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Resumen

Este proyecto tuvo como objetivo evaluar un protocolo de aplicacion profilactica o
curativa, para conseguir la remision bacteriana causada por cepas patdgenas de Vibrio spp.
presentes en el hepatopancreas y/o hemolinfa de camarones pre-adultos Penaeus vannamei,
infectados de forma natural con el agente causante de la Enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND), inicialmente conocida como Sindrome de Mortalidad Temprana
(EMS). Los camarones se obtuvieron de la estacion experimental del Centro Nacional de
Investigaciones Marinas (CENAIM) en Santa Elena, Ecuador. La fase experimental se realizo
con 12 réplicas y 6 camarones en cada unidad experimental (acuarios de 10 L), durante un
periodo de 30 dias. Al inicio del proyecto se verificé la presencia de cepas bacterianas causantes
de EMS/AHPND en los camarones experimentales, mediante técnicas de bacteriologia y
biologia molecular. Diariamente se midieron parametros fisico-quimicos y se realizaron
recambios hidricos del 80% mas sifoneo. A pesar de que los resultados iniciales de PCR
indicaron que los camarones estaban infectados con el agente causal de EMS/AHPND, durante
el estudio no se desarroll6 la enfermedad en ninguno de los organismos. Al terminar el
experimento, no se detectd la presencia del agente causal de EMS/AHPND (revisado el 33% de
cada acuario) mediante la técnica de PCR, lo que sugiere una remision (eliminacion) “total” de
las bacterias causantes de esta enfermedad, por accion efectiva del sistema inmune y gracias al
manejo de calidad de agua realizado y sugerido por Cuéllar-Anjel y Brock (2018), como

protocolo para el control de esta enfermedad.

Palabras Clave: EMS/AHPND, Penaeus vannamei, hepatopancreas, hemolinfa, remision



Abstract

The aim of this study was to evaluate a prophylactic and curative protocol for the
clearance (remission) of bacterial infection caused by pathogenics strains of Vibrio sp. in the
hepatopancreas and/or hemolymph of pre-adult Penaeus vannamei shrimp, naturally infected
with the causative bacteria of Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND), initially
known as Early Mortality Syndrome (EMS). Experimental shrimp were obtained from the
experimental station of the Nacional Center for Marine Research (CENAIM) in Santa Elena,
Ecuador. The experimental phase was conducted with 12 replicates of 6 shrimps in each
experimental unit (10 L glass tanks), over a period of 30 days. At the beginning of the project,
the presence of EMS/AHPND bacterial strains was confirmed using bacteriology and molecular
biology techniques. Water physicochemical parameters were daily measured and 80% water
exchange plus siphoning were performed. Although the initial PCR results indicated that the
experimental shrimp were infected with the causative agent of EMS/AHPND no disease
developed in any organisms during the study. At the end of the experiment, the presence of the
EMS/AHPND-causative bacteria was not detected (reviewed 33% of each aquarium) through
PCR, suggesting “complete” clearance of that bacteria due to a combination of immune system

effectiveness and the water management protocol published by Cuéllar-Anjel and Brock (2018).

Keywords: EMS/AHPND, Penaeus vannamei, hepatopancreas, hemolymph, remission.
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Capitulo 1



1.1 Introduccién

En muchas ocasiones, ocurren grandes pérdidas en la camaronicultura debido a la falta de
aplicacion de las precauciones preventivas necesarias. Eso ocurre porque frecuentemente los
productores no conocen la interrelacion entre el medio y los crustaceos y, en gran parte, de esto
depende tener éxito o fracaso en esta industria. Las enfermedades parasitarias, fangicas,
bacterianas y virales, son mas comunes en los estanques de cria, ya que estos sistemas son
altamente dindmicos y es en este entorno donde interactian de manera cercana factores como:
salinidad, pH, oxigeno disuelto, temperatura, asi como detritos organicos y compuestos
inorganicos. Las poblaciones de microorganismos que se encuentran en los estanques de cultivo
de camaron, son propensas a cambios y relaciones que surgen entre estos factores, puesto que
su composicion y cantidad pueden ser alteradas, por lo que ciertos cambios pueden favorecer la
proliferacion de organismos patdgenos y un aumento potencialmente riesgoso en su
crecimiento. La funcidn de las bacterias en un estanque de camaron, no debe de considerarse
exclusivamente desde las enfermedades, ya que muchas bacterias cumplen un papel importante
mantenimiento de la calidad del agua y del sustrato. De igual forma, existe otro grupo de
bacterias consideradas como patdgenos oportunistas y representadas principalmente por los
vibrios (Vibrio spp.) en camaronicultura, que causan enfermedades bajo ciertas condiciones
apropiadas para su proliferacion (materia organica, salinidad, pH y temperatura y oxigeno
disuelto, principalmente). Las patologias categorizadas como enfermedades bacterianas
inducidas por vibrios que son perjudiciales, han sido reportadas en la crianza de larvas y durante
la fase de crecimiento, causando frecuentemente lesiones en el érgano hepatopancreas, que es

la glandula digestiva de los camarones. Los vibrios mas comunes de aparicion en la fase de



crecimiento, incluyen Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. wvulnificus vy
Photobacterium damselae. En larvicultura, se reportan como los més frecuentes V. harveyi, V.
campbellii, V. owensii y V. splendidus. No obstante, numerosas de estas cepas también se han
detectado en la hemolinfa y hepatopancreas de camarones juveniles saludables de la especie P.
vannamei (Cuéllar-Anjel et al., 1998) (Gomez-Gil, 1998). Por esta razén, no podemos hablar

de “especies patdgenas”, sino de “cepas patogenas” de vibrios o de cualquier otro género.

A pesar de los progresos en la identificacion de los causantes de enfermedades en los
camarones, hay un conocimiento limitado acerca de la biologia de estos patogenos, como
ocurren las infecciones y como se regula la respuesta inmunoldgica frente a estos
microorganismos. Aun contando con las condiciones éptimas para el cultivo del camaron, hay
factores de peligros asociados con la presencia de enfermedades que pueden reducir
drasticamente o arruinar el proceso de produccién. A pesar de los esfuerzos humanos para
prevenir estos problemas, todos los animales poseen su sistema de defensas o inmunidad,
aunque los crustaceos como los camarones, exhiben particularidades que requieren una
investigacion detenida (Fonseca Moreno, Gonzalez Salas, & Rico Gutiérrez, 2013). De esta
manera, entender mas profundamente la reaccion inmunoldgica de los camarones peneidos nos
permitird desarrollar tacticas mas efectivas para la gestion de enfermedades (Rendén &
Balcazar, 2003).

(Fonseca Moreno, 2010), en su tesis de maestria, observé que ciertos factores relacionados
con la gestion, como alta densidad de siembra, junto con pardmetros climaticos y fisico-
quimicos del agua, como baja temperatura, ejercieron una significativa influencia en la

manifestacion de la Erosion Bacteriana del Caparazon (o Enfermedad de la Mancha Carmelita)



en camarones de la especie P. vannamei. Este estudio también revel6 que, en esta enfermedad
independientemente de los factores que ejercen influencia, el sistema inmune de los camarones
juega un rol fundamental. Se sabe que su sistema de defensa tiene inmunidad celular e
inmunidad humoral. Ambas trabajan para eliminar los agentes extrafios. Los hemocitos
desempefian un papel vital en estas respuestas del sistema inmunoldgico, siendo los
representantes de la inmunidad celular, capaces de realizar funciones de fagocitosis,
encapsulacion, formacion de nddulos y de citotoxicidad. Ellos constituyen la fraccion celular
de la hemolinfa. Los crustaceos tienen circulacion abierta, en donde la hemolinfa es un andlogo
de la sangre y la linfa de los vertebrados. Esta bafia los tejidos y el espacio por la que circula

en los camarones, se conoce como hemocele (Rendon & Balcazar, 2003).

En los humanos, para conseguir la remision de una enfermedad cronica, es imprescindible
eliminar las principales causas que la mantienen activa: la inflamacion de los tejidos y su
dificultad para desintoxicarse y repararse. En otras palabras, las causas que han "puesto en
marcha” la predisposicion genética del organismo a padecer determinados trastornos o
enfermedades. El organismo tiene una buena capacidad para eliminar residuos téxicos del
interior de las células y de su entorno (Cardona, 2016). En el caso de los crustaceos, no poseen
inmundgeno contra agentes causales de infeccion, ya que no tienen memoria inmunolégica ni
leucocitos (linea celular blanca). Por esta razon, han desarrollado un sistema defensivo
inespecifico basado en hemocitos circulantes y en varias proteinas de defensa, mas bien, la falta
de una memoria inmunoldgica, impide el desarrollo de vacunas (Fonseca Moreno, Gonzalez

Salas, & Rico Gutiérrez, 2013).



Debido a esto se ha vuelto necesario acoger medidas preventivas para la deteccion de
patdgenos y mantener controladas estas enfermedades; normalmente para la vigilancia y la
prevision de los patdgenos bacterianos, se ha dependido de la utilizacion de farmacos y
compuestos quimicos, (Cuéllar-Anjel & Pefia, 2019), sabiendo que su uso indiscriminado
(especificamente los antibidticos) puede inducir al desarrollo de resistencia bacteriana en
camarones P. vannamei, riesgo en el ambiente y en el bienestar humano, debido a que el ingerir
camarones con trazas de antibi6ticos en sus tejidos, pueden desequilibrar la flora del intestino,

originando problemas de intoxicacion o alergias al comérselo los humanos (Gémez-Gil, 1998).

En Ecuador, los antibidticos mayormente utilizados y que se rigen bajo el plan nacional de
control, son Oxitetraciclina (OTC) y Florfenicol (FFC), siendo el primero bacteriostatico y el
segundo bactericida (Cuéllar-Anjel, com. pers.). Estos deben administrarse bajo un diagndstico
adecuado y con prescripciéon de un Médico Veterinario. No obstante, la recomendacion es que
estos deben usarse como ultimo recurso (Ministerio de Produccion, Comercio Exterior,
Inversiones y Pesca (MPCEIP), 2022). Para el tratamiento para la Vibriosis, se han obtenido
resultados variables utilizando el Florfenicol (250 a 300 ppm) y Enrofloxacina (200 a 300 ppm),
siendo agregado en el pellet del camardn y suministrado por el tiempo de 10 dias, en intervalos
de 8 horas. La eficacia del tratamiento va a depender de que tan oportuna sea la deteccion y el
inicio de la medicacion (Cuéllar-Anjel, 2015). Ademas, las bacterias puede ser controladas bajo
un control estricto del agua y prevenir asi la entrada del vibrios al cultivo (M. C. L. Baticados,
1990), al mismo tiempo reducir el estrés de los camarones. Por lo anterior, se recomienda
disminuir la cantidad de materia organica en el agua y fondo de los estanques, el incremento de
la cantidad de recambio de agua diario, la disminucion de biomasa en el estanque con cosechas
parciales para aminorar las mortalidades por causa de Vibriosis y el drenaje, secado y encalado
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luego de la cosecha (Cuéllar-Anjel J. V., 2014) (Cuéllar-Anjel J. , 2018) (Cuéllar-Anjel J. a.,

2018).

Como lo reportan Cuéllar-Anjel y Pefia (2019), en el caso de una finca camaronera en
Maracaibo (Venezuela), se presentaron repetidas mortalidades ademas de signos clinicos
asociados con bacteriosis, en piscinas de crecimiento de camaron blanco P. vannamei, con
aproximadamente 50 dias de cultivo. De acuerdo con la anamnesis y las observaciones clinicas,
se llegd a la conclusion que el diagnostico que mas encajaba era Vibriosis. La recomendacion
que dieron fue la mejora del manejo de reproduccion y las técnicas de cultivo, siendo mas
rigurosos en la gestion de la fuente hidrica a través de probidticos y biorremediadores, para
poder asi reforzar el control de las bacterias degradadoras de materia organica. De esa forma,

observaron una mejoria progresiva en la condicion de la piscina (Cuéllar-Anjel & Pefia, 2019).

1.2 Descripcion del problema

La enfermedad EMS/AHPND se encuentra afectando desde hace casi una década al sector
camaronero ecuatoriano, tanto en granjas de engorde (zonas de agua dulce o de agua salada),
como en laboratorios de produccién postlarvas de camarén. El agente etioldgico de esta
enfermedad corresponde a cepas patdgenas de vibrios Gram negativos, principalmente de la
especie V. parahaemolyticus, las cuales pueden producir altas mortalidades si la enfermedad no
se detecta a tiempo. En esta patologia, las toxinas bacterianas causan dafio severo en el
hepatopancreas y afectan de manera directa los procesos fisiologicos asociados con la digestion
en el camarén, causando la muerte en pocos dias. Esta enfermedad puede producir mortalidades
masivas en explotaciones comerciales, tanto en laboratorios de larvas como en las piscinas de

engorde, con pérdidas econdmicas muy importantes para el sector.



