de infeccion, se posea un patron estandar
de crecimiento de la bacteria con la que se vaya a infectar. Ademas, una vez obtenida la
solucién con la bacteria, se aconseja realizar la siembra de una muestra en placas de
agar TSA, de modo que, se obtenga un segundo control que compruebe que la
concentracion de bacteria aplicada sea la correcta. Asi mismo, se deben tomar en cuenta
medidas de bioseguridad como el uso de guantes, desinfeccion de utensilios e
instalaciones, autoclavado de materiales, correcta distribucion de unidades
experimentales y asignacion clara de roles a cada persona que participe, con el fin de

evitar la contaminacién entre tratamientos que puedan afectar a los resultados.
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