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Glosario 
 
 

Ácido indol-3-acético: Una auxina predominante en las plantas, que regula varios procesos 
fisiológicos, incluida la división celular, el alargamiento y la diferenciación de tejidos. 

Antioxidantes: Sustancias que neutralizan los radicales libres dañinos, protegiendo las 
células del daño oxidativo y manteniendo la homeostasis celular. 

Auxinas: Fitohormona que regulan el crecimiento y el desarrollo, influyendo en procesos 
como el alargamiento celular, la iniciación de las raíces y la dominancia apical. 

Extractos crudos: Mezclas sin refinar obtenidas de fuentes biológicas, que contienen una 
variedad de compuestos potencialmente útiles en estudios farmacológicos o bioquímicos. 

Inmunoestimulantes: Agentes que potencian la actividad del sistema inmunológico, 
potenciando las defensas frente a patógenos o enfermedades. 

Expresión génica: El proceso mediante el cual la información codificada en los genes se 
utiliza para producir productos funcionales como proteínas o moléculas de RNA. 

Macroalgas: Algas marinas multicelulares, macroscópicas con importancia ecológica y 
diversas aplicaciones en alimentación, medicina e industria. 

Microalgas: Organismos fotosintéticos microscópicos que habitan diversos ambientes 
acuáticos y ofrecen aplicaciones potenciales en biocombustibles, nutrición y 
biorremediación. 

Péptidos antimicrobianos: Pequeñas proteínas con actividad antimicrobiana de amplio 
espectro, que sirven como componentes importantes de la inmunidad innata en varios 
organismos. 

Profenol oxidasa (proPO): Una enzima crucial en la respuesta inmune de los insectos, que 
cataliza la producción de melanina para encapsular y neutralizar patógenos. 

Supervivencia: La capacidad de un organismo para persistir y prosperar en su entorno, lo 
que a menudo implica adaptaciones a factores estresantes y desafíos ambientales. 

Terapéutico: Relativo al tratamiento o intervención médica encaminada a aliviar síntomas, 
curar enfermedades o restaurar la salud. 

Toxina: Compuestos producidos biológicamente nocivos para los organismos. A menudo 
lo emplean los patógenos para causar daños y facilitar la infección en los huéspedes. 
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Virulencia: Una medida de la capacidad de un patógeno para causar enfermedad. 
Determinado por factores como toxinas, mecanismos de adhesión y estrategias de evasión 
inmune. 
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cristal violeta (0.4%).  
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Gráfico 19 Diámetros de los halos de motilidad de enjambre (promedio 
± error estándar, n = 6) de la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres 
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Gráfico 20 Diámetros de los halos de motilidad de enjambre (promedio 
± error estándar, n = 6) de la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres concentraciones 
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Gráfico 21 Supervivencia acumulada de postlarvas P. vannamei tratadas 
con tres concentraciones de extractos crudos de macroalgas 
(PL 11 - PL12) e infectadas (PL 13) con la bacteria 
patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2.  
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Gráfico 22 Supervivencia acumulada de postlarvas P. vannamei tratadas 
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Gráfico 23 Secciones histológicas teñidas con soluciones de hematoxilina 
y eosina de postlarvas P. vannamei sobrevivientes al desafío. 
Postlarvas tratadas con P. gymnospora a 4X (a) y 10X (b), 
postlarvas tratadas con S. natans a 4X (c) y 10X (d) y postlarvas 
tratadas con I. galbana 4X (e) y 10X (f). 
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Gráfico 24 Secciones histológicas teñidas con soluciones de hematoxilina 
y eosina de postlarvas P. vannamei sobrevivientes al desafío. 
Postlarvas tratadas con T. weissflogii a 4X (g) y 10X (h) y 
postlarvas del control positivo a 4X (i) y 10X (j).  
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RESUMEN 

La necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) es una enfermedad bacteriana emergente 

del camarón de cultivo que provoca importantes pérdidas económicas. La enfermedad es 

causada principalmente por la bacteria Vibrio parahaemolyticus que produce las toxinas binarias 

PirA y PirB causantes de la muerte de los camarones afectados, principalmente en cultivos 

de larvas, una de las etapas productivas afectadas por AHPND, por lo que es urgente 

desarrollar estrategias terapéuticas de origen natural, como alternativa a los antibióticos. En 

este contexto, se investigó el potencial terapéutico de dos especies de macroalgas (Padina 

gymnospora y Sargassum natans) y dos especies de microalgas (Isochrysis galbana y Thalassiosira 

weissflogii) sobre postlarvas de camarón Penaeus vannamei infectadas con una cepa patógena de 

V. parahaemolyticus causante de AHPND. La investigación se realizó a través de dos estudios, 

empleando dos tipos de extractos distintos e independientes entre sí. En el primer estudio 

se prepararon extractos de auxinas, ricos en ácido indol-3-acético (IAA), de las dos especies 

de macroalgas, y se evaluaron sus efectos sobre la virulencia de V. parahaemolyticus causante 

de AHPND en postlarvas P. vannamei. En el segundo estudio se prepararon extractos totales 

(crudos) de las cuatro especies de algas, para evaluar sus efectos sobre la virulencia de V. 

parahaemolyticus y la expresión de los genes de la respuesta inmune de las postlarvas infectadas 

con la bacteria patógena tratada. Además, se identificaron los compuestos presentes en los 

extractos crudos mediante análisis de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas. Los resultados muestran que los extractos ricos en IAA de P. gymnospora y S. natans 

disminuyeron los factores de virulencia de V. parahaemolyticus (producción de 

exopolisacáridos, motilidad y expresión relativa de genes de virulencia). En particular, el 

extracto rico en IAA de P. gymnospora (20 µg/L) destacó en la prueba de desafío con la 

bacteria patógena tratada, mostrando una supervivencia acumulada y un tiempo promedio 

de supervivencia de las postlarvas significativamente superiores al control positivo. En 

contraste, los extractos crudos de I. galbana y T. weissflogii redujeron la virulencia de V. 

parahaemolyticus, disminuyendo los niveles de formación de biopelículas a la concentración 

más alta evaluada (14 ppm), y la motilidad de enjambre a todas las concentraciones evaluadas. 
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De igual manera, en la prueba de desafío, la supervivencia acumulada y el tiempo promedio 

de supervivencia de las postlarvas fueron significativamente superiores al control positivo 

cuando recibieron el tratamiento del extracto crudo de I. galbana y T. weissflogii a la 

concentración más baja (0.14 ppm). En cuanto a la respuesta inmune de las postlarvas 

supervivientes a la infección, los cuatro extractos crudos incrementaron la expresión de los 

genes evaluados. Algunos compuestos presentes en los extractos crudos, especialmente 

aquellos obtenidos de las microalgas, podrían estar explicando la efectividad observada en el 

estudio. Al mismo tiempo, los extractos estudiados (ricos en IAA y crudos) no mostraron 

actividad antibacteriana, bactericida, o bacteriostática, ni fueron tóxicos para P. vannamei, 

revelando un potencial de aplicabilidad para el manejo de enfermedades bacterianas en 

acuicultura. Particularmente, la efectividad en la prueba de desafío de los extractos crudos 

de microalgas a la más baja concentración evaluada sugiere que son candidatos potenciales 

para su uso en terapias antivirulentas contra AHPND. 
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CAPITULO I INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

La enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) provoca altas 

mortalidades en granjas de cultivo de camarón y pérdidas económicas significativas en todo 

el mundo, especialmente en Asia (Zorriehzahra & Banaederakhshan, 2015). La enfermedad 

es causada por cepas bacterianas patógenas pertenecientes a las especies del género Vibrio: 

Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Vibrio campbellii, Vibrio punensis, pero especialmente por Vibrio 

parahaemolyticus (Tran et al., 2013; Kondo et al., 2014; Ahn et al., 2017; Restrepo et al., 2018; 

P. Liu et al., 2022). Estas cepas patógenas poseen plásmidos que expresan las toxinas PirAB 

(PirA y PirB) que causan un daño severo al hepatopáncreas del camarón, provocando 

finalmente la muerte de los animales infectados (Tran et al., 2013; Han et al., 2015). En la 

mayoría de los países afectados, la enfermedad ocurre durante los primeros días después de 

la siembra de los estanques (Joshi et al., 2014; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 

2015). Sin embargo, también se observan altas mortalidades en larvas de camarón Penaeus 

vannamei (Reyes et al., 2022). Debido a que el cultivo de larvas es la fase pilar para la 

producción de camarón, es de gran importancia encontrar estrategias terapéuticas 

apropiadas que puedan aplicarse para proteger a las larvas de la enfermedad.  

El uso de antibióticos es la estrategia más popular para controlar las infecciones bacterianas 

en la acuicultura (Cabello, 2006). Sin embargo, tiene importantes desventajas, principalmente 

en la transmisión horizontal de genes de resistencia a antibióticos (Casas et al., 2005; Zhang, 

Li & Sun., 2011) a las bacterias del sistema de producción. En este contexto, se necesitan 

urgentemente métodos naturales de prevención y control para las enfermedades bacterianas 

que afectan a la producción de camarón. Se han sugerido algunas alternativas para controlar 

la enfermedad de AHPND. Estas incluyen: (1) probióticos (Chumpol et al., 2017; Girija et 

al., 2018; Domínguez-Borbor et al., 2019; Ramírez et al., 2022), (2) bacteriófagos (Jun et al., 

2016), (3) bacterias depredadoras (Bdellovibrio spp.) (Kongrueng et al., 2017) y (4) productos 

derivados de macroalgas (Kumar et al., 2022). El uso de algas marinas, o sus productos 

derivados, es una estrategia potencial para controlar la enfermedad por la capacidad de 

producir compuestos bioactivos con propiedades antibacterianas, antioxidantes e 
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inmunoestimulantes (Deng & Chow, 2010; Kanjana et al., 2011; Chen et al., 2014; Molina-

Cardenas et al., 2014; Moussavou et al., 2014; Thanigaivel et al., 2016). Por ejemplo, las 

postlarvas de Macrobrachium rosenbergii alimentadas con Chlorella vulgaris han mostrado un 

incremento en la respuesta inmune (Maliwat et al., 2017). Además, los extractos de 

microalgas pueden interferir en la virulencia de V. harveyi (Natrah et al., 2011).  

Las plantas superiores contienen una gran cantidad de fitohormonas que funcionan como 

reguladoras del crecimiento de los tejidos vegetales (Lee et al., 2015a; Lee et al., 2015b; Lee 

et al., 2007; Zhang et al., 2019). Existen ocho grupos de fitohormonas: auxinas, citoquinas, 

ácido abscísico, etileno, giberelina, brasinoesteroides, jasmonatos, y ácido salicílico (Wang et 

al., 2021). Las auxinas están predominantemente compuestas por indoles, de las cuales, el 

ácido indol-3-acético (siglas en inglés IAA) representa aproximadamente el 90% (Östin et 

al., 1998). Algunos tipos de auxinas han sido identificados en muchas especies de macroalgas 

(Dawes, 1971; Sanderson et al., 1987; Stirk & Van Staden, 1997; Bagwell et al., 2014), sus 

funciones biológicas son parecidas al de las plantas superiores (Wang et al., 2021), y la 

literatura reporta algunos protocolos de extracción (Stuepp et al., 2017; Van Overbeek, 

1938). La molécula de IAA también ha sido encontrada en microalgas pertenecientes a los 

grupos cianofitas y clorófitas (Romanenko et al., 2015; Shoubaky & Salem, 2016), y aunque 

según análisis genómico las rutas de biosíntesis de las hormonas de las plantas superiores 

parecen haber evolucionado a partir de las microalgas, no se conoce completamente las rutas 

de señalamiento de las fitohormonas en estas últimas (Evans & Trewavas, 1991; Lu & Xu, 

2015). Además, existen pocos estudios sobre la producción endógena de fitohormonas de 

microalgas, conociéndose más bien el efecto de fitohormonas exógenas sobre las células de 

las microalgas (Zhao et al., 2019). Se ha aducido que el poco conocimiento sobre la 

regulación de las fitohormonas en las microalgas obedece al bajo contenido de fitohormonas 

en las células de las microalgas, y a la complejidad de los métodos de detección (Wang et al., 

2021). Sin embargo, el IAA es una fitohormona particularmente interesante para el manejo 

de las infecciones bacterianas porque actúa como señal extracelular para regular la virulencia 

en bacterias (Wang et al., 2001; Mueller et al., 2009), como Vibrio splendidus y V. campbellii 

(Yang et al., 2017; Zhang et al., 2017). Por otro lado, los extractos crudos de macroalgas y 

las microalgas, así como con los tejidos vegetales de las plantas superiores, se caracterizan 
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por tener una amplia gama de otras sustancias bioactivas con aplicaciones biotecnológicas, 

tales como agentes antimicrobianos que han demostrado ser efectivos para la inhibición del 

crecimiento de patógenos (Hsieh et al., 2001; Hu et al., 2004; Vairappan et al., 2001; Bashir 

et al., 2018). 

Teniendo en cuenta la versatilidad de las macroalgas como herramientas biotecnológicas, se 

investigó el potencial terapéutico de dos especies de macroalgas (Padina gymnospora y 

Sargassum natans) y dos especies de microalgas (Isochrysis galbana y Thalassiosira weissflogii) sobre 

postlarvas de camarón P. vannamei infectadas con una cepa patógena de V. parahaemolyticus 

causante de AHPND. La investigación se realizó a través de dos estudios, empleando dos 

tipos de extractos distintos e independientes entre sí. En el primer estudio se planteó la 

hipótesis que, dado el hecho de que las macroalgas contienen IAA, y que éste regula la 

virulencia en ciertas bacterias patógenas acuícolas, los extractos de auxinas de dos especies 

de macroalgas marinas (P. gymnospora y S. natans), ricos en IAA, podrían disminuir la 

virulencia de V. parahaemolyticus causante de AHPND en larvas de camarón P. vannamei. Para 

probar esta primera hipótesis se prepararon extractos de auxinas, ricos en IAA, de las dos 

especies de macroalgas usando metanol y ácido fórmico como solventes. Se evaluaron los 

efectos de los extractos ricos en IAA sobre la virulencia de V. parahaemolyticus causante de 