1.3 Justificacion del problema

La enfermedad EMS/AHPND, produce frecuentemente mortalidades en empresas
camaroneras del Ecuador, incluyendo laboratorios de larvicultura y fincas de engorde. A pesar
de que ha sido extensamente detectada mediante técnicas moleculares como la PCR, aun se le
Ilama de manera general en el Ecuador “Vibriosis atipica”. Ademas del V. parahaemolyticus,
esta enfermedad es también producida por cepas patogenas de V. owensii y V. campbellii. Se
sugiere que hay especies de otros géneros bacterianos que también producen esta enfermedad.
En una publicacion de 2018, Cuéllar-Anjel y Brock presentaron una nueva hipétesis sobre la
patogénesis de la enfermedad, distinta a la reportada originalmente (Bullet, 2023) y en la que
se sugiere colonizacion del epitelio gastrico por cepas patdgenas, que desde alli producen y
liberan toxinas que van a la hepatopancreas causando efectos devastadores (Pantoja y Lightner,
2014). Por su lado, Cuéllar-Anjel y Brock (2018) proponen, basados en estudios de caso, que
las bacterias patogenas colonizan las particulas organicas presentes al fondo y dentro de la
columna de agua, en las que se impregnan grandes cantidades de toxinas dafiinas; al ser
consumidas dichas particulas organicas por los camarones (dados sus habitos detritivoros), se
produce una ingesta de alta concentracién de toxinas, las cuales llegan rapidamente al
hepatopancreas y causan lesiones agudas que conducen a mortalidades en muy poco tiempo
(Cuéllar-Anjel J. a., 2018). Sin embargo, dichos autores reportan ademas que, realizando un
manejo adecuado y dirigido de las unidades de produccion afectadas, se puede revertir la
enfermedad y frenar la mortalidad. Estos resultados fueron logrados por dichos investigadores,
mediante recambio intenso de agua (>100% diario), sifoneo del fondo (2 veces al dia) y

optimizacion de la nutricidn de los camarones (dieta de alta proteina y de 200 um para postlarvas



pl-14). Esta poblacion de postlarvas enfermas por EMS/AHPND, presentd signos clinicos y
mortalidad inicial, que lograron mitigarse con el manejo mencionado por los investigadores y
los cuales fueron confirmados de manera simultdnea como EMS/AHPND, a partir de analisis
histopatoldgicos y biologia molecular (PCR para los genes bacterianos que codifican para la

produccion de las toxinas PirA y PirB) (Cuéllar-Anjel, com. pers.).

En este estudio de tesis (materia integradora), se busco demostrar mediante condiciones
controladas y ambiente de laboratorio, las hipétesis de Cuéllar-Anjel y Brock (2018), en cuanto
a revertir una infeccion por cepas patdgenas de bacterias causantes de EMS/AHPND, mediante
un protocolo profilactico y/o curativo similar al reportado en su estudio de 2018 y partiendo de
camarones pre-adultos (a diferencia de las postlarvas de dicha publicacién), infectados por via
natural con cepas bacterianas patdgenas causantes de dicha enfermedad y confirmadas mediante

PCR.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluacion de un protocolo profilactico y curativo para obtener la remision total de
infeccion por bacterias causantes de EMS/AHPND en camarones pre-adultos Penaeus

vannamei.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Estandarizar un sistema de bioensayos bajo condiciones controladas, para la
manutencion adecuada de camarones pre-adultos P. vannamei, capaz de permitirles su
adecuado desarrollo en funcion de bajo estrés, asi como de crecimiento y sobrevivencia

Optimos



2. Lograr la remision “total” de las bacterias causantes de EMS/AHPND en camarones
pre-adultos P. vannamei, aplicando medidas estrictamente cuidadosas de manejo de
calidad del agua, durante un periodo de 30 dias bajo condiciones controladas y
verificando por PCR

3. Corroborar una alimentacién frecuente y normal asi como correctos procesos digestivos
en los camarones experimentales, mediante biometria y cuantificacion diaria de mudas,

para confirmar la ausencia de la enfermedad EMS/AHPND vy presencia de HP

1.5 Marco tedrico
1.5.1 Importancia de la Acuicultura en el Ecuador

Ecuador ha sido histéricamente exportador petrolero y de productos primarios como:
banano, camaron, atdn, flores, madera, entre otros. Por lo que una de las prioridades politicas
comerciales debe ser la de diversificar las exportaciones (Sanchez, 2017). Aproximadamente,
hace casi 5 décadas el cultivo de camarén en el Ecuador inicié, a partir de que un grupo
capitalistas de la provincia de ElI Oro empezé a explotar las salinas o salitrales. En los 80 esta
actividad crecié agresivamente, las granjas pioneras se situaron en el sur del pais y han ido
incrementandose desde entonces, llegando a casi 220.000 ha de estanques de produccion en la
actualidad. El Oro es una de las principales provincias productoras, ya que cuenta con 15% del
total de produccién del Ecuador (Gonzabay-Crespin, Vite-Cevallos, Garzon-Montealegre, &
Quizhpe-Cordero, 2021).

De acuerdo con el Ministerio de Coordinacion y Produccion, Empleo y Competitividad, el
sector acuicola camaronero cuenta con seis subsectores empiezan a partir de la elaboracién de

alimentos balanceados hasta lo que implica exportar al camaron en sus diferentes



presentaciones. Los laboratorios de maduracion en el pais tienen aproximadamente una
capacidad de produccion alrededor de 410 millones de nauplios diarios, con un valor al afio de
149.650 millones. Los laboratorios de larvicultura tienen una capacidad de produccion de
aproximadamente 89.790 millones de postlarvas/aiio. En 2014, la Subsecretaria del Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca mencion6 que las empresas camaroneras estan
concentradas en 5 provincias: Guayas, Santa Elena, Manabi, EI Oro y Esmeraldas. Estas abarcan
la totalidad de la produccion. La Grafica 1 presenta en detalle, el numero de predios
camaroneros en tierras altas y en zonas de playa y bahia. La provincia mas importante de
produccion es Guayas, con un 43%, EI Oro con un 38%, y Manabi con 14% (Gonzabay-Crespin,

2021).

Grafical

Principales provincias que producen camarén en el Ecuador

Galapagos Santa
Manabi 1%

>\

El Oro
38%

Esmeralda

Gu%iyas 2
1378 1%
= El Oro = Esmeraldas = Guayas

= Manabi = Galapagos Santa Elena

Nota. Datos tomados de la Camara Nacional de Acuicultura, CNA (2020).

Las empacadoras/exportadoras son empresas de gran envergadura, por su infraestructura y

camaras de frio, que requieren los mercados internacionales. La mayoria tienen uno o algunos
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accionistas (Consult, 2010). A raiz de las pérdidas econdmicas iniciales por la Mancha Blanca
en 1999 y su posterior diseminacion a todas las provincias camaroneras el pais, se opto por el
cultivo de camarones a baja densidad, con 7 a 15 organismos por metro cuadrado. En 2013, el
pais produjo entre 1.000 Ib/ha en la region norte, hasta 2.500 Ib/ha en la region sur, siendo
aproximadamente 225.000 toneladas de camaron al afio y utilizando un espacio total de 191.000
ha (Sanchez, 2017). La especie de camardn blanco P. vannamei es la mas sembrada en
acuicultura, y el principal producto acuicola no petrolero que el Ecuador exporta a la Union
Europeay a los Estados Unidos. La produccion en el afio 2021 presentd un incremento del 20%,
con respecto al afio anterior. La Tabla 1 presenta el reporte de exportaciones ecuatorianas totales
de camardn, desde el afio 2019 hasta abril del 2023 (CNA, 2023). De acuerdo con el Banco
Central del Ecuador, las ventas de camardn de enero a marzo del 2023, sumaron USD 1.871
millones. Y las exportaciones del crudo alcanzaron USD 1.669 millones, superando con USD
202 millones a los envios del crudo. Posicionandose el camaron como principal “commodity”
0 producto sin procesar en las exportaciones del primer trimestre del 2023 del pais (CAMAE,

2023).

Tabla 1

Comparativo mensual - Exportaciones en libras 2019-2023
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Comparativo Mensual - Exportaciones de libras 2019 - 2023
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Nota. Datos tomados de la Camara nacional de Acuacultura (2023).

La comercializacion del camardn en el mundo es el mayor productor de divisas y empleo,
ya que este lidera uno de los sectores con un mayor dinamismo en la economia nacional. Debido
al répido aumento se ha posicionado como unos de los mayores productos exportados no
petroleros, dejando de lado al banano desde el 2017 (CNA, 2023). Esta actividad produce gran
numero de ingresos en el Producto Interno Bruto (PIB) del Ecuador, cerca de 200 mil familias
dependen de esta produccion acuicola, ademas de otros empleos vinculados como: laboratorios
de produccion de post- larvas, fabricas de balanceados, insumos, empacadoras, logistica y

transporte (Paredes Floril, Bravo Bravo, & Delgado Naranjo, 2022).

Aun cuando Asia, China, Indonesia, Taiwan, Vietnam entre otros, producen grandes
cantidades de camaron, su producto por usar antibioticos en sus producciones, posee menor
calidad que el camardn ecuatoriano. Es oportuno mencionar que en 2018 la produccion de

camaroén alcanzo 1.115,22 millones de libras lo seria igual a USD 3.199 millones (CNA, 2023).

La cantidad de hectareas sembradas de camaron entre los afios 2015 — 2020 mantuvo un

aumento constante, permitiendo las exportaciones a la Union Europea en constante crecimiento.
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En 2020 a nivel mundial se vivid la Pandemia Covid-19, esto representd problemas severos para
la economia local, debido a que al reducir la demanda, algunos de los pequefios productores
dejaron de producir (Gonzabay-Crespin, Vite-Cevallos, Garzén-Montealegre, & Quizhpe-
Cordero, 2021). Ademas de los numerosos obstaculos que presentd el sector econémico
ecuatoriano; uno de los mayores problemas fue cuando China, uno de los paises con mayor
destino de exportaciones de camaron, junio de 2020 encontro trazas del virus en el interior de
los contenedores de tres empresas del Ecuador: Industrial Pesquera Santa Priscila, Empracreci
y Edpacif, que fueron sancionadas luego. Como consecuencias, se retiro el producto de sus
mercados, provocando una drastica disminucion de los ingresos no petroleros en el pais (Paredes
Floril, Bravo Bravo, & Delgado Naranjo, 2022). Desde junio a julio de 2020, las exportaciones
disminuyeron un 30%. Desde entonces a partir del mes de agosto, el camarén ecuatoriano
ingresa a China sin restriccion alguna ya que, mediante un comunicado especial, los elementos
que dieron positivo para Covid-19, no estaban contaminados en el interior del paquete, ni en el
camaron, sino en los empaques externos del envio. Hasta ese periodo, se registraron ingresos

de USD 3.611,87 millones, cerrando con un crecimiento del 6% (CNA, 2023).

Al finalizar el 2021, Ecuador se convirtid en el primer exportador a nivel mundial (Paredes
Floril, Bravo Bravo, & Delgado Naranjo, 2022) y en el 2022 lleg6 a casi 2.338,69 millones de
libras (més de 1 millén de TM), aportando un valor de USD 6.653,08 millones (CNA, 2023),
por lo que se puede notar que la produccion de camardn es actualmente el punto central de la

generacion de empleo en el Ecuador.

13



1.5.2 Parametros fisico — quimicos para el cultivo del Penaeus vannamei.

La crianza del camardn blanco se lo hace por diferentes sistemas de produccion que se
clasifican como: extensivo, semi-intensivo, intensivo y super-intensivo. La diferencia entre
éstos radica en los metros cuadrados de densidad de siembra, la cantidad y calidad de alimento
entregado y en la tecnologia requerida para cultivar los camarones. Durante la etapa de
crecimiento, hay varios factores importantes que se deben tener en cuenta como pH, salinidad,
oxigeno disuelto, alcalinidad, temperatura, densidad de siembra y calidad/cantidad/frecuencia
del alimento (Arzola Gonzalez, Flores Campanfa, I1zabal Ceja, & Gutiérrez Rubio, 2008). Debido
a los episodios negativos que han surgido en los dltimos afios tales como el virus de la mancha
blanca y otras enfermedades dentro se los sistemas de cultivos, se ha visto obligado el sector a
replantearse el manejo que se utilizaba. Uno de los aspectos fue el utilizar menos recambios de
agua, lo que crea un efecto de evaporacion y filtracion ademas de aumentar gradualmente la
salinidad (Tandazo, 2000). Esto, con el objetivo de evitar el ingreso de patdgenos a los estanques
0 el uso de agua contaminada (Arzola Gonzalez, Flores Camparia, Izabal Ceja, & Gutiérrez
Rubio, 2008). En nuestro pais hay 2 estaciones principales (seca y lluviosa) y una intermedia
que es el paso de una a la otra (transicion); en la época de lluvia, la cantidad de agua de los rios
aumenta y la salinidad se reduce. Durante la época seca, disminuye la descarga de los rios,
incrementando la cantidad de sal en el agua, por lo que los estuarios pueden tener un rango de
salinidad entre 0 a mas de 30 ppt (Lodeiros & Castafieda, 2023) (Arzola Gonzalez, Flores
Camparia, Izabal Ceja, & Gutiérrez Rubio, 2008). A continuacién, veremos a detalle la

importancia de cada parametro:

La salinidad es la concentracion total de todos los iones disueltos dentro del agua
(carbonatos, sodio y cloruros, principalmente). Este es un factor importante para las especies
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acuaticas, ya que afecta en el equilibrio osmotico que tiene que existir entre el medio externo y
los organismos (Arzola Gonzélez, Flores Campafia, Izabal Ceja, & Gutiérrez Rubio, 2008). Las
variaciones de salinidad pueden causar distintas respuestas metabolicas, por eso es necesario el
conocer los requerimientos ambientales y nutricionales de los camarones (Tandazo, 2000). El
periodo de vida de la especie P. vannamei requiere de distintas salinidades, en su etapa larval
precisan aguas marinas para su desarrollo, en la etapa juvenil habita en aguas salobres o
estuarinas hasta la maduracion y en la etapa adulta regresan a las salinidades del océano para
seguirse reproduciendo. A pesar de que el camaron blanco puede ser cultivado exitosamente en
altas y bajas salinidades, los resultados obtenidos indican que su crecimiento disminuye en altas

salinidades (Robertson, 1993).