AHPND en postlarvas P. vannamei. En esta primera parte del estudio no se analizaron 

especies de microalgas debido al bajo contenido de fitohormonas reportado en la literatura 

y a la dificultad que se tuvo en encontrar protocolos de extracción de auxinas para 

microalgas. En el segundo estudio se hipotetizó que las cuatro especies de algas despliegan 

propiedades antibacterianas y/o mejoran la respuesta inmune en postlarvas de camarón P. 

vannamei infectadas con V. parahaemolyticus causante de la AHPND. Para probar esta segunda 

hipótesis se prepararon extractos totales (crudos) de las cuatro especies de algas usando 

etanol como solvente. Se evaluaron los efectos de los extractos crudos etanólicos sobre la 

virulencia de V. parahaemolyticus y la expresión de los genes de la respuesta inmune de las 

postlarvas infectadas con la bacteria patógena tratada. Además, se identificaron los 

compuestos presentes en los extractos crudos mediante análisis de cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas. De esta forma, se estudiaron dos extractos distintos e 

independientes entre sí (primer estudio: extractos ricos en IAA de las dos especies de 
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macroalgas utilizando metanol y ácido fórmico como solventes; segundo estudio: extractos 

totales (crudos) de las dos especies de macroalgas y de las dos especies de microalgas, 

utilizando etanol como solvente). Los resultados de estos dos estudios constituyen un aporte 

al conocimiento de nuevos tratamientos y productos naturales con potencial de aplicabilidad 

para el manejo práctico de infecciones bacterianas en postlarvas de camarón P. vannamei. 
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

En la acuicultura del camarón, las infecciones bacterianas, en particular las causadas por 

especies del género Vibrio, presentan desafíos importantes. Especies como Vibrio harveyi, 

Vibrio owensii, Vibrio campbellii y Vibrio parahaemolyticus están vinculadas a enfermedades graves 

como la enfermedad de necrosis hepatopancreática aguda (AHPND), que genera pérdidas 

económicas sustanciales (Tran et al., 2013; Restrepo et al., 2018). Estos patógenos producen 

toxinas que atacan el hepatopáncreas del camarón, causando altas tasas de mortalidad, 

especialmente en las primeras fases de producción (Reyes et al., 2022). 

Los antibióticos han sido la herramienta principal para controlar los brotes bacterianos en la 

acuicultura (Cabello, 2006). Sin embargo, el uso excesivo de antibióticos ha provocado la 

aparición de bacterias resistentes a los antibióticos, lo que genera preocupaciones sobre los 

riesgos ambientales y para la salud humana (Casas et al., 2005; Zhang, Li y Sun, 2011). La 

transferencia horizontal de genes de resistencia a los antibióticos plantea una amenaza 

importante tanto para las especies acuáticas como para los ecosistemas más amplios. 

Dadas estas preocupaciones, los investigadores están explorando enfoques alternativos para 

controlar las infecciones bacterianas en la acuicultura. Las estrategias biológicas, como el uso 

de probióticos, han ganado atención por su capacidad para promover comunidades 

microbianas beneficiosas en camarones y otras especies acuáticas (Chumpol et al., 2017; 

Domínguez-Borbor et al., 2019). Los probióticos pueden mejorar las respuestas inmunitarias 

y reducir las infecciones bacterianas (Ramírez et al., 2022). Los bacteriófagos, virus que 

atacan y eliminan bacterias específicas, también ofrecen una alternativa prometedora (Jun et 

al., 2016). Este enfoque permite el control específico de bacterias dañinas sin alterar la 

microbiota beneficiosa. 

Otra solución emergente involucra a bacterias depredadoras como Bdellovibrio spp., que se 

alimentan de bacterias patógenas, lo que ayuda a mantener el equilibrio microbiano 

(Kongrueng et al., 2017). Además, los productos derivados de las algas marinas, ricos en 

compuestos antibacterianos e inmunoestimulantes, han demostrado ser prometedores en la 

reducción de las infecciones bacterianas (Deng y Chow, 2010; Kanjana et al., 2011; 

Moussavou et al., 2014; Kumar et al., 2022). Las fitohormonas como el ácido indol-3-acético 
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(IAA) que se encuentran en las macroalgas también pueden desempeñar un papel en el 

control de la virulencia bacteriana (Yang et al., 2017; Zhang et al., 2017), lo que proporciona 

un enfoque natural innovador para el manejo de enfermedades. 

JUSTIFICACIÓN 

En la acuicultura del camarón, las infecciones bacterianas, en particular las causadas por 

vibrios, plantean amenazas importantes para la producción y la rentabilidad. Especies como 

Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Vibrio campbellii y Vibrio parahaemolyticus son 

responsables de enfermedades como la enfermedad de necrosis hepatopancreática aguda 

(AHPND), que provoca enormes pérdidas económicas (Tran et al., 2013; Restrepo et al., 

2018). Estas bacterias liberan toxinas que dañan gravemente el hepatopáncreas del camarón, 

lo que genera altas tasas de mortalidad, especialmente durante las primeras etapas de 

producción (Reyes et al., 2022). El uso frecuente de antibióticos ha sido una contramedida 

estándar (Cabello, 2006); sin embargo, ha contribuido al aumento de la resistencia a los 

antibióticos, lo que plantea riesgos ambientales y de salud (Casas et al., 2005; Zhang, Li y 

Sun, 2011). 

 

Alternativas innovadoras como los probióticos, bacteriófagos y bacterias depredadoras 

(Chumpol et al., 2017; Domínguez-Borbor et al., 2019; Jun et al., 2016; Kongrueng et al., 

2017) están ganando terreno como estrategias sustentables de manejo de enfermedades. 

Además, los compuestos bioactivos de las macroalgas muestran potencial para controlar los 

vibriones patógenos (Deng y Chow, 2010; Kanjana et al., 2011; Moussavou et al., 2014). 

Además, las fitohormonas como el ácido indol-3-acético (IAA) influyen en la virulencia 

bacteriana, presentando nuevas vías para el control de enfermedades (Yang et al., 2017; 

Zhang et al., 2017). Estas alternativas pueden revolucionar el manejo de enfermedades 

bacterianas, reduciendo la dependencia de los antibióticos y mejorando las prácticas 

sustentables de cultivo de camarón.  

A continuación, se resumen las hipótesis, objetivos generales y específicos del estudio. 
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HIPÓTESIS 

(1) Las macroalgas tienen el potencial de disminuir la virulencia en V. parahaemolyticus 

causante de la AHPND a través del mecanismo indol. 

(2) Las macro y microalgas despliegan propiedades antibacterianas y/o mejoran la respuesta 

inmune en larvas infectadas con V. parahaemolyticus causante de la AHPND. 

OBJETIVO GENERAL  

Establecer el potencial terapéutico de las micro y macroalgas en larvas Penaeus vannamei 

infectadas con Vibrio parahaemolyticus. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

(1) Evaluar el efecto de extractos de macroalgas, ricos en indol, sobre la virulencia de Vibrio 

parahaemolyticus causante de AHPND en larvas Penaeus vannamei. 

 

(2) Evaluar la actividad antimicrobiana e inmunológica de extractos de micro y macroalgas 

en larvas infectadas con Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND. 
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO 

1.1 DESAFÍOS SANITARIOS EN LA PRODUCCIÓN DE LARVAS DE 
CAMARÓN 

La acuicultura de camarón ha experimentado una notable expansión en todo el mundo, 

impulsada principalmente por la creciente demanda en los mercados internacionales 

(Ababouch et al., 2023). Sin embargo, esta trayectoria de crecimiento plantea una serie de 

desafíos sanitarios que generan una preocupación crítica por el potencial efecto negativo 

en los rendimientos de la producción (Iber & Kasan, 2021; Emerenciano et al., 2022). Así, 

la fase de larvicultura de la producción de camarón resulta particularmente vulnerable a 

los desafíos sanitarios debido a la naturaleza delicada de las larvas de camarón. 

Particularmente, las infecciones bacterianas causadas por especies del género Vibrio del 

clado Harveyi, como V. harveyi (Kumar et al., 2021), Vibrio alginolyticus (Tran et al., 2013; 

Thitamadee et al., 2016) y V. campbellii (Dong et al., 2017; Liang et al., 2022; Yu et al., 2023) 

son comunes en las larviculturas de producción de camarón, causando altas mortalidades.  

Estas cepas bacterianas han provocado enfermedades, como el síndrome de Bolitas, 

causado por V. harveyi (Robertson et al., 1998) y el síndrome Zoea 2, causado por V. harveyi 

y V. alginolyticus (Vandenberghe et al., 1999). Al momento una de las especies del género 

Vibrio más patógenas en larviculturas de camarón es V. parahaemolyticus (Reyes et al., 2022). 

Algunas cepas de V. parahaemolyticus son portadoras de los genes PirAB codificantes para 

las toxinas binarias PirAB causantes de AHPND, y por consiguiente provocan altas 

mortalidades en las larviculturas de camarón P. vannamei (Reyes et al., 2022). En este 
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contexto, es importante el despliegue de estrategias de control que abarquen desde la 

utilización de probióticos (Butt et al., 2021; Subasinghe et al., 2023; Tamilselvan & Raja, 

2024), hasta el uso de inmunoestimulantes o agentes antimicrobianos (Naiel et al., 2021; 

Kumar et al., 2023). 

1.2 ETAPAS LARVARIAS Y VULNERABILIDAD A INFECCIONES 

El camarón P. vannamei pasa por un proceso complejo de desarrollo larvario desde la etapa 

de nauplio, el cual posee una estructura corporal simple caracterizada por tres pares de 

apéndices, lo que facilita movimientos rápidos de natación para dispersarse en la columna 

de agua (Lage et al., 2017; Goytortúa-Bores et al., 2023) (Gráfico 1). Los nauplios usan 

principalmente las reservas de energía endógena almacenadas dentro del saco vitelino y 

también absorben nutrientes a través de su aparato bucal (Akbar & Fazli, 2023; Arsad et 

al., 2023).  

La etapa de nauplios generalmente persiste durante 12 a 24 horas antes de mudar a la 

siguiente fase de desarrollo denominada Zoea. Esta etapa está marcada por notables 

cambios morfológicos y adaptaciones funcionales como el desarrollo de apéndices 

adicionales, extremidades torácicas para nadar y alimentarse, junto con estructuras 

sensoriales como ojos compuestos y antenas que les permiten detectar señales ambientales 

y localizar presas (Lage et al., 2017; Goytortúa-Bores et al., 2023). La etapa de Mysis 

representa un avance adicional en la diferenciación morfológica y las adaptaciones 

conductuales, ya que los órganos poseen una estructura corporal robusta con apéndices 

bien desarrollados, que incluyen periópodos y urópodos para nadar (Lage et al., 2017; 
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Goytortúa-Bores et al., 2023). En esta etapa larval los órganos presentan una mayor 

actividad alimentaria, dieta variada con fitoplancton, zooplancton y detritos (Ochoa-

Pereira & Velásquez-López, 2023). Finalmente, las larvas llegan a la fase de postlarvas, 

marcando el cambio de la fase planctónica a la bentónica de su ciclo de vida, con apéndices 

completamente desarrollados que conducen a una mayor motilidad y comportamiento de 

búsqueda de alimento (Goytortúa-Bores et al., 2023). 

Si bien estas etapas experimentan un rápido crecimiento y desarrollo, sus sistemas inmunes 

se encuentran incompletos (Song & Li, 2014; Kulkarni et al., 2020), lo que los hace más 

susceptibles a patógenos y factores estresantes ambientales que potencian aún más la 

infección, comprometiendo al organismo. Además, las condiciones subóptimas de calidad 

de agua pueden aumentar la virulencia de los agentes infecciosos para evadir las defensas 

del huésped, acelerando la transmisión y propagación de enfermedades entre las 

poblaciones de camarón (Pinto et al., 2020; Zhang et al., 2023 a). 

 

Gráfico 1. Estadios larvales de camarones P. vannamei. 
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1.3 SISTEMA INMUNE DE CAMARONES P. vannamei  

El camarón P. vannamei depende principalmente de su sistema inmune innato para 

combatir los patógenos y generar una respuesta efectiva, siendo fundamental los 

receptores de reconocimiento de patrones (siglas en inglés PRRs). Estos reconocen sitios 

moleculares conservados presentes en la superficie de los patógenos, conocidos como 

patrones moleculares asociados a patógenos (siglas en inglés PAMPs) (Anderson & Seijio, 

2010; Kulkarni et al., 2020; Tran et al., 2022).  

Los PRRs desempeñan un papel crucial en el inicio de las respuestas inmunitarias al unirse 

a los PAMPs y desencadenar cascadas de señalización posteriores para la regulación del 

sistema inmune en P. vannamei (Kulkarni et al., 2020), la cual es organizada por una 

compleja red de vías de señalización y moléculas reguladoras. Los receptores tipo peaje 

(siglas en inglés TLR), la vía del transductor de señal de janus quinasa y del activador de la 

transcripción (siglas en inglés JAK-STAT), junto al factor nuclear kappa B (siglas en inglés 

NF-κB) son las vías de señalización claves implicadas en la activación inmunitaria (Mercy 

et al., 2020; Zuo et al., 2020; Luo et al., 2022; Tran et al., 2022; Wang et al., 2023) para la 

expresión génica en respuesta al desafío de patógenos (Farhadi et al., 2023).  

La primera respuesta inmune en camarones peneidos corresponde a la activación del 

sistema de la profenol oxidasa (proPO). Se da por acción de una enzima precursora 

inactiva que sufre escisión proteolítica tras la activación por serina proteinasas, formando 

la fenol oxidasa (PO) activa (Alinejad et al., 2020; Wang et al., 2022; Zhou et al., 2021), la 

cual juega un papel crucial en la melanización, un mecanismo de defensa que encapsula e 

inmoviliza los patógenos, limitando así su propagación dentro del organismo (Panigrahi et 
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al., 2020; Cerenius & Söderhäll, 2021; Zhou et al., 2021). La profenol oxidasa I (proPO-I) 

y la profenol oxidasa II (proPO-II) son dos isoformas de proPO que se encuentran en P. 

vannamei (Lv et al., 2021). Otros componentes principales de la respuesta inmune de los 

camarones son los péptidos antimicrobianos (siglas en inglés AMPs). Las peneidinas y 

crustinas son dos familias de AMPs, sintetizadas y secretadas por tejidos relacionados con 

el sistema inmune como hemocitos, branquias y hepatopáncreas (Sun et al., 2021; Wu et 

al., 2021; Ghaffarizadeh et al., 2022; Saucedo-Vázquez et al., 2022; Guryanova et al., 2023). 