La cantidad de oxigeno disuelto en el agua, es uno de los parametros de calidad mas
importante en los sistemas de cultivo, puesto que este tiene la capacidad de limitar el
crecimiento, la sobrevivencia y el rendimiento de los organismos si no se tiene una buena
solubilidad de oxigeno. La cantidad de oxigeno disuelto disponible va a depender de la
respiracion del fondo del estanque, el fitoplancton y los sistemas de cultivo (Carranza, 2020).
El consumo de oxigeno de los animales marinos depende de la temperatura, salinidad vy el

tamafio de los animales como se observa en la Tabla 2 (Vinatea, 2020).

Tabla 2

Consumo de oxigeno (mg O/ g/ hora) del camardn blanco Penaeus vannamei relacionado con

la temperatura, salinidad y tamafio de los animales.
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o8 10g 15g 20g
salinidad Temperatura (mg O,/gramo/hora)

20°C 0,160 0,191 0,213 0,230

37 Yoo 25°C 0,244 0,184 0,157 0,135
20°C 0,346 0,315 0,303 0,293

20°C 0,162 0,188 0,205 0,218

25 %o 25°C 0,246 0,250 0,252 0,254
20°C 0,326 0,322 0,320 0,318

207C 0,202 0,222 0,235 0,244

13 %o 2570 0,250 0,253 0,255 0,256
307C 0,322 0,328 0,331 0,332

207C 0,172 0,166 0,161 0,155

1 %aa 2570 0,238 0,255 0,265 0,272
307C 0,382 0,425 0,451 0,471

Bett y Vinatea (2009). Brazilian Journal of Oceanography, 57 (4], p. 305-314.

El potencial de hidrogeno (pH) nos da un indicio de que tan acido o basico es un liquido,
va del 1 al 14, donde 7 es un valor neutral. Valores superiores a 7 son conocidos como basicos
e inferiores a 7 son considerados acidos. Los rangos 6ptimos para obtener buenas producciones
de camarones peneidos son de 6.5 a 8.5. Valores por encima o por debajo de esa escala,
provocan retrasos en el crecimiento, incremento del factor de conversion alimenticia (FCA) y
los vuelve maés aptos a contraer enfermedades infecciosas. Un ejemplo es el incremento de
amonio en pH basico, otro es el sulfuro de hidrégeno (H2S) que es un gas extremadamente
toxico en pH acido. Por lo general, los fondos de los estanques son levemente &cidos cuando se

encuentran inferiores a 5.9, es ahi cuando requieren de encalado (carbonato de calcio y
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magnesio). Pero si las piscinas reciben agua de mar, dificilmente estaran inferiores a 5.9 y ahi

el encalado no es necesario (Vinatea, 2020).

Cuando las proteinas son metabolizadas por los organismos de cultivo acuatico, estas son
excretadas via branquial o renal, la descomposicion de la materia organica también genera
amonio. Dependiendo del pH del agua, el amonio puede presentarse en 2 formas: una toxica y
otra menos toxica. Cuando el pH esta debajo de 7 (4cida) el amonio adopta una forma ionizada
(NH4%), es decir menos toxica; y cuando el pH esta por encima de 7 (bésica) adopta una forma
no ionizada (NHs), més toxica. El amonio total vendria a ser la suma de la forma ionizada y no
ionizada. En los sistemas de cultivo abiertos, el recambio de agua es para controlar los niveles
de amonio. En presencia del oxigeno, el amonio es oxidado a nitrito por las bacterias Nitrosomas
sp., luego las bacterias Nitrobacter sp. oxidan el nitrito transformandolo en nitrato. Este proceso
se llama nitrificacion y va a depender del pH, cantidad de bacterias nitrificantes y substrato
amoniacal. El nitrito es tdxico, por ejemplo, cuando el hierro ferroso de la hemoglobina entra
en contacto con el nitrito, se convierte en hierro férrico, siendo este incapaz de transportar
oxigeno, lo que provoca que los animales mueran cianoticos. En el caso de los camarones
marinos son mas resistentes a esta toxina gracias a la salinidad (Vinatea, 2020). Ya que, en aguas
salinas disminuye significativamente debido al ion cloro (CI) y la molécula de nitrito. Para
camarones adultos Penaeus vannamei, el CL50 (Concentracion letal capaz de matar el 50% de
la poblacidn) del nitrito NO™/L es de 19.6 - 37.0 ppm a las 96 h y 58.3 ppm a las 72 h mientras
que en post-larvas es de 19.3 ppm a las 72h y entre 32.0- 37.3 ppm a las 48h en salinidad de 2
ppt. El porcentaje de muertes acumuladas en animales adultos fue del 70% expuestos a 60 ppm,

en cambio en post-larvas fue 94.4% a una exposicion de 40 ppm. Por lo que se sugiere que los
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rangos seguros de exposicion medidos son de 0.98 - 2.91 ppm (adultos) y 0.97 - 1.87 ppm (post-

larvas) (Escobar, Nieto, Mufioz, & Burgos, 2021).

El nitrato también es toxico a altas concentraciones. Durante mucho tiempo fue considerado
seguro debido a su baja toxicidad, pero si las concentraciones superan los niveles maximos de
seguridad reportados, pueden llegar a afectar a los animales. En el caso de los P. vannamei las
concentraciones no pueden ser mayores a 220 mg/L, ya que, si pasan de ese valor afecta tejidos
hepaticos, renales y branquiales. Un dato curioso es el acortamiento de las antenas cuando las

concentraciones superan las recomendadas (Vinatea, 2020).

La alcalinidad es la capacidad de un liquido para neutralizar acidos (H*) y bases (OH"). Esta
puede ser baja (5 — 10 mg/L) o alta (méas de 100 mg/L). se pueden considerar que los valores
menores de 50 mg/L son considerados bajos, de 50 a 80 mg/L son moderados y méas de 80 mg/L
son elevados. La importancia de la alcalinidad radica en la estabilidad que le puede dar al pH
del agua. Es decir que reacciona como buffer o tampon, evita asi que el pH baje mucho por la
noche y se eleve durante el dia. El pH oscila a lo largo del dia por el fitoplancton, ya que en la
noche las microalgas liberan grandes cantidades de CO», gas que al estar en contacto con el
agua se convierte en acido carbénico (H2COs), pero como es un &cido débil dificilmente va a
bajar el pH de 4.5. en cambio, durante el dia sobre todo las aguas con un pH mayor a 8, obliga
al fitoplancton a realizar hidrolisis, lo cual hace que el pH se eleve bastante. Esa elevacion de
pH puede provocar intoxicacion a los organismos con amonio no ionizado. En aguas con
alcalinidad baja, el pH puede cambiar hasta 3 unidades en 24 horas (ejemplo: 6 a 9) y en aguas

con alcalinidad moderada, raramente la oscilacién de pH supera la unidad (Vinatea, 2020).
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La dureza es un pardmetro irrelevante para el camarén blanco del Pacifico Penaeus
vannamei, a no ser que haya sido aclimatado para cultivarlo en agua dulce o de muy baja
salinidad. En tal caso, se recomiendan concentraciones no menores de 100 mg/L, tanto de

alcalinidad como de dureza (Vinatea, 2020).

1.5.3 EMS/AHPND

La estructura productiva en las granjas en Ecuador presenta limitaciones operativas para la
aplicacion de procesos mecanicos e hidraulicos eficientes en la remocion sistematica de materia
organica, en comparacion con aquellos sistemas de produccion intensivos en Asia (Jamil,
Moreira Zambrano, & Bastidas Sanchez, 2021). La acumulacion de carbono organico,
especialmente los desechos ricos en quitina entre otros residuos en el fondo de las piscinas, se
convierten en sustratos ideales para la proliferacion de bacterias patdgenas, entre ellos Vibrio
sp., en especial V. parahaemolyticus (Aguilera-Pesantes, Castro, Bucheli, & Vargas, 2022). Se
sabe que la enfermedad de la Vibriosis es bacteriana a quien se le atribuye las mortalidades del
camaroén blanco a nivel mundial (Donald V., Lightner, & H., 1975). EI género Vibrio sp. se
encuentran especialmente en esteros y aguas de mar (Guzman-Hernandez, Hernandez-Vélez, &
Contreras-Rodriguez, 2016). Las variaciones mas agresivas de estas patologias se observan en
la forma de AHPND, causante de mortalidad masiva durante los primeros 30 dias después de la
siembra. Al ser identificado el V. parahaemolyticus y verse involucrado, estos producen toxinas
especificas (toxina binaria PirAB Photorabdus — insect related) que afectan a las células
epiteliales ubicadas en los tubulos del hepatopancreas, afectando a los camarones en cualquier
momento del ciclo de produccion (Aguilera-Pesantes, Castro, Bucheli, & Vargas, 2022). Estos

son patdgenos oportunistas cuando el mecanismo defensivo de los animales esta suprimido.
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Haciendo que las mortalidades alcancen hasta un 95% (Cuéllar-Anjel & Pefia, 2019) (Panorama,
2022). Esto ocurre cuando los animales estan sujetos a factores que generan estrés como: calidad
de agua pobre, temperaturas elevadas en el agua, altas densidades de siembra, bajo intercambio
de agua y bajo oxigeno disuelto (Donald V., Lightner, & H., 1975). Los signos clinicos que
pueden presentar los camarones infectados por Vibrio sp. son: enrojecimiento corporal con
branquias rojas o marrones, letargia, nado erratico sobre la superficie del estanque ademas de
los bordes, reduccién de la alimentacion, melanizacion del cuerpo, apéndices y branquias,
perdida de miembros, infeccion en el tracto intestinal o en el hepatopancreas, dando lugar a una
posible infeccion sistematica en todo el cuerpo (Lightner, 1993).

La forma en que se puede identificar esta enfermedad, es a través de observacion directa de
los signos clinicos que puedan presentar, analisis con muestras frescas, ensayos de bacteriologia
en medios de cultivo selectivo TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa) en los que permiten
cultivos de 6rganos como la hepatopancreas o hemolinfa; identificacion histopatolégica de las
bacterias en forma de bacilo en las lesiones y técnicas moleculares como la PCR y la hibridacién
in situ (Cuéllar-Anjel, 2015).

En 2018 se realiz6 una investigacion cuyo propdsito fue identificar una proteina vinculada
a la enfermedad de la necrosis hepatopancreética aguda (AHPND). Se identifico la cepa bacteriana
conocida como V. parahaemolyticus en cultivos semi-intensivos asociada a las mortalidades de
camarones cultivados en el Ecuador, por medio de técnicas histoldgicas y de biologia molecular.
Por lo recomiendan que se mantenga una vigilancia sanitaria rigurosa en los cultivos de camaron

en Ecuador (Saavedra-Olivo, Peralta-Ortiz, & Ordinola-Zapata, 2018).

20



Capitulo 2



2.1 Metodologia
2.1.1 Area de estudio

Este bioensayo lo llevamos a cabo en instalaciones apropiadas para bioensayos en la ciudad
de Guayaquil, especificamente en la cdla. San Felipe (Figura 1). Los camarones utilizados en el
estudio fueron obtenidos de la estacidon experimental del CENAIM, la cual se encuentra en la

zona de San Pedro de Manglaralto (Santa Elena, Ecuador) (Figura 2).