Las peneidinas poseen una potente actividad antibacteriana, mientras que las crustinas 

están involucradas en la defensa contra bacterias Gram-negativa y virus de ADN  (Ming 

et al., 2019), desempeñando un papel importante en la regulación  de la respuesta inmune 

del camarón (Aweya et al., 2021; Saucedo-Vázquez et al., 2022; Quyoom & Iqbal, 2023). 

1.4 FACTORES BIOLÓGICOS QUE AFECTAN LA RESPUESTA INMUNE 
DE CAMARONES P. vannamei 

Algunos factores biológicos influencian la respuesta inmune en larvas de camarón P. 

vannamei, entre ellos, la variación genética (Basuki et al., 2023), el estado nutricional  

(Kersanté et al., 2021; Suantika et al., 2021; Barreto et al., 2023) y la microbiota intestinal 

(Wang et al., 2020; Garibay-Valdez et al., 2020, 2021; Prathiviraj et al., 2021; Callac et al., 

2024) (Gráfico 2). Los nutrientes esenciales desempeñan un papel importante  en la 

proliferación de células inmunitarias (Truong et al., 2023), ya que los macronutrientes 

proporcionan energía y componentes básicos para las células inmunitarias, mientras que 

los micronutrientes actúan como cofactores de las enzimas y moduladores de las 

respuestas inmunitarias (Xie et al., 2020; Braga et al., 2023; Frías-Gómez et al., 2023; 
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Vijayaram et al., 2023). Por otro lado, la microbiota intestinal también desempeña un papel 

crucial en la conGráficoción de la respuesta inmune.  

Los microorganismos beneficiosos contribuyen a la modulación inmunitaria, la exclusión 

de patógenos y el metabolismo de los nutrientes, mejorando la resistencia del huésped a 

las infecciones (Wang et al., 2020; Garibay-Valdez et al., 2020, 2021; Prathiviraj et al., 2021; 

Callac et al., 2024). En tanto que, una disbiosis o alteración del equilibrio de la microbiota 

intestinal, pueden comprometer la función inmune y aumentar la susceptibilidad a las 

enfermedades (Beltrán et al., 2024; Chang et al., 2023; Huang et al., 2020).  De igual manera 

el desarrollo de las primeras etapas larvales es otro factor biológico crucial para la respuesta 

inmune debido al desarrollo de los órganos inmunitarios como el hepatopáncreas, 

hemocitos y órgano linfoide (Alvarez-Lee et al., 2020; Angthong et al., 2021; Noble et al., 

2023) (Gráfico 2).   

Principalmente, la variabilidad en la actividad de la profenol oxidasa (Basuki et al., 2023) y 

las diferencias en la expresión de péptidos antimicrobianos contribuyen a las variaciones 

individuales en la resistencia a las enfermedades (Deris et al., 2020; Aweya et al., 2021; Sun, 

et al., 2021; Hossain et al., 2023). En consecuencia, para un diseño efectivo de estrategias 

de control de enfermedades es importante conocer como influyen los productos naturales 

potencialmente terapéuticos sobres los factores inmunes con el fin de salvaguardar la salud 

en los cultivos larvarios de camarón.   
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Gráfico 2. Diagrama de un camarón con factores que afectan el sistema inmune. 

1.5 Vibrio parahaemolyticus: FACTORES DE VIRULENCIA Y MECANISMOS 
DE INFECCIÓN   

V. parahaemolyticus es una bacteria Gram-negativa de ambientes marinos y estuarinos, 

conocida por ser el agente etiológico de enfermedades gastrointestinales en humanos 

causadas por el consumo de mariscos poco cocidos (Yang et al., 2020). Los factores de 

virulencia de V. parahaemolyticus incluyen proteínas reguladoras de la comunicación 

bacteriana (quorum sensing – QS) (Haifa-Haryani et al., 2023; Yang et al., 2023), proteínas 

de adhesión, sistemas de secreción y toxinas. QS es un mecanismo de comunicación 

bacteriana por el cual las bacterias patógenas regulan procesos importantes de virulencia a 

través de la liberación y detección de moléculas señaladoras (Boyer & Wisniewski-Dyé, 

2009). Los mecanismos de QS incluyen el control de la expresión de factores de virulencia, 

tales como la producción de exopolisacáridos (Yang & Defoirdt, 2015), producción de 

biopelículas (Mizan et al., 2016), y la motilidad (Yang & Defoirdt, 2015). En V. 

parahaemolyticus, OpaR es el máster regulador de QS, que coordina y regula las expresiones 

patogénicas (Sun et al., 2022).    
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Las proteínas de adhesión facilitan la unión bacteriana a los tejidos del huésped, lo que 

permite la colonización y el establecimiento de la infección (Saputra et al., 2023). Los 

sistemas de secreción, como los de tipo III, permiten a V. parahaemolyticus administrar 

moléculas efectoras directamente a las células del huésped, lo que ayuda a la invasión del 

patógeno y manipulación de los procesos celulares en el huésped (Kumar et al., 2021; 

Viana et al., 2021; Rosilan et al., 2024). De igual forma, otras toxinas producidas por V. 

parahaemolyticus, como la hemolisina directa termoestable (siglas en inglés TDH), y la 

hemolisina relacionada con TDH (siglas en inglés TRH), contribuyen al daño de las células 

huésped, la destrucción de los tejidos y la patogénesis (Prithvisagar et al., 2021; Zhang et 

al., 2021; Xue et al., 2023).  

Recientemente, las cepas de V. parahaemolyticus obtuvieron un nuevo factor de virulencia 

que causa AHPND mediante la adquisición de plásmidos portadores de genes codificantes 

para las toxinas PirAB, originalmente identificadas en la bacteria Photorhabdus luminescens 

(González-Gómez et al., 2020; Luangtrakul et al., 2021; Li et al., 2022; Nguyen et al., 2023). 

Estas toxinas PirAB son las responsables de provocar la muerte en los animales afectados 

por AHPND (Tran et al., 2013; Han et al., 2015). PirAB es una proteína efectora del 

sistema de secreción de tipo III (Luangtrakul et al., 2021; Soto-Rodriguez et al., 2022 b) 

que consta de dos subunidades: PirA y PirB, que actúan sinérgicamente para inducir el 

daño tisular y la muerte huésped (Soto-Rodriguez et al., 2022 b; Tran et al., 2020) (Gráfico 

3). Al ingresar a las células huésped, PirAB altera la homeostasis celular (Kumar et al., 

2021; Miao et al., 2023), induce apoptosis y desencadena respuestas inflamatorias, lo que 

provoca destrucción del tejido (Soto-Rodriguez et al., 2022 b). La regulación genética y la 

expresión de las toxinas PirAB en V. parahaemolyticus están influenciadas por señales 
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ambientales, factores del huésped, y reguladores de genes de virulencia, que modulan la 

producción y patogenicidad de la toxina (Soto-Rodriguez et al., 2022 a). 

 

 
 

PirA vp 

 

 

 

PirB vp 

 

Gráfico 3. Estructura terciara de la toxina binaria PirAB en V. parahaemolyticus causante de 
AHPND en camarones, elaborado en https://swissmodel.expasy.org/. 
 

La interacción entre V. parahaemolyticus y el huésped inicia con la comunicación celular 

mediante la detección de QS, permitiendo a la bacteria coordinar la expresión de genes de 

virulencia y regular la patogenicidad en respuesta a señales ambientales y abundancia 
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bacteriana (Ashrafudoulla et al., 2021; Paopradit et al., 2021; Pazhani et al., 2021; Billaud 

et al., 2022; Wang et al., 2022).  

En ese momento, la bacteria emplea varias estrategias para evadir las defensas inmunes del 

huésped y establecer la infección (Müller et al., 2023; Muthukrishnan et al., 2022; Paopradit 

et al., 2021), como la producción de exopolisacáridos (EPS) (Han et al., 2022), la formación 

de biopelículas (Wang et al., 2022; Faleye et al., 2023; Song et al., 2024), la alteración de 

los antígenos de superficie, y la modulación de las respuestas inmunes del huésped (Ahmed 

et al., 2021). La generación de EPS es un factor de virulencia que desempeña un papel 

crucial en las interacciones huésped-patógeno (Jiang et al., 2021; Han et al., 2022; Li et al., 

2024). Los EPS sirven como componentes estructurales de la matriz de la biopelícula, 

proporcionando adherencia, estabilidad y cohesión a los agregados bacterianos, 

promoviendo la colonización y la infección (Jiang et al., 2021; Wu et al., 2022; Li et al., 

2024). La biosíntesis de EPS en V. parahaemolyticus está regulada por determinantes 

genéticos que codifican enzimas involucradas en la síntesis y exportación de polisacáridos 

(Xue, et al., 2023; Li et al., 2024), así como por señales ambientales, disponibilidad de 

nutrientes, temperatura y pH (Li et al., 2020; Leighton et al., 2023).  

Tras la producción y excreción de EPS se inicia la formación de biopelículas. Las 

biopelículas consisten en comunidades microbianas complejas encerradas dentro de una 

matriz extracelular autoproducida que comprende exopolisacáridos, proteínas y ADN (Li 

et al., 2020; Ruhal & Kataria, 2021; Wang et al., 2022). Esto permite la formación de 

agregados bacterianos para iniciar adhesión a las células epiteliales del huésped, mediada 

por estructuras superficiales de la bacteria (Soutourina & Bertin, 2003; Hernández-
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Cabanyero et al., 2023), así como la evasión de la respuesta inmune y su persistencia en 

ambientes hostiles.  

Tras la adherencia, se despliega sistemas de secreción para administrar factores de 

virulencia, toxinas y moléculas efectoras en las células, modulando las vías de señalización 

y las respuestas inmunitarias de la célula huésped (Rosilan et al., 2024).  De esta forma V. 

parahaemolyticus coloniza masivamente el tracto intestinal del camarón para protegerse del 

estrés ambiental, los agentes antimicrobianos y las defensas inmunitarias del huésped (Qian 

et al., 2020; Li et al., 2020; Faleye et al., 2023).  

Finalmente, el mecanismo de infección conlleva a la actividad de motilidad de enjambre 

que aporta a la capacidad de la bacteria para colonizar y propagarse en superficies sólidas 

o semisólidas (M. Li et al., 2022; Wang et al., 2022; Pozo et al., 2024). La motilidad en 

enjambre permite que las células de V. parahaemolyticus migren rápidamente de forma 

multicelular coordinada, lo que facilita la extensión de la colonización del huésped y la 

persistencia ambiental (Rahul & Varsha, 2020; Zhang et al., 2020; Zhang et al., 2021; Liu 

et al., 2022). La regulación de la motilidad de los enjambres implica redes genéticas 

complejas que incluyen, la detección de quórum, la biosíntesis flagelar y las vías de 

quimiotaxis (Rahul & Varsha, 2020), controladas por la expresión de genes asociados a los 

enjambres y la coordinación del comportamiento de motilidad (Pozo et al., 2024; Rahul & 

Varsha, 2020).  Además, la bacteria genera flagelos que optimizan su capacidad de 

migración, lo que permite que cause infecciones sistémicas (Yang et al., 2022). 

Dado que las postlarvas de camarón en condiciones de cultivo y de infección con V. 

parahaemolyticus se ven afectadas por una gran variedad de factores de virulencia (Wang et 

al., 2022; Yang et al., 2022; Liu et al., 2023), es importante profundizar en la compresión 
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de los factores de virulencia y los mecanismos moleculares para el desarrollo de estrategias 

de control efectivas que apuntalen la salud en los cultivos larvarios de camarón. 

Particularmente, el descubrimiento de moléculas capaces de interferir con el QS constituye 

una estrategia de biocontrol prometedora para tratar infecciones bacterianas.  

1.6 ROL DE MICRO Y MACROALGAS  

Las micro y macroalgas son reconocidas por su alta biodiversidad y por ser componentes 

esenciales de la red alimentaria acuática ya que son una fuente rica de nutrientes esenciales, 

que incluyen proteínas, carbohidratos y lípidos (Sánchez-Muros et al., 2020; Veluchamy & 

Palaniswamy, 2020), así como vitaminas, minerales y compuestos bioactivos (Diaz et al., 

2023). Los nutrientes de las microalgas están presentes en formas fácilmente digeribles para 

las postlarvas P. vannamei, lo que facilita su absorción y utilización eficiente (Huang et al., 

2022; Arsad et al., 2023). Los compuestos bioactivos y componentes funcionales que 

contienen las microalgas son críticos para los procesos fisiológicos y metabólicos de las 

postlarvas P. vannamei (AftabUddin et al., 2021b; Abbas et al., 2023). Por ejemplo, las 

microalgas del género Spirulina y Chlorella son fuentes ricas en proteínas de alta calidad, 

aminoácidos esenciales, vitaminas y antioxidantes, que además de promover el crecimiento 

(Jaski et al., 2021; Zidan et al., 2021; Eissa et al., 2023; Yuan et al., 2023), favorecen la 

respuesta inmune de las postlarvas de camarón. De igual manera las macroalgas de los 

géneros Ulva y Gracilaria, proporcionan carbohidratos, fibras dietéticas, vitaminas y minerales 

esenciales para los procesos metabólicos (Morais et al., 2020; Klongklaew et al., 2021; Henry-
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Silva et al., 2023; Thi-Ngoc et al., 2023), la producción de energía y la salud digestiva (Serrano 

& Tumbokon, 2022) de las postlarvas de camarón.  

Las micro y macroalgas son fuentes abundantes de lípidos y ácidos grasos esenciales omega-

3 como el EPA (ácido eicosapentaenoico) y el DHA (ácido docosahexaenoico), y omega-6, 

importantes para la respuesta inmune de P. vannamei (Ansari et al., 2021; Mai et al., 2021). 