Figural

Ubicacidn en el mapa del lugar donde se desarrollé el bioensayo
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Nota. La figura fue tomada de Google Earth (2023).
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Figura 2

Ubicacidn geogréfica de la estacién experimental CENAIM
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Nota. La figura fue tomada de Google Earth (2023).
2.1.2 Preparacion del Sistema

Construccion de los acuarios:

Se construyeron 12 acuarios con dimensiones de 20 x 20 x 25 cm cada uno (

Figura 3) y con un volumen aproximado de 10 litros de agua (
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Figura5, ¢). Se colocaron angulos de aluminio en la base y a los lados de cada acuario
para asegurarnos de que estén reforzadas y evitar posibles fugas de agua (Figura 4, f).
Las tapas, se construyeron con angulos de aluminio y en el centro se les colocé una
malla de plastico con orificios de 1 mm (Figura 4, a y g). Se uso vidrios de 3 mm de
grosor tomando en cuenta la presién que este genera y para mayor seguridad. El
pegamento que se utilizé fue silicon multiuso, especialmente para acuarios (Figura 4, d).

Ademas, se armaron 2 acuarios adicionales de reposicion (

Figura 8, a), estos tuvieron dimensiones de 20 x 25 x 30 cm (Figura 4, b). La

capacidad de estos era de 20 litros de agua aproximadamente (

24



Figura 5, d). Por ultimo, se rotul6 cada pecera con masking tape y un marcador

permanente negro de punta fina (

Figura5,ayb).

Figura 3

Construccién de acuarios
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Nota. a) 12 acuarios construidos 20 x 20 x 25 cm, b) Vista superior de los acuarios 1, 2, 3,4, 5
y 6 con tapa y aluminios laterales, ¢) Vista superior acuarios con sus respectivos aireadores, d)
Ubicacion de los acuarios 7, 8, 9, 10, 11 y 12 con tapa, e) Vista superior de acuarios de 20 x 20
X 25 cm.

Figura 4

Construccion de acuarios
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Nota. a) Malla de 1 mm y &ngulos de aluminio para tapa, b) Vista superior acuarios reposicion,
c) Vista frontal acuarios reposicion, d) Silicon para acuarios y masking tape, e) Vista lateral

acuarios reposicion, f) Vidrio de 3mm y angulos, g) Tapa terminada acuarios reposicion.

Figura 5

Construccion de acuarios
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Nota. a) y b) Rotulacion de los acuarios, ¢) Acuarios llenos, d) Acuarios de reposicion con

capacidad de 20 litros aproximadamente.

Figura 6

Calculo de la capacidad de los acuarios

Calcular capacidad del acuario (litros)

Largo: 25 tm
Ancho: 20 m

Alto: 20 cm

\ Calcuiar B
L J

La capacidad de tu acuario es de

10 litros

2.64 galones

Calcular capacidad del acuario (litros)

Largo: 30 cm
Ancho: 20 cm

Alto: 25 &

| Calcular Borrar

La capacidad de tu acuario es de

15 litros
3.96 galones

Nota. a) Capacidad de acuarios de reposicion, b) Capacidad de las 12 réplicas. Imagen tomada

de Calcuworld.com (2023).

2.1.3 Instalacion del sistema

Se utilizaron 6 regletas para conectar los aireadores (
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Figura 7, @). Se instalaron 15 aireadores marca JAD de 1 sola salida para los acuarios

Figura 7, d) y 2 aireadores marca JAD de doble salida para el reservorio (

Figura 7, C). Se usaron 5 gavetas grandes de plastico como reservorio, con una

capacidad aproximada de 84 litros de agua cada una (
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Figura 7, T). Los aireadores se ubicaron en un nivel por encima del nivel del agua de

cada pecera, para aumentar su eficiencia (

Figura 7, g). Se utiliz6 manguera de silicona elastica marca JAD, para conectar los

difusores de aire con los aireadores (

Figura 7, b y e). Cada pecera tenia un difusor de aire y aireador independiente,

incluso para cada gaveta del reservorio de coloco un difusor de aire independiente (
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Figura7y

Figura 8). Se usaron 6 trapos de microfibra en total, ya que se distribuyé un trapo de
microfibra para la limpieza de 3 peceras y 1 trapo individual para cada acuario de

reposicion y evitar cualquier tipo de contaminacion (

Figura 8, b, ¢ y d). Asi mismo, ocupamos 6 mangueras de plastico con 3 mm de

diametro y 1 metro de largo, que se usaron para el sifoneo de los acuarios (
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Figura 8). Se le asignod a cada acuario una jarra pequefa de plastico rotulada y una
pipeta Pasteur de 1.5 mL, para la toma de parametros y evitar introducir los instrumentos

de medicidn dentro de las peceras (

Figura 8, d). En total se usaron 16 jarras plasticas pequefias con capacidad de 1 litro y 15

pipetas Pasteur de 1.5 mL.

Figura 7

Instalacién de acuarios
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Nota. a) Regletas b) Manguera de silicona JAD, c¢) Aireador doble salida JAD, d) Aireador 1
salida JAD, e) Vista superior manguera silicona, f) Gaveta reservorio de 84 litros

aproximadamente, g) Instalacion de reservorio.

Figura 8

Instalacién de acuarios
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Nota. a) Instalacion de acuarios de reposicién, b) Instalacién de las primeras 6 réplicas de
acuarios, c) Instalacién de las siguientes 6 réplicas de acuarios, d) Distribucién de instrumentos

individuales para cada pecera.

2.1.4 Llenado de los acuarios

Se llenaron las peceras con agua dulce 24 horas previas a la utilizacion de las mismas para
ver si existian fugas, disipar el olor y los restos del silicon que se utilizé para pegar los acuarios
(Figura 9, a y b). Pasado ese tiempo, se llen6 con 10.5 litros de agua de mar (33 ppt) a cada
acuario (Figura 9, c). El agua de mar se la obtuvo de un laboratorio de larvas ubicado en

Monteverde (Santa Elena, Ecuador).

Figura 9
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Llenado de los acuarios

Nota. a) y b) Peceras con agua dulce, ¢) Peceras con agua de mar.

2.1.5 Desarrollo parte experimental

Obtencion de los camarones:

Los camarones se obtuvieron de la estacion experimental del Centro Nacional de
Investigaciones Marinas (CENAIM), ubicado en la zona de San Pedro de Manglaralto (Santa
Elena, Ecuador) (Figura 2). Se recibieron 120 camarones juveniles de 4 g aproximadamente. Se
los transportaron en cajas de cartén, dentro de fundas larveras hasta Guayaquil, por un tiempo
de 2 horas y media, sin aireacion. Se colocaron 8 animales aproximadamente por funda (Figura
10, a). La salinidad del agua donde se obtuvo los camarones era de 44 ppt (Figura 10, c). El
carro donde se los movilizo era particular, por lo que se evitd encender el aire acondicionado

para no afectar la temperatura de los animales.

Figura 10
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Obtencioén de los camarones

Nota. a) y b) Recepcion de camarones, c¢) Salinidad del agua (44 ppt) de los camarones.

Aclimatacion de los camarones:

A penas llegaron los animales al lugar donde se iba a realizar el bioensayo, se le puso
aireacion a cada funda y se mantuvieron controlados los parametros de oxigeno disuelto, pH,
temperatura. Se les bajo la salinidad 1 ppt cada hora con la ayuda de un refractometro marca
VEE GEE, como la literatura lo sugiere, para evitar estresar demasiado a los animales (Figura
11). Se utilizé la misma agua de mar del reservorio, para bajarles el nivel de salinidad. Se
llevaron 2 dias aproximadamente hasta llegar a la salinidad deseada (Figura 12). Previo al
traslado de los camarones a los acuarios, se les realiz6 una biometria inicial con la ayuda de una
balanza gramera marca CAMRY, para tener mas exactitud del peso. Se colocaron 6 animales
en cada pecera y fueron pesados individualmente. Se registrd su peso inicial en la bitacora

(Figura 13).

Figura 11
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Aclimatacioén de los camarones

Nota. a) y b) Aireacién en los camarones, ¢) Medicion de salinidad, d) Medicion de pH, e)
Medicion de oxigeno disuelto y f) Registro de parametros en la bitacora.

Figura 12

Aclimatacién de los camarones

Nota. Disminucién de la salinidad de los camarones (44 ppt a 26 ppt).
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Figura 13

Aclimatacioén de los camarones

Nota. Biometria de los camarones.

Medicion de parametros fisico — quimicos:

Se tomaron pardmetros diarios de salinidad (ppt), oxigeno disuelto (mg/L), pH y
temperatura (°C). Para medir la salinidad se utiliz6 una pipeta Pasteur de 1.5 mL y un
refractometro marca VEE GE (Figura 14, b); para el pH se usé un pH metro marca TRI METER
(Figura 14, a), para el pH y la temperatura; y un oxigenometro marca BLE — 9100 (Figura 14,
c). Los nitritos (mg/L), nitratos (mg/L), alcalinidad (mg/L) y amonio (mg/L) se midieron con la
ayuda de tiras reactivas marca API (Figura 14, d) y Quantofix (para el amonio) (Figura 14, e).
Para evitar la contaminacion del agua de cada acuario, se utilizaron jarras pequefias de plastico
con capacidad de 1 litro para realizar las mediciones (Figura 14, f). Se registr6 diariamente las
mudas y la cantidad de animales muertos de cada pecera, en la bitacora y mediante evidencia

fotografica (Anexo 5- Anexo 16).
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Figura 14

Instrumentos para medicion de parametros

Nota. a) pipeta 1.5 mL y pH metro, b) refractometro, c) oxigenometro, d) y e) tiras reactivas y

f) Jarras de 1 litro.

Recambio y sifoneo:

El agua para el recambio era adquirida de los laboratorios de larva Quimilab, ubicados en
la zona de Monteverde (Santa Elena, Ecuador). El agua era transportada en un carro particular,
en fundas larveras con capacidad de 30 litros cada una, desde Monteverde hasta Guayaquil
(Figura 15). Una vez que llegaba el agua al destino, se colocaba en las gavetas con aireacion
que servian de reservorio y se les agregaba hipoclorito de sodio al 5.25% de una marca
comercial, para eliminar cualquier impureza que haya podido adquirir durante el transporte. El
agua se la usaba luego de 24 horas con aireacién, para asegurarnos de utilizar agua declorinada
(

Figura 16). De igual manera, nos ayudabamos con tiras reactivas para medir el cloro
y verificar que esté totalmente libre de este. Las gavetas que se usaban como reservorio
se lavaban y desinfectaban con cloro cada vez que se vaciaban y se llenaban

nuevamente. Para mayor seguridad y evitar la introduccion de cualquier vector al agua,
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se mantenian parcialmente tapadas y con aireacion las gavetas, hasta el momento en que

se necesite usar el agua para los recambios o sifoneos (

Figura 7, ).

Figura 15

Obtencion y transporte de agua de mar.

Figura 16
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Desinfeccidn del agua de reservorio con hipoclorito de sodio al 5.25%.

la Gltima comida. Se bajaba el nivel de agua en los recambios y sifoneos, con mangueras de
plastico de 2 mm de diametro y 1 metro de largo aproximadamente. Con la ayuda de trapos de
microfibra se realizaba la limpieza interna de cada acuario, aprovechando que se bajaba el nivel
del agua de estos (Figura 17). Los trapos de microfibra y las mangueras se las lavaba diariamente
con cloro y agua dulce luego de ser utilizadas. Los trapos que eran compartidos entre 3 acuarios,
se lavaban con agua dulce luego de limpiar cada unidad experimental (Figura 13). La cantidad
de agua que se colocaba en cada acuario era de 10.5 litros, ya que se manejaba una biomasa de
29.4 g aproximadamente. El agua se recolectaba en baldes de 10 litros, se usaron 6 baldes en

total. Y la capacidad de cada gaveta del reservorio era de 84 litros cada una aproximadamente.

41



Figura 17

Sifoneo, recambio y limpieza de los acuarios

Alimentacion:

El alimento que se utiliz6 durante los 30 dias que duro el bioensayo fue de una marca
comercial, con pellets de 1500 micras de didmetro y 35% de proteina cruda. Se comenzo
suministrando 7 pellets por camardn diario y se les fue aumentando la dosis de acuerdo conel
consumo que mostraban los animales. Se dividio la racion en 3 porciones al dia. El alimento fue
pesado y separado en funditas de aluminio rotuladas con acuario, dia y hora. El peso diario del

alimento fue registrado en la bitacora (
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Figura 18).

Figura 18

Preparacion del alimento para los acuarios.