Así, microalgas de los géneros Nannochloropsis e Isochrysis exhiben un alto contenido de ácidos 

grasos esenciales (Ahmad et al., 2022; Ma & Hu, 2023), proporcionando valiosas fuentes 

dietéticas de EPA y DHA. Por su lado, las macroalgas contienen lípidos ricos en ácidos 

grasos poliinsaturados (PUFA) (Akbary et al., 2021; Ahmed et al., 2023; Ersoy-Kormaz, 

2023) que contribuyen al metabolismo de los lípidos (Akbary et al., 2023), al almacenamiento 

de energía y al crecimiento general del camarón (Akbary et al., 2024). Por otro lado, especies 

de microalgas de los géneros Dunaliella y Haematococcus son conocidas por su alto contenido 

de carotenoides (Wu et al., 2020; Grujić et al., 2022), incluidos β-caroteno y astaxantina 

(Casella et al., 2020; Y, Li et al., 2020; Grujić et al., 2022) que contribuyen a la protección 

antioxidante y la mejora inmune en las postlarvas de camarón (Arsad et al., 2023). Mientras 

que polisacáridos, como la carragenina y el alginato, poseen propiedades prebióticas que 

promueven el crecimiento de una microbiota intestinal beneficiosa, y mejoran la salud 

digestiva del animal (Salehpour et al., 2021; Shannon et al., 2021; Tran et al., 2022). 

1.7 COMPUESTOS BIOACTIVOS EN MICRO Y MACROALGAS 

Dentro de los vastos ecosistemas de ambientes acuáticos, las micro y macroalgas han 

surgido como fuentes prometedoras de compuestos bioactivos con propiedades 
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terapéuticas. Las macroalgas poseen una notable complejidad estructural y diversidad 

metabólica de compuestos biológicamente activos (Manam & Sumathi, 2024; Nelson et 

al., 2024) que exhiben una amplia gama de propiedades terapéuticas, y que incluyen 

actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas y antivirulencia (Al-hashdy et 

al., 2022; Nagahawatta et al., 2023; Manam & Sumathi, 2024). Por ejemplo, los 

polisacáridos como los carragenanos y los ulvanos, extraídos de macroalgas rojas y verdes, 

respectivamente, tienen propiedades inmunomoduladoras al interactuar con las células 

inmunes, modulando la producción de citocinas, por lo que presentan un gran potencial 

para aplicaciones biomédicas (Cindana Mo’o et al., 2020; Hentati et al., 2020; Otero et al., 

2023; Xie et al., 2023). De manera similar, los compuestos polifenólicos que se encuentran 

en las macroalgas pardas ejercen efectos positivos al inducir regulación o apoptosis celular 

(Begum et al., 2021; Lomartire & Gonçalves, 2023; Pereira & Cotas, 2023). Las microalgas 

también contienen compuestos bioactivos tales como, ácidos grasos, carotenoides, 

vitaminas y ficobiliproteínas, con bioactividades de tipo antioxidante, antiviral, 

antibacteriana, antifúngica y antiinflamatoria, entre otras (Richmond & Hu, 2013). 

La identificación y caracterización de compuestos bioactivos derivados de micro y 

macroalgas ha surgido como una vía prometedora en la investigación acuícola, 

particularmente en el contexto de mejorar la salud y la producción de camarones peneidos 

por sus propiedades antibacterianas, antioxidantes e inmunoestimulantes (Deng & Chow, 

2010; Kanjana et al., 2011; Chen et al., 2014; Molina-Cardenas et al., 2014; Thanigaivel et 

al., 2016). Extractos etanólicos crudos de la macroalga roja Gracilaria fischeri presentan 

propiedades antibacterianas contra V. harveyi en postlarvas PL15 y juveniles de camarón 

Penaeus monodon (Kanjana et al., 2011). Alginatos (polisacáridos) extraídos de Sargassum 
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siliquosum incrementan la inmunidad innata y la expresión de genes relacionados con el 

sistema inmune en juveniles P. vannamei (Yudiati et al., 2016). En el mismo sentido, 

derivados de alginato extraídos de la macroalga café Sargassum wightii favorecen una mejor 

respuesta inmune (conteos de hemocitos totales, actividad profenoloxidasa, generación de 

anión superóxido, actividad superóxido dismutasa y actividad fagocítica) en camarones 

juveniles (PL30) de P. monodon (Kadharsha Kudus et al., 2017). En tanto que, extractos de 

proteínas (lectinas y ficobiliproteinas) de G. fischeri muestran capacidad antibacteriana 

contra una cepa de V. parahaemolyticus causante de AHPND, y disminuyen la virulencia en 

postlarvas (PL5) de P. vannamei (Boonsri et al., 2017). Otro de los compuestos presentes 

en las macroalgas con interesantes características es el compuesto fenólico floroglucinol, 

que protege a larvas de Artemia franciscana y M. rosenbergii de infecciones provocadas por 

una cepa de V. parahaemolyticus positiva a AHPND (Kumar et al., 2018). 

Las microalgas producen compuestos antimicrobianos como alcaloides, ácidos grasos, 

indoles, macrólidos, péptidos, fenoles, pigmentos y terpenos (Androutsopoulou & 

Mackridis et al., 2023; Rojas et al., 2020) para defenderse de microorganismos del medio 

circundante (Little et al., 2021). Las microalgas también producen proteínas con capacidad 

antibacteriana que al unirse con las membranas bacterianas inhiben los procesos celulares 

bacterianos (Shannon & Abu-Ghannam, 2016). Extractos crudos metanólicos y 

hexanólicos de algunas especies de microalgas marinas usadas en acuicultura como 

Tetraselmis suecica, Nannochloropsis oculata, Nannochloropsis maculata, entre otras, poseen 

actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (Kellam & Walker, 1989). Además, los 

extractos de lactonas de Chlorella saccharophila, Nannochloris atomus y N. oculata pueden 

interferir en la virulencia de V. harveyi (Natrah et al., 2011).  
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Un compuesto prometedor es el ácido indol-3-acético (IAA), molécula aromática 

heterocíclica categorizada bajo las fitohormonas auxinas, y producida por bacterias, plantas 

terrestres, macroalgas y microalgas (Zhao, 2019; Yalçln et al., 2020; Salih et al., 2023) 

(Gráfico 4). Los derivados sintéticos del IAA han llamado la atención por las potenciales 

propiedades terapéuticas y la capacidad para modular diversos procesos fisiológicos (Krell 

et al., 2023). El IAA y sus derivados presentan efectos antioxidantes que ayudan a 

neutralizar las especies reactivas de oxígeno (Siglas en inglés ROS) y proteger las células 

del daño oxidativo causado por factores estresantes ambientales (Ji et al., 2020).  

Los compuestos de IAA tienen un gran potencial para tratar Vibrio patógenos acuícolas 

(Zhang et al., 2021), ya que actúan como señales extracelulares para la regulación de la 

virulencia en bacterias (Wang et al., 2001; Mueller et al., 2009). En este sentido, IAA reduce 

la actividad de los factores de virulencia de V. campbellii, un patógeno de crustáceos (Yang 

et al., 2017) y V. splendidus, patógeno de los pepinos de mar Apostichopus japonicus (Zhang 

et al., 2017).  

 

 

Gráfico 4. Moléculas de indol acético, ácido indol-3-acético (IAA), derivados del IAA. 
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Sin embargo, aún quedan varios desafíos por abordar en la exploración de compuestos 

bioactivos de micro y macroalgas, particularmente para el control de la AHPND. 