2.1.6 Recoleccion de muestras y preparacion de medios

Preparacion de agar TCBS:
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Se llevaron 20 platos nuevos, desechables y esterilizados al laboratorio de Salud Animal de
la ESPOL, lugar donde se realizo la preparacion del agar TCBS. Los primeros 20 platos de agar
TCBS que se prepararon, fueron para realizar la parte de bacteriologia de los primeros 15
camarones de muestra del bioensayo y asi conocer la abundancia de Unidades Formadoras de
Colonias con la que vinieron los camarones infectados de forma natural por AHPND/EMS
(Figura 19, a). Los instrumentos que se usaron del laboratorio fueron: 1 matraz de 500 mL, 1
balanza marca CAMRY, agar TCBS, agua destilada, 3 mecheros, una fosforera, 1 placa
calefactora marca CIMAREC 2, papel aluminio, 1 guante términco,1l trapo y 1 vaso de
precipitacion de 250 mL (Figura 19, b). Primero se debe desinfectar la superficie donde se van
a colocar los platos y los mecheros, para esto usamos un atomizador del laboratorio con alcohol
al 70° (Figura 20, a). Despues, se ubican los platos vacios en el meson con los 3 mecheros
intercalados y con las tapas puestas en el filo de las cajas para facilitar el cerrado de estas (Figura
20, b). Luego se pesa la cantidad de 35.6 g de agar TCBS en la balanza y se coloca 400 mL de
agua destilada (cantidad para 20 platos de agar) en el matraz con la ayuda de un vaso de
precipitacion (Figura 20, ¢). Se cubre con un poco de aluminio la boca del matraz y se procede
a calentar en la placa calefactora a un heat de 8 hasta que este empiece a ebullir (Figura 21, a).
Con la ayuda de un guante térmico, se agita el matraz cada cierto tiempo para ayudar a que se
mezcle bien el agar (Figura 21, b). Hay que estar pendiente de que apenas ebulla, sacar el matraz
de la placa calefactora para evitar que se derrame el mismo (Figura 21, ¢). Una vez que este
haya hecho ebullicion, se espera un poco a que baje la espuma e inmediatamente se procede a
llenar los platos lentamente para evitar que se formen burbujas dentro del plato. Hay que tener
la precaucién de no pasar por encima de los platos el matraz, para evitar la contaminacion de

los mismos (Figura 21, d). Por Gltimo, una vez que se enfria el agar se procede a taparlos y
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voltearlos para evitar que estos se contaminen (Figura 21, e€). De ahi se los guarda en
refrigeracion bien sellados y rotulados para evitar que se deshidraten hasta el momento en que
se los vaya a usar (Figura 21, f). Se recomienda la preparacion de los agares hasta un maximo
de 7 dias previo a su utilizacion, para evitar que estén deshidratados y no vayan a servir. La
segunda vez se prepararon 60 platos de agar TCBS dias previos a la finalizacion del proyecto.
Usando el mismo procedimiento, se prepararon cantidades para 20 platos, hasta completar los

60 platos que se necesitaban.

Figura 19

Materiales para la preparacion de agar TCBS

Nota. a) 20 platos de agar TCBS en refrigeracion y b) Instrumentos y materiales para preparar
agar TCBS.

Figura 20

Preparacion de agar TCBS

Nota. a) Limpieza de superficie, b) Colocacion de platos y mecheros y c¢) Peso de agar y cantidad

de agua destilada.
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Figura 21

Preparacion de agar TCBS

Nota. a) Colocacion de agar en calefactor, b) Agitacion del matraz, ¢) Ebullicion de agar TCBS,
d) Llenado de los platos de agar TCBS, e) Platos de agar volteados y f) Rotulacion y

refrigeracion de los platos agar TCBS.

Preparacién de micro tubos para PCR:

Se prepararon al principio del bioensayo 15 micro tubos de 2 mL, para la toma de muestra
de hepatopéancreas para PCR. Cada micro tubo se llené con 1 mL de alcohol al 96%, haciendo
uso de una jeringa de 1 mL de capacidad. Cada micro tubo estaba rotulado y se deposité 50 mg
de hepatopéncreas aproximadamente, usando unas tijeras quirdrgicas previamente esterilizadas.
Al finalizar el proyecto se prepararon 12 micro tubos més. Habiendo utilizado un total de 27
micro tubos de 2 mL. Dentro de la bitacora estaba registrado el nimero de micro tubo y a que

camaron pertenecia respectivamente cada muestra (Figura 22).

Figura 22

Preparacion de micro tubos para PCR
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Toma de muestras:

La obtencion de muestras se hizo al inicio del proyecto y al finalizar el mismo. Al inicio
del ensayo se tomaron 15 animales de los acuarios de reposicién y se les realiz6 bacteriologia
de hepatopancreas, PCR de hepatopancreas y biometria.

En la biometria inicial y final se sacaron los animales del agua de manera individual, se los
secaba con papel toalla y se procedia a pesar cada camaron en una balanza gramera marca
CAMRY. El peso fue registrado dentro de la bitacora (Figura 13).

Inmediatamente al mismo camarén se le exponia la hepatopancreas sin matarlo y con la
ayuda de un asa bacteriologica calibrada, se perforaba la hepatopancreas (sin tocar el intestino)
para tomar la muestra de 10 microlitros y sembrarlos en los platos de agar TCBS, previamente
preparados y rotulados. Cabe recalcar, que el asa bacterioldgica se habia esterilizado
previamente colocando su punta en un mechero hasta visualizarla al rojo vivo, y de esa forma
eliminar residuos con tejidos que esta pudiera tener. Este proceso se lo repetia antes de tomar

las diferentes muestras de cada camarén (Figura 23).
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Figura 23

Procedimiento toma de muestra para bacteriologia

Una vez terminada la parte bacterioldgica, con la ayuda de tijeras quirargicas (previamente
desinfectadas), se tomaba 50 mg aproximadamente de hepatopancreas y se la colocaba dentro
del microtubo con alcohol al 96% para preservar el tejido. Hay que tener precaucion en no
introducir los dedos dentro del microtubo para evitar la contaminacion de la muestra, ni que
este toque por fuera del mismo. Al finalizar el proyecto, se realiz6 el mismo procedimiento,
solamente se aumentd la siembra de hemolinfa en bacteriologia usando una jeringa de capacidad
de 1 mL y asi colocar 50 microlitros de hemolinfa en los agares. Se utilizé una jeringa para cada

camaroén (Figura 24).

Figura 24

Procedimiento toma de muestras para PCR
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Los instrumentos que se utilizaron en todo este proceso fueron: una balanza gramera marca

CAMRY, papel toalla, 1 mechero, 2 asas bacteriolégicas, tijeras quirtrgicas, 2 frascos con
alcohol al 96%, jeringas de 1 mL, micro tubos previamente rotulados y con alcohol al 96%,
gradilla y platos con agar TCBS previamente preparados y rotulados. Los platos de agar una
vez sembrados, se los incubaron a 30° aproximadamente por un periodo de 24 a 48 horas, luego
se procedid a realizar el conteo de colonias que presentaron cada uno de estos (Figura 25). Y
con respecto a las muestras de hepatopancreas para PCR, se las mand6 a un laboratorio
comercial a que sean procesadas. El método que utilizo el laboratorio privado fue PCR 1Q PLUS

(Figura 26).

Figura 25

Instrumentos utilizados
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Figura 26

Instrucciones PCR 1Q PLUS
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Capitulo 3



3.1 Resultados y anélisis

3.1.1 Siembra bacteriolégica en agar TCBS

Al inicio del estudio, los camarones presentaron infeccion natural por las bacterias
causantes de AHPND/EMS, con una prevalencia de 60% (n= 15). A pesar de lo anterior, no se
presentd crecimiento bacteriano ni en la hepatopancreas ni en la hemolinfa de estos 14
camarones examinados individualmente. Solamente 1 camaron (1%) del total de animales,

present6 una colonia amarilla dentro del hepatopancreas (Figura 28, j).

Figura 27

Placas iniciales de bacteriologia de hepatopancreas, cultivados en agar TCBS, de 5

camarones al inicio del proyecto

FE.“.".‘

Nota. A) camarén 1, B) camaron 2, C) camardn 3, D) camarédn 4 y E) camar6n 5.
Figura 28

Resultados iniciales de bacteriologia de hepatopancreas, cultivados en placas de agar TCBS,

de los siguientes 10 camarones al inicio del proyecto
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Tabla 3

Resultados iniciales de bacteriologia de hepatopancreas, cultivados en placas de agar TCBS,

de 15 camarones al inicio del proyecto

N° Camaron
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Etapa

Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial
Inicial

Inicial

Tratamiento

l X X X X XV XV XV XMV XV XV XUV OV UV DT

Amar. HP
UFC/g

0

P, O O O O O O O O o o o o o

Amar. HM  Verd. HP  Verd. HM

UFC/mL

o

O O O O O O O O o o o o o o

UFC/g
0

O O O O O O O O o o o o o o

UFC/mL

o

O O O O O O O O o o o o o o
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R = Respaldo HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas

Al terminar el estudio, no se presentd crecimiento de colonias verdes en hemolinfa o HP,
en los 72 camarones experimentales. Sin embargo, si hubo crecimiento de colonias amarillas, con
conteos bajos (<3,0E+02) y con diferencias significativas entre los cultivos bacterianos iniciales y
finales. La proporcion de camarones con crecimiento de colonias amarillas se evidenci6 alta en el

bioensayo final (36%) (Tabla 10).

Se tuvieron 26 camarones con presencia de colonias amarillas en la hepatopancreas,
representando un 36% de la poblacién total (n= 72) (Tabla 10). Y solamente 1 camarédn (1%) del
total de animales, con colonias verdes dentro de la hepatopancreas (Figura 29, e). En 30 camarones
(41.7%) de la poblacidn total (n=72), hubo presencia de bacterias, tanto en hepatopancreas como

hemolinfa.

Figura 29

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas, cultivados en placas de agar TCBS,
del acuario 1
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Figura 30

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de
agar TCBS, del acuario 2
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Figura 31

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 3

Tabla 4

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, de los acuarios 1,2y 3

N° Camarén  Etapa Acuario Amar. HP  Amar. HM Verd. HP Verd. HM
UFC/g UFC/mL UFC/g UFC/mL
16 Final 1 0 0 0 0
17 Final 1 0 0 0 0
18 Final 1 18 0 0 0
19 Final 1 5 1 0 0
20 Final 1 0 0 0
21 Final 1 18 0 16 0
22 Final 2 0 0 0 0
23 Final 2 0 0 0
24 Final 2 0 0 0
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25 Final 2 0 0 0 0
26 Final 2 0 0 0 0
27 Final 2 0 0 0 0
28 Final 3 0 0 0 0
29 Final 3 0 0 0 0
30 Final 3 0 0 0 0
31 Final 3 15 0 0 0
32 Final 3 1 1 0 0
33 Final 3 3 0 0 0
HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas

Figura 32

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 4

Figura 33

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 5



Figura 34

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de
agar TCBS, del acuario 6
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Tabla b

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, de los acuarios 4,5y 6

N° Camar6én  Etapa Acuario Amar. HP  Amar. HM Verd. HP  Verd. HM

UFC/g UFC/mL UFC/g UFC/mL
34 Final 4 34 0 0 0
35 Final 4 4 0 0 0
36 Final 4 0 0 0 0
37 Final 4 0 1 0 0
38 Final 4 0 3 0 0
39 Final 4 2 0 0 0
40 Final 5 0 0 0 0
41 Final 5 0 0 0 0
42 Final 5 14 5 0 0
43 Final 5 1 0 0 0
44 Final 5 0 2 0 0
45 Final 5 1 0 0 0
46 Final 6 0 0 0 0
47 Final 6 0 0 0 0
48 Final 6 0 0 0 0
49 Final 6 0 0 0 0
50 Final 6 0 0 0 0
51 Final 6 0 0 0 0
HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas
Figura 35

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 7
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Figura 36

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de
agar TCBS, del acuario 8
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Figura 37

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 9

Tabla 6

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de
agar TCBS, de los acuarios 7,8y 9

N° Camarén Fecha Acuario Amar. HP Amar. HM  Verd. HP Verd. HM

UFC/g UFC/mL UFC/g UFC/mL
52 Final 7 0 0 0 0
53 Final 7 0 0 0 0
54 Final 7 7 1 0 0
55 Final 7 0 0 0 0
56 Final 7 15 3 0 0
57 Final 7 0 0 0 0
58 Final 8 0 0 0 0
59 Final 8 0 0 0 0
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60 Final 8 0 0 0 0
61 Final 8 0 0 0 0
62 Final 8 0 0 0 0
63 Final 8 0 0 0 0
64 Final 9 0 0 0 0
65 Final 9 0 0 0 0
66 Final 9 0 1 0 0
67 Final 9 0 0 0 0
68 Final 9 1 0 0 0
69 Final 9 0 0 0 0
HM = Hemolinfa HP = Hepatopéancreas

Figura 38

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 10




Figura 39

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de

agar TCBS, del acuario 11

Figura 40

Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas, cultivados en placas de agar TCBS,

del acuario 12

Tabla 7
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Resultados finales de bacteriologia de hepatopancreas y hemolinfa, cultivados en placas de
agar TCBS, de los acuarios 10, 11y 12

N° Camarén  Fecha Acuario Amar. HP  Amar. HM Verd. HP Verd. HM
UFC/g UFC/mL UFC/g  UFC/mL
70 Final 10 1 0 0 0
71 Final 10 3 0 0 0
72 Final 10 1 0 0 0
73 Final 10 4 2 0 0
74 Final 10 54 2 0 0
75 Final 10 2 0 0 0
76 Final 11 0 0 0 0
77 Final 11 0 0 0 0
78 Final 11 0 0 0 0
79 Final 11 2 0 0 0
80 Final 11 0 0 0 0
81 Final 11 4 0 0 0
82 Final 12 2 0 0 0
83 Final 12 0 0 0 0
84 Final 12 1 1 0 0
85 Final 12 0 0 0 0
86 Final 12 2 0 0 0
87 Final 12 0 0 0 0
HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas
Tabla 8

Conversion de micro litros para hepatopancreas y hemolinfa

uL g g/uL
HP 10 1000 100
HM 50 1000 20

Tabla 9
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Resumen de los resultados finales de bacteriologia, cultivados en placas de agar TCBS, que

presentaron colonias bacterianas en hepatopancreas y hemolinfa

N° Camarén  Etapa Acuario Amar.HP  Amar. HM Verd. HP Verd. HM

UFCl/g UFC/mL UFCl/g UFC/mL
18 Final 1 1800 0 0 0
19 Final 1 500 20 0 0
21 Final 1 1800 0 1600 0
31 Final 3 1500 0 0 0
32 Final 3 100 20 0 0
33 Final 3 300 0 0
34 Final 4 3400 0 0
35 Final 4 400 0 0
37 Final 4 0 20 0 0
38 Final 4 0 60 0 0
39 Final 4 200 0 0 0
42 Final 5 1400 100 0 0
43 Final 5 100 0 0 0
44 Final 5 0 40 0 0
45 Final 5 100 0 0 0
54 Final 7 700 20 0 0
56 Final 7 1500 60 0 0
66 Final o 0 20 0 0
68 Final 9 100 0 0 0
70 Final 10 100 0 0 0
71 Final 10 300 0 0 0
72 Final 10 100 0 0 0
73 Final 10 400 40 0 0
74 Final 10 5400 40 0 0
75 Final 10 200 0 0 0
79 Final 11 200 0 0
81 Final 11 400 0 0
82 Final 12 200 0 0
84 Final 12 100 20 0 0
86 Final 12 200 0 0 0
HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas
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Foérmula para sacar el porcentaje de la cantidad de camarones con presencia de colonias:

N = N° total de camarones analizados

N° camarones con presencia de colonias
% = x 100

N muestra

Tabla 10

Resultados de la cantidad de camarones con presencia de colonias en la etapa final del

proyecto

N° camarones %

Camarones con HP con colonias amatrillas
Camarones con HP con colonias verdes

Camarones con HM con colonias amatrillas

Camarones con HM con colonias verdes

Camarones con bacterias en HP y HM

HM = Hemolinfa HP = Hepatopancreas

Tabla 11

Resumen de conteos de colonias y la respectiva prevalencia

UFC/mL UFC/0.1 mL PREVALENCIA (%)
TRATAMIENTO
Amar. HP Amar. HM Amar. HP Amar. HM
INICIO 0,0E+00 0,0E+00 0,0% 0,0%
FINAL 2,99E+05 6,11E+03 36,1% 15,3%

UFC= Unidades Formadoras de Colonias

3.1.2 Pruebas iniciales de PCR para EMS/AHPND
Al inicio del estudio los camarones presentaron infeccién natural por las bacterias
causantes de EMS/AHPND, con una prevalencia del 60% (n=15). A pesar de no presentar

signos clinicos ni presencia de crecimiento de colonias bacterianas (Figura 27 y Figura 28), se
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corrobor6 la presencia de la vibriosis a través de técnicas moleculares estos 15 camarones

examinados individualmente como se observa en la Tabla 12 (Anexo 1 y Anexo 2).

Tabla 12

Resultados iniciales de PCR, AHPND (EMS) en hepatopancreas, de los primeros 15 camarones

N° Camarodn
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15

HP = Hepatopancreas

3.1.3 Pruebas finales de PCR para EMS/AHPND

Fecha

18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22
18-dic-22

Dia de

tratamiento

o

O O O O O O oo oo o o o o

Origen

HP

HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP

Resultado

AHPND (EMS)

Positivo
Positivo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Positivo

Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Método

empleado
PCR IQ PLUS

PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS

PCR IQ PLUS

No se detect6 EMS mediante la técnica de PCR en los camarones examinados al final

del experimento (revisados por PCR el 33% de cada acuario), lo que sugiere depuracion “total”

de dichas bacterias por parte de un sistema inmune activo y eficiente ( Tabla 13 y Anexo 3).
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Tabla 13

Resultados finales de PCR, AHPND (EMS) en hepatopancreas, de los ultimos 12 camarones

N° Camarén

16
17
22
23
28
29
52
53
58
59
64
65

Fecha

18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23
18-ene-23

HP = Hepatopancreas

Acuario

© © 00 0 N N W W NN PP

Dia de
tratamiento
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

3.1.4 Andlisis del crecimiento de los camarones

Origen

HP

HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP
HP

Resultado

AHPND (EMS)

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Método

empleado
PCRIQ PLUS

PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCRIQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCR IQ PLUS
PCR IQ PLUS

PCRIQ PLUS

Se observaron diferencias significativas (P <0.05) por medio de las medias de los pesos

promedios (Tabla 16), las cuales presentaron un coeficiente de variacidn similarmente bajo (4 -

6%) entre el inicio como al final, de acuerdo con el Anexo 4.

Tabla 14

Biometria peso promedio inicial, final, ganancia promedio y ganancia total del peso por

acuario

ACUARIO PESO INICIAL PESO FINAL GANANCIA G. GANANCIA MEDIA
1.2
15
0.8

1
2
3

4.1
4.0
4.9

5.3
5.4
5.7

1.1+1.0
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Tabla 15

Biometria de pesos por acuario

PROMEDIO DE PESOS

Inicial
4.1
4.0
4.9
4.8
4.9
4.5
4.8
4.6
5.2
5.1
4.9
5.7

Tabla 16

Peso promedio por acuario durante el proyecto

4.8
4.9
4.5
4.8
4.6
52
5.1
4.9
5.7

Final
5.3
5.4
5.7
5.7
5.7
5.9
5.8
5.8
6.3
6.3
6.4
6.5

5.7
5.7
5.9
5.8
5.8
6.3
6.3
6.4
6.5

0.9
0.8
14
1.0
13
11
1.2
15
0.7
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Etapa Peso promedio g.
Inicio ‘ 4.79 £ 0.46
Final ‘ 5.90 + 0.39

Al finalizar el proyecto el 66% de las unidades experimentales tuvieron una mayor
cantidad de mudas (Gréafica 2). Asi mismo, el 66% de las unidades experimentales tuvieron un

mayor consumo de alimento balanceado (Gréfica 3).

Tabla 17

Ndmero de mudas por acuario

ACUARIO TOTAL MUDAS PROMEDIO DE MUDAS

1 12
2 6
3 12
4 18
5 15
6 8
7 12 12.25+ 3.3
8 15
9 13
10 10
11 15
12 11
TOTAL 147
Tabla 18

Total y promedio de mudas durante el proyecto

MUDAS

70



Total de Mudas | Promedio de Mudas
147 12.25 + 3.3

Grafica 2

Gréfica de mudas totales al final del proyecto y por acuario

Total de Mudas

18

Cantidad de mudas

n®Acuarios

Tabla 19

Peso total de los pellets suministrados diariamente por hora y por acuario durante los 30 dias

PESO TOTAL PESO TOTAL PESO TOTAL

ACUARIO 7AM 3P.M 11PM PESO TOTAL
1 6.40 6.24 6.02 18.66
2 6.30 6.26 6.30 18.86
3 6.46 6.28 6.32 19.06
4 6.22 6.34 6.36 18.92
5 6.34 6.24 6.30 18.88
6 6.24 6.34 6.50 19.08
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6.40 6.40 6.46 19.26
6.46 6.46 6.42 19.34
6.44 6.46 6.36 19.26
10 6.34 6.52 6.36 19.22
11 6.46 6.48 6.48 19.42
12 6.38 6.52 6.40 19.30

Gréfica 3

Gréfica de pesos totales del alimento suministrado al final del proyecto y por acuario

Peso total de alimento suministrado

19,60

19,42

19,40

[y
0
[
o

»

19,00

Peso (gramos)

=
<0
[u]
=

£

18,60

18,40

M® Acuarios

3.1.5 Presencia de signos clinicos y mortalidad
Al finalizar el proyecto, el 58% de las unidades experimentales tuvieron un 100% de
sobrevivencia. ElI 33% presentd 83% de supervivencia y el 9% restante tuvo 67% de

sobrevivencia (Tabla 21).
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Se extrajeron sélo 6 animales muertos durante los 30 dias del proyecto, siendo un 8%
del total de los animales con los que se experimentd (Tabla 20). Se tuvo un 91,7% de
supervivencia durante todo el bioensayo (Tabla 22). Se visualiz6 diferencias significativas (P

<0.05) por medio de las medias de sobrevivencia final e inicial de los acuarios (Anexo 17).

Tabla 20

NUmero de muertos de cada acuario durante los 30 dias

MORTALIDAD
Acuario | Muertos
1 0
2 1
3 1
4 1
5 0
6 0
7 0
8 0
9 2
10 1
11 0
12 0
Tabla 21

Ndmero de animales al inicio y al final del proyecto y el porcentaje de sobrevivencia por

acuario

ACUARIO n Inicial n Final Sobrevivencia %
1 ‘ 6 6 100
2 6 5 83
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3 6 5 83
4 6 5 83
5 6 6 100
6 6 6 100
7 6 6 100
8 6 6 100
9 6 4 67
10 6 5 83
11 6 6 100
12 6 6 100
Tabla 22

Porcentaje de sobrevivencia, promedio de sobrevivencia al inicio y al final del proyecto

SOBREVIVENCIA
Inicio Final ‘ Sobrevivencia (%)

6.00 £0.00 5.50 +0.67 ‘ 91.7%

3.1.6 Analisis de los pardmetros quimicos: oxigeno disuelto, temperatura, salinidad,
amonio, alcalinidad, nitrato y pH.

Se mantuvo un promedio de salinidad ideal tanto en el dia como en la noche para la
especie cultivada (Tabla 24). No se vio grandes diferencias significativas (P <0.05) a través de
las medias de salinidad de la mafiana con respecto a la de la tarde durante todo el proyecto

(Anexo 18).

Tabla 23

Promedio de parametro de salinidad de mafiana y tarde de cada acuario

Salinidad (ppt)
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AM P.M
28 28
28 28
28 28
29 29
29 29
29 29
29 29
29 29
29 29
29 29
30 29
=5 5 Tabla 24

Promedio de salinidad de la mafiana y tarde durante el proyecto

Salinidad (ppt)
AM ‘ 28.92 + 0.67
P.M ‘ 28.83 +0.58

Las mediciones de oxigeno disuelto de la mafiana con respecto a las de la tarde,
evidenciaron una diferencia significativa (P <0.05) durante el proyecto, puesto que sus medias no

fueron parecidas (Anexo 19).

Tabla 25

Promedio de parametro de oxigeno disuelto de la mafiana y tarde por acuario

Oxigeno Disuelto (mg/L)

AM P.M
6.90 6.89
6.62 7.18
6.67 6.73
6.56 6.64
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6.53 6.93
6.51 6.80
6.62 7.06
6.56 6.70
6.46 6.94
6.52 6.94
6.45 7.16
6.44 7.30
Tabla 26

Promedio de oxigeno disuelto de la mafiana y tarde durante el proyecto

Oxigeno Disuelto (mg/L)
AM ‘ 6.57 £ 0.13
P.M ‘ 6.94 +0.21

La temperatura media de la mafiana con respecto a la de la tarde tuvo valores
significativamente menores (P <0.05), asi lo muestra el andlisis de varianza del Anexo 20. Las
medias de los valores de pH de la mafiana y la tarde, presentaron diferencias significativos (P

<0.05) (Anexo 21).

Tabla 27

Promedio de parametros de temperatura y pH de cada acuario

Temperatura (°C) pH
A.M P.M A.M P.M
26.2 26.9 8.35 8.33
26.1 26.8 8.36 8.29
26.1 26.1 8.35 8.34
26.0 26.1 8.34 8.35
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26.0 26.6 8.33 8.34

26.0 26.4 8.33 8.31
26.0 26.6 8.34 8.34
25.9 26.3 8.36 8.37
25.9 26.4 8.36 8.35
25.9 26.4 8.36 8.33
25.9 26.6 8.35 8.32
25.9 26.5 8.35 8.32

Tabla 28

Promedio de temperatura y pH durante el proyecto

TEMPERATURAY PH

‘ Temperatura pH
AM ‘ 25.99+0.10 8.35+0.01
P.M ‘ 26.48 £0.25 8.33+£0.02

Los valores de nitratos y amonio, fueron cero durante todo el estudio. Los valores medios
de alcalinidad fueron los mismo durante todo el tiempo que dur6 el bioensayo.

3.2 Analisis de costos

El proyecto tiene como objetivo usar el protocolo de remision bacteriana de
EMS/AHPND como una medida preventiva o curativa, para lo cual se proporcionara una
asesoria en las instalaciones de las camaroneras y laboratorios de larvas de camarén. El servicio
incluye inspecciones en el sitio, analisis de datos y la entrega final de un informe final con

observaciones y recomendaciones.

Costos de la asesoria:
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= El costo de la asesoria sera diario

= La duracién dependera de la complejidad de las instalaciones y las necesidades
especificas del proyecto

= El nimero de dias se calculara de acuerdo con el tiempo necesario para llevar a cabo la

inspeccion y la elaboracion del informe final
Costos adicionales:

= Los costos adicionales relacionados con las mejoras del sitio, adquisicién de suministros
0 equipos especificos para la implementacion del protocolo correrdn por cuenta del
cliente

= Estos costos adicionales seran determinados y gestionados directamente por el cliente,

en consulta con el asesor del proyecto

Es fundamental destacar que el éxito de la implementacion del protocolo de remision
bacteriana EMS/AHPND, depende en gran medida de la colaboracion y el compromiso del
cliente. Ademas de los costos mencionados anteriormente, es responsabilidad del cliente
asegurar la disponibilidad de los recursos necesarios y realizar cualquier mejora pertinente en

las instalaciones.
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Capitulo 4



4.1 Conclusiones y Recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Bacteriologia:

1. Se sugiere acerca de la carga bacteriana presente por EMS/AHPND con la que los
camarones llegaron del CENAIM era muy bajita, debido a que se detect6é por PCR
infeccion por bacterias causantes de EMS/AHPND (sensibilidad: 10 copias de DNA
bacteriano en 50 mg de muestra) y a que:

a. No se observaron signos clinicos

b. No se presenté mortalidad importante durante la aclimatacion en la sala de
bioensayos

c. Por bacteriologia, no se presentd crecimiento de colonias en agar TCBS

2. Se evidenci6 mediante bacteriologia en agar TCBS y PCR para EMS/AHPND,
remision “completa” de la infeccion por cepas patogenas de las especies de Vibrio
causantes de esta enfermedad.

3. Al terminar el estudio, no se present6 crecimiento de colonias verdes en hemolinfa
0 HP, en los 72 camarones experimentales. Sin embargo, si hubo crecimiento de
colonias amarillas, con conteos bajos (<3,0E+02) al final. La prevalencia entre los
camarones con crecimiento de colonias amarillas, fue alta (36%).

4. De lo anterior se concluye que al final del estudio, los camarones estaban
presentando una Vibriosis insipiente por bacterias Sucrosa positiva (colonias

amarillas), no asociada con la enfermedad EMS/AHPND.



5. La ausencia de colonias verdes al terminar el estudio, sugiere que hubo “total”
remision de las bacterias causantes de EMS/AHPND, de acuerdo con la cepa de V.

parahaemolyticus reconocida por la WOAH (OIE) como causante de la enfermedad.

1. Mediante PCR, se confirmé que los camarones que se recibieron del CENAIM,
tenian infeccion natural por la cepa bacteriana causante de EMS/AHPND.

2. A pesar de estar infectados con EMS/AHPND desde su origen, los camarones
no presentaron enfermedad subclinica, ni presencia de signos clinicos, ni mortalidad.

3. El hecho de que fueron PCR positivos a EMS y no hubiera crecimiento en
TCBS, sugiere una carga bacteriana extremadamente baja en el HP, que fue apenas detectable.

4. El manejo del agua utilizado en el presente estudio, permitié obtener resultados
homogéneos y sin diferencias significativas en el desempefio fisiolégico y productivo que fue

consistente en todas las unidades experimentales.

Biometria y Crecimiento:

1. Las abundantes mudas observadas durante el estudio, sugieren que los
camarones presentaron buena salud y crecimiento permanente, presumiblemente debido a lo
siguiente:

a. Disponibilidad y calidad alta de la dieta que se utilizo, favoreciendo el
crecimiento y las funciones fisioldgicas de los animales.
b. La condicion del agua, incluyendo salinidad y concentracion de oxigeno

disuelto, pudieron afectar positivamente la salud de los organismos.



c. Niveles bajos de estrés, ya que se evitaron cambios bruscos en las condiciones
fisico-quimicas del experimento, del entorno y por manipulacion.

2. El tipo de alimento que se suministré con un alto nivel de proteina (35%), el
tamafio de pellet adecuado para la talla (@ 1.5 mm) y la frecuencia de 3 raciones al dia,
cubrieron los requerimientos nutricionales de los camarones.

3. El 66% de las unidades experimentales presentd un mayor consumo de alimento
y cantidad de mudas, lo que sugiere un manejo adecuado de la alimentacion.

4. Mas del 60% de las unidades experimentales (66%) presento buen consumo de
alimento, lo que sugiere que sus procesos digestivos estuvieron funcionando correctamente sin
que hubiera dafios en el HP a causa de EMS/AHPND.

5. Al inicio del proyecto, el peso promedio por acuario fue de 4.79+0.46, mientras
que al final fue de 5.90+0.39. Esto indica una ganancia media de peso de 1.11 g entre el inicio
y el final del proyecto.

6. El coeficiente de variacion bajo (4-6%) en los pesos promedio tanto al inicio
como al final del proyecto, indica que los datos presentan una dispersion reducida alrededor de

la media. Esta baja variabilidad aumenta la confiabilidad y consistencia de los resultados.

Sobrevivencia:

1. La mortalidad tan baja en las 12 unidades experimentales demuestra un manejo
cuidadoso de las condiciones durante los 30 dias del estudio.
2. La sobrevivencia alta indica que a pesar de la infeccion demostrada con

EMS/AHPND, no se presento esta enfermedad ni algun otro patogeno letal en los camarones.



3. Durante el estudio no hubo mortalidad por EMS/AHPND, probablemente
debido a una o varias de las siguientes opciones:

a. Carga bacteriana infectante muy baja (apenas detectable por PCR pero no por
bacteriologia de rutina en medios so6lidos)

b. Sistema inmune eficiente

c. Minima presencia de materia organica en las unidades experimentales debido al alto
recambio y frecuente sifoneo, reduciendo asi el sustrato organico necesario para el
crecimiento de bacterias patogenas

d. Posible procedencia de lineas genéticas de alta resistenciaa EMS/AHPND

e. Control adecuado de parametros fisico-quimicos permanentemente en las unidades

experimentales, con lo cual el estrés fue minimo.

Parametros fisico-quimicos:

1. Se controlaron los parametros fisico-quimicos requeridos por la especie para
mantenerla bajo condiciones ideales de cultivo (cero estrés ambiental = sistema inmune activo).

2. Se consiguié de manera constante una concentracion supra 6ptima de oxigeno
disuelto con un rango entre 6.57+0.13 y 6.94+0.21 durante todo el estudio, favoreciendo todas
las funciones fisioldgicas de los camarones incluido consumo de alimento, digestion y respuesta
inmune.

3. Se evitd la acumulacion de compuestos nitrogenados toxicos (amonio y nitritos)

para el camardn, a partir de recambios diarios que evitaron el estrés toxigénico.



En conclusioén, se logré cumplir con los objetivos planteados para este estudio, habiendo
validado y demostrado la efectividad del protocolo publicado por Cuéllar-Anjel y Brock (2018),
en cuanto a su uso profiléctico y curativo para la remision de la infeccion por bacterias causantes

de EMS/AHPND en camarones pre-adultos P. vannamei.

Mediante el sistema de bioensayos y bajo condiciones controladas, se logré una
reduccion “total” de las bacterias causantes de EMS/AHPND en los camarones infectados,
evidenciada mediante la técnica de PCR. Ademas, los camarones adultos mostraron un aumento
promedio de peso de 1.1 g y una alta supervivencia (91%) durante los 30 dias del estudio. Es
importante destacar que el protocolo se adapté para camarones pre-adultos, a partir del
protocolo para postlarvas (en raceways) descrito por Cuéllar-Anjel y Brock (2018), quienes
obtuvieron una supervivencia del 67% en tanques enfermos por EMS/AHPND frente a 80% en

tanques no infectados. Este evento ocurrié en raceways y hubo varios elementos diferentes:

a) Se presentaron signos clinicos
b) Se present6 mortalidad

c) Se confirmo la enfermedad por PCR e histopatologia

Habiendo sufrido enfermedad y mortalidad en dicho estudio, reportan que hicieron
correctivos realizando el protocolo validado en esta tesis y luego pudieron obtener 67% de

supervivencia contra 80% en los tanques no afectados por la enfermedad.

En nuestro estudio se us6 el mismo protocolo como base de referencia, siendo
considerado una medida preventiva al controlar la calidad del agua y fondo desde el principio,

no permitiendo la presencia de materia organica y residuos de materia organica. Y una medida



curativa ya que, partiendo de camarones infectados, se evitd que se presentara la enfermedad al

aplicar el protocolo de Cuéllar-Anjel y Brock (2018).

Ademas, con el presente estudio se corroboro la hipétesis planteada por Cuéllar-Anjel y
Brock (2018), respecto a la patogénesis de la enfermedad. Esta sostiene que “las bacterias
causantes de EMS/AHPND, colonizan las particulas organicas de la columna de agua y del
fondo. Las bacterias liberan e impregnan de toxinas las particulas organicas y cuando el
camaroén se alimenta de ellas, se “envenena” y dichas toxinas van al hepatopéancreas causando

un dafio agudo (en muy poco tiempo)”.

Gracias a los recambios y sifoneos diarios, se redujo la carga de materia organica y por
ende las bacterianas causantes de EMS/AHPND, evitando ingesta de toxinas por parte de los

camarones y su consiguiente fase de enfermedad aguda.

Estos resultados destacan la efectividad y relevancia del protocolo de Cuéllar-Anjel y
Brock (2018) en postlarvas y que en esta tesis fue adaptado a camarones pre-adultos, brindando
una estrategia prometedora para futuras investigaciones y practicas en el campo tendientes a la

prevencion y/o control de la EMS/AHPND.

4.1.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar con la préctica de un alto recambio y alto sifoneo para reducir
la presencia de materia organica en las unidades experimentales o en el cultivo. La reduccion
de sustrato organico ayudara a disminuir el crecimiento de bacterias infecciosas y mejorar la

salud general de los camarones.



Se sugiere proporcionar una dieta adecuada que cubra todos los requerimientos

nutricionales contribuird a mantener un buen crecimiento y salud en los camarones.

Se sugiere mantener un registro detallado y sistematico de los valores de los parametros
fisico — quimicos a lo largo del tiempo, ya que esto permitira un analisis mas profundo de los

resultados y facilitara la toma de decisiones para mejorar el cultivo en el futuro.

Se sugiere mantener un monitoreo continuo de la carga bacteriana en los camarones para
detectar cualquier signo temprano de infeccion. La vigilancia regular permitira tomar medidas

preventivas en caso de que haya repunte de la infeccion.

Se recomienda reforzar las medidas de bioseguridad en el manejo de los camarones. Esto
incluye la limpieza y desinfeccidn adecuadas de las instalaciones y equipos, asi como el control

de posibles fuentes de contaminacion bacteriana.

Se recomienda mantener y seguir aplicando el mismo manejo para mantener la
estabilidad y el rendimiento productivo en futuros proyectos o cultivos. Ademas, un ambiente
optimo y estable es esencial para reducir la susceptibilidad a enfermedades y garantizar una alta

sobrevivencia.

Se recomienda la capacitacion y formacién adecuada del personal encargado del cultivo
en el manejo de los parametros fisico-quimicos. Un conocimiento solido permitira un monitoreo

y ajuste preciso de las condiciones, lo que favorecera el éxito del cultivo.
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Anexo 1

Resultados iniciales de PCR en hepatopancreas para AHPND (EMS), primeras 5 muestras

Technology agroindustriales S. A o q' : *
Alborada 3. Etapa, Manzana BS Villa-6 };@
+593-9-94763280 Technology
kpereira@technologyagroindustriales.net | ®#=roindustriales S. A.

INFORME DE RESULTADOS

Fechade 21 de diciembre de 2022 Registro interno: 1116-2022
—shboracién:
> Srta. Ivette Chiquit
Cliente: Srta. tvette Chiquito Coiviins? Sl o)
; - _ Correo electrénico: imchiqui@espol.cud.ec
Cdla San Felipe L9 = £
Direccién:
_Gudad Guayaquil

DATOS GENERALES DE LAS MUESTRAS

1 TIPO DE MUESTRA ORGANO FUUADO DE CAMARON
ANALISIS SOLICITADO PCR AHPND (EMS)
OBSERVACIONES SE RECIBEN MUESTRAS FIJADAS EN ALCOHOL
FECHA DE RECEPCION 20 DE DICIEMBRE DE 2022
FECHA DE ANALISIS 21 DE DICIEMBRE 2022

RESULTADOS

B TRATAMIENTO # ACUARIO ORIGEN AHPN (EMS)

CAMARON

1 RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS POSITIVO

2 RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS POSITIVO

3 RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS NEGATIVO

4 RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS NEGATIVO

S RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS NEGATIVO
METODO EMPLEADO PCR1Q PLUS

Realizado por: ing. Ketty Pereira MPC

Anexo 2

Resultados iniciales de PCR en hepatopancreas para AHPND (EMS), siguientes 10 muestras
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INFORME DE RESULTADOS

~ Fechade 7 de enero de 2023 Registro interno: T
_slahoragion:
Cliente: Srta. Wette Chiquito Atencider: Seta. Ivette Chiguto
———— Y 8 B
_Correa slectrénico: Imehigu Bespo et 0
Cdia San Felipe
Direccidn:
Ludsd . 000000 Guwpaquil

DATOS GENERALES DE LAS MUESTRAS

1. TIPO DE MUESTRA i ORGANO FUADO DE CAMARON

ANALISIS SOLICITADO PCRAHPND (EMS

OBSERVACIONES SE RECIBEN MUESTRAS FUUADAS EN ALCOHOL

FECHA DE RECEPCION 04 DE ENERO DE 2023

FECHA DE ANALISIS | 06 DE ENERO DE 2023
RESULTADOS
# CAMARON |MICROTUBO TRATAMIENTO #ACUARIO AHPN (EMS)
1 10 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS | NEGATIVO
2 11 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO
3 12 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO
4 13 RESPALDO i3 HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
5 14 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO
(3 15 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS | NEGATIVO
7 16 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO
8 17 RESPALDO 13| HEPATOPANCREAS| POSITIVO
@ 18 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO
10 19 RESPALDO 13 HEPATOPANCREAS| POSITIVO

METODO EMPLEADO PCRIQ PLUS

Realizodo por: ing. Ketty Pereira MPC

Anexo 3

Resultados finales de PCR en hepatopancreas para AHPND (EMS), 12 muestras



Technology agroindustriales S. A M —‘Q
Alborada 32, Etapa, Manzana BS Villa-6 > hg
+593-9-94763280 T erchy r-::lx)nv
kpereira@technologyagroindustriales.net | @=reindustriales
Fecha de 23 de enero de 2023  Registro interno: 051.2023
Shasker iy
Cliente: Srta. hette Chiquito e Srta. ivatte Chiguito
‘ . B e :
AN Caasan Felipe —cbmeoslectbaioo: e i
Cudad Guapaguil
DATOS GENERALES DE LAS MUESTRAS
1.TIPO DE MUESTRA ~ DRGANO FUADO DE CAMARON z
ANALISIS SOLICITADO | PCRAHPND (EMS)
OISEI\IMJOES SE RECIBEN MUESTRAS FUADAS EN ETANOL
FBCMDERSCEPMH 19 DE ENERO DE 2023
FECHA DE ANALISIS 20 DE ENERO DE 2023
RESULTADOS
it CAMARON | MICROTUBO TRATAMIENTO # ACUARIO ORIGEN AHPN (EMS)
11 20 FINAL 1| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
12 21 FINAL 1| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
17 26 FINAL 2| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
18 27 FINAL 2| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
23 32 FINAL 3| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
24 33 FINAL 3| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
29 56 FINAL 7| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
57 FINAL 7| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
35 62 FINAL B| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
63 FINAL 8| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
41 68 FINAL 9| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
42 69 FINAL S| HEPATOPANCREAS| NEGATIVO
METODO EMPLEADO PCR1Q PLUS
Realizodo por: ing. Ketty Pereira MPC

Anexo 4

Andlisis de varianza de un factor peso promedio inicial y peso promedio final.



Analisis de varianza de un factor peso promedio inicial y peso promedio final.

RESUMEN
Grij, Cuenta Suma Promedio Varianza Desuiacian SR L oghiickic
POS Estdndar  de variacion
Peso inicial 12 57,5 4,79 0,21 0,46 5,64
Peso final 12 70,8 5,90 0,15 0,39 6,62
ANALISIS DE VARIANZ A
QOrigen de las Suma de Gradosde Promedio de fos . Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados 3 RrobubBdad para F
Entregrupos 7,37 1 7,370 40,244  2,2012E-06  4,300950
Dentro de losgrupos 4,03 22 0,183
Total 11,40 23
Anexo 5

Registro fotogréfico de 12 mudas acuario 1

Nota. A) 2 mudas (9 de enero 2023), B) 2 mudas (3 de enero 2023), C) 1 muda (10 de enero
2023), D) 2 mudas (12 de enero 2023), E) 1 muda (13 enero 2023), F) 2 mudas (4 de enero
2023), G) 1 muda (1 de enero 2023) y H) 1 muda (23 de diciembre 2022)



Anexo 6

Registro fotografico de 6 mudas y 1 muerto del acuario 2

Nota. A) 1 muda (12 enero 2023), B) 1 muda (8 enero 2023), C) 1 muda (20 diciembre 2022),
D) 1 muerto (20 diciembre 2022), E) 1 muda (7 enero 2023), F) 1 muda (23 diciembre 2022),
G) 1 muerto (1 enero 2023)

Anexo 7

Registro fotogréafico de 12 mudas y 1 muerto del acuario 3

Nota. A) 5 mudas (14 enero 2023), B) 1 muda (9 enero 2023), C) 1 muda (21 diciembre 2022),
D) 1 muda (10 enero 2023), E) 2 mudas (6 enero 2023), F) 1 muerto (15 enero 2023), G) 1 muda
(15 enero 2023) y H) 1 muda (23 diciembre 2022)



Anexo 8

Registro fotografico de 18 mudas y 1 muerto del acuario 4

Nota. A) 6 mudas (14 enero 2023), B) 4 mudas (6 enero 2023), C) 1 muda (29 diciembre 2022),
D) 2 mudas (20 diciembre 2022), E) 2 mudas (28 diciembre 2022), F) 2 mudas (5 enero 2023),
G) 1 muda (15 enero 2023) y H) 1 muerto (19 diciembre 2022)

Anexo 9

Registro fotogréafico de 15 mudas del acuario 5



Nota. A) 4 mudas (14 enero 2023), B) 1 muda (28 diciembre 2022), C) 1 muda (27 diciembre
2022), D) 2 mudas (19 diciembre 2022), E) 1 muda (6 enero 2023), F) 1 muda (13 enero 2023),
G) 2 mudas (5 enero 2023), H) 2 mudas (4 enero 2023), 1) 1 muda (1 enero 2023)

Anexo 10

Registro fotogréafico de 8 mudas del acuario 6




Nota. A) 1 muda (14 enero 2023), B) 2 mudas (4 enero 2023), C) 2 mudas (13 enero 2023), D)
1 muda (5 enero 2023), E) 1 muda (23 diciembre 2022) y F) 1 muda (1 enero 2023)

Anexo 11

Registro fotogréafico de 12 mudas del acuario 7

Nota. A) 2 mudas (8 enero 2023), B) 2 mudas (12 enero 2023), C) 1 muda (14 enero 2023), D)
2 mudas (17 enero 2023), E) 2 mudas (10 enero 2023), F) 2 mudas (6 enero 2023), G) 1 muda
(15 enero 2023)

Anexo 12

Registro fotogréafico de 15 mudas del acuario 8



Nota. A) 3 mudas (28 diciembre 2022), B) 2 mudas (27 diciembre 2022), C) 1 muda (14 enero
2023), D) 2 mudas (11 enero 2023), E) 2 mudas (10 enero 2023), F) 2 mudas (6 enero 2023),
G) 1 muda (3 enero 2023) y H) 2 mudas (15 enero 2023)

Anexo 13

Registro fotogréafico de 13 mudas y 2 muertos del acuario 9



Nota. A) 2 mudas (12 enero 2023), B) 2 mudas (11 enero 2023), C) 2 mudas (8 enero 2023), D)
2 mudas (3 enero 2023), E) 1 muda (13 enero 2023), F) 1 muerto (27 diciembre 2022), G) 1
muerto (1 enero 2023), H) 2 mudas (9 enero 2023) y 1) 2 mudas (17 enero 2023)

Anexo 14

Registro fotografico de 10 mudas y 1 muerto del acuario 10

Nota. A) 3 mudas (17 enero 2023), B) 2 mudas (21 diciembre 2022), C) 1 muda (11 enero 2023),
D) 2 mudas (9 enero 2023), E) 2 mudas (10 enero 2023), F) 1 muerto (24 diciembre 2022)



Anexo 15

Registro fotografico de 15 mudas del acuario 11

Nota. A) 3 mudas (17 enero 2023), B) 2 mudas (14 enero 2023), C) 2 mudas (8 enero 2023), D)
3 mudas (21 diciembre 2022), E) 1 muda (13 enero 2023), F) 1 muda (9 enero 2023), G) 2
mudas (6 enero 2023) y H) 1 muda (5 enero 2023)

Anexo 16

Registro fotografico de 11 mudas del acuario 12



Nota. A) 3 mudas (10 enero 2023), B) 2 mudas (15 enero 2023), C) 1 muda (12 enero 2023),
D) 1 muda (23 diciembre 2022), E) 2 mudas (7 enero 2023), F) 2 mudas (7 enero 2023)

Anexo 17

Analisis de varianza de un factor para la sobrevivencia al inicio y al final del proyecto

Analisis de varianza de un factor para la sobrevivencia.

RESUMEN
: Desviacion  Coeficiente de
Griipos Cuenia Sisna Promedio Estindar S
n inicial 12 72 6,00 0,00 0,00
n final 12 66 5,50 0,67 12,26
ANALISIS DE VARIANZA
Qrigen de las Suma de Gradosde  Promedio de fos Probabilidad Valor critico

variaciones cuadrados fibertad cuadrados robabida para F
Entregrupos 1,5 1 1,5 0,018 4,301
Dentro de los grupos 5 22 0,2273
Total 6,5 23

Anexo 18

Analisis de varianza de un factor para el parametro de salinidad de la mafiana con respecto a

la de la tarde durante todo el bioensayo



Analisis de varianza de un factor para el parametro de salinidad.

RESUMEN
. . Desviacion Coeficiente
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Estind e vorbcide
A.M 12 347 28,92 0,45 0,67 2,31
P.M 12 346 28,83 0,33 0,58 2,00
AMALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Prom edio de los babilic Valor critico
variaciones cuadrados Nbertad cuadrados g i para £
Entre grupos 0,042 1 0,041666667 0,1067961 0,746910443 4,3009495
Dentro de los grupos 8,583 22 0,390151515
Total 8,625 23
Anexo 19

Analisis de varianza de un factor para el parametro de oxigeno disuelto durante el proyecto

Analisis de varianza de un factor para el parametro de oxigeno disuelto.

RESUMEN
. : Desviacion Coeficiente
Grupos Cuenta Suma Promedio Varanza Estdnd T rotelds
A.M 12 78,8 6,57 0,02 0,13 1,92
P.M 12 83,3 6,94 0,04 0,21 2,96
AMALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Prom edio de los 2 Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados E i para £
Entre grupos 0,818 1 0,817704167 28,148531 2,52225E-05 4,3009495
Dentro de los grupos 0,639 22 0,029049621
Total 1,457 23
Anexo 20

Analisis de varianza de un factor para el parametro de temperatura promedio durante el

proyecto



Analisis de varianza de un factor para el parametro de temperatura.

RESUMEN
. . Desviacion Coeficiente
Grupos Cuenta Suma Promedio Varanza Estind e varloclda
A.M 12 311,9 25,99 0,01 0,10 0,38
P.M 12 3177 26,48 0,06 0,25 0,93
AMNALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Prom edio de los - Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados E i para £
Entre grupos 1,402 1 1,401666667  39,961123 2,31679E-06 4,3009495
Dentro de los grupos 0,772 22 0,035075758
Total 2,173 23
Anexo 21

Andlisis de varianza de un factor para el parametro de pH promedio durante el proyecto

Analisis de varianza de un factor para el parametro de pH.

RESUMEN
. . Desviacion Coeficiente
Grupos Cuenta Suma Promedio Varanza Estind e vk
A.M 12 100,2 8,35 0,00 0,01 0,13
P.M 12 100,0 8,33 0,00 0,02 0,25
ANALSIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Prom edio de los = Valor critico
variaciones cuadrados lbertad cuadrados ¥ B para £
Entre grupos 0,002 1 0,001504167  5,3445491 0,030534639 4,3009495
Dentro de los grupos 0,006 22 0,000281439

Total 0,008 23
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