Considerando la versatilidad de los recursos metabólicos de las micro y macroalgas 

marinas se estudió su potencial terapéutico en larvas de camarón P. vannamei infectadas 

con V. parahaemolyticus causante de la AHPND. Específicamente, dada la evidencia de que 

las macroalgas contienen indoles, los cuales reducen la actividad de factores de virulencia 

de patógenos acuícolas, se evaluó el efecto de los extractos de macroalgas ricos en indol 

(IAA) sobre la virulencia de V. parahaemolyticus causante de la AHPND en larvas P. 

vannamei. Además, considerando que las micro y macroalgas contienen una variedad de 

otros compuestos bioactivos, principalmente con características antimicrobianas e 

inmunoestimulantes, se evaluaron estas bioactividades utilizando extractos totales (crudos) 

de micro y macroalgas en larvas P. vannamei infectadas con V. parahaemolyticus causante de 

la AHPND.  
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CAPÍTULO III. METODOLOGÍA 

2.1 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE EXTRACTOS RICOS EN IAA DE 

MACROALGAS SOBRE LA VIRULENCIA DE Vibrio parahaemolyticus 

CAUSANTE DE LA AHPND EN LARVAS Penaeus vannamei 

Se colectaron muestras de las dos especies de macroalgas más abundantes en la playa costera 

de Ballenita (Santa Elena, Ecuador, Gráfico 5). La identificación taxonómica inicial se realizó 

mediante análisis morfológico, confirmando con secuenciación Sanger del gen 23S rRNA. 

Se extrajeron las auxinas (totales) de las muestras de macroalgas. Se realizó un cribado inicial 

para determinar la presencia de IAA y comprobar que los extractos de auxinas de las 

macroalgas eran ricos en IAA mediante la cuantificación del compuesto con el ensayo 

colorimétrico de Salkowski, confirmando su presencia mediante análisis de cromatografía, 

utilizando un IAA sintético como referencia. Se prepararon cuatro concentraciones de IAA 

sintético y de extractos ricos en IAA de P. gymnospora y S. natans para posteriores pruebas in 

vitro e in vivo. Se utilizó la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 causante de la AHPND 

en camarones P. vannamei. Se estudió el crecimiento, la producción de exopolisacáridos, la 

formación de biopelículas, la motilidad de enjambre, y la acumulación relativa de los 

transcritos de los genes de virulencia de la bacteria patógena tratada con las tres fuentes de 

IAA. Se evaluó la toxicidad de las tres fuentes de IAA en hemocitos y postlarvas P. vannamei. 

Finalmente, se realizó una prueba de desafío con postlarvas P. vannamei infectadas con V. 

parahaemolyticus tratada con las concentraciones más bajas de IAA, evaluando la supervivencia 

y confirmando la infección mediante PCR e histopatología. 
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Gráfico 5. Diseño experimental utilizado para evaluar el efecto de extractos ricos en IAA de macroalgas sobre la virulencia de V. 

parahaemolyticus causante de AHPND en larvas P. vannamei. 



 

27 
 

2.1.1 MUESTREO E IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA DE MACROALGAS 

Se colectaron muestras de dos especies de macroalgas (Padina gymnospora y Sargassum natans) 

en la zona submareal rocosa de Ballenita (2° 12' 23.41'' S - 80° 52' 42.55'' W, Santa Elena, 

Ecuador). Estas fueron las especies de macroalgas más abundantes encontradas durante el 

muestreo. Las macroalgas fueron lavadas con agua de mar estéril y solución de etanol (75%). 

El exceso de agua de las macroalgas fue eliminado, y se almacenaron a -80 °C hasta su uso 

posterior. Las muestras de macroalgas fueron revisadas morfológicamente para la 

identificación taxonómica inicial, y posterior confirmación con secuenciación Sanger (23S 

rRNA). Para la identificación taxonómica molecular se extrajo el ADN genómico según el 

protocolo descrito por Ferdous et al. (2012) con ligeras modificaciones. Brevemente, de cada 

muestra de macroalgas se molieron 0.5 g y se agregaron a 400 µL de tampón de extracción 

(200 mM Tris.HCl pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0, 200 mM NaCl y 0.5% SDS), 400 µL de 

solución 2X CTAB (100 mM Tris.HCl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2% 

CTAB y 1% PVP) y 400 µL de cloroformo/alcohol isoamílico/fenol (24:1:5). La mezcla se 

centrifugó a 8400 g durante 15 minutos. Luego se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo, 

se duplicó el volumen de isopropanol, se homogeneizó, se incubó durante 15 min a 

temperatura ambiente, luego se centrifugó a 8400 g durante 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante, el sedimento se lavó con etanol al 70%, y se secó al aire durante 15 minutos. 

El sedimento se resuspendió en 25 µL de agua ultrapura, se añadió 1 µL de solución de 

RNasa A y se incubó a 37 °C durante 30 minutos. El ADN se almacenó a -20 °C hasta su 

uso. La región 23S rRNA se amplificó utilizando los cebadores universales (Sherwood & 

Presting, 2007) con los siguientes parámetros: desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 

min, 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 45 s, y extensión final a 72 

°C por 5 min. Los productos amplificados se comprobaron en un gel de agarosa al 1%. Los 

productos de PCR fueron purificados y secuenciados por IDGen (Quito, Ecuador). Las 

secuencias de ADN se curaron y ensamblaron (secuencias consenso) utilizando el software 

Geneious Prime. Se compararon las secuencias consenso obtenidas para las dos muestras de 
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macroalgas con la base de datos pública GenBank utilizando la herramienta Standard 

Nucleotide BLAST (Blastn).  

2.1.2 EXTRACCIÓN DE AUXINAS TOTALES DE LAS MUESTRAS DE 

MACROALGAS 

Se extrajeron las auxinas totales de las muestras de macroalgas siguiendo los procedimientos 

de Li et al. (2016) con modificaciones. Brevemente, las macroalgas congeladas fueron 

trituradas con un triturador de tejidos (Krups). Se tomaron 10 g de macroalga triturada y se 

llevaron a una botella con 10 mL de metanol/agua/ácido fórmico (15:4:1) conteniendo 0.1 

% de hidroxitolueno butilado (BHT), se colocaron en un ultrasonicador (Baño de limpieza, 

Branson Sonics™ M Series, Fisher Scientific) durante 20 min, y se maceraron a -20 °C 

durante 16 horas. Las muestras fueron filtradas (papel de filtro cualitativo Whatman No. 3 - 

0,45 µM). Las muestras fueron luego concentradas a presión reducida, primero en un 

evaporador rotatorio a 30 °C (Rotavapor® R-300 Buchi RII), y luego en un concentrador 

SpeedVac (Savant SPD121P Thermo Scientific). Las muestras fueron disueltas en una 

solución de agua/acetonitrilo (3:1), y se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior en los 

ensayos, y en metanol para la confirmación de la presencia de la molécula de IAA por 

cromatografía líquida de ultra rendimiento.  

2.1.3 CUANTIFICACIÓN Y DETECCIÓN DE IAA EN EXTRACTOS DE 

AUXINAS DE MACROALGAS 

Se realizó un cribado inicial de los extractos de auxinas de las macroalgas para determinar la 

presencia y comprobar que los extractos de auxinas de las macroalgas eran ricos en IAA, 

mediante la cuantificación del compuesto con el ensayo colorimétrico de Salkowski que se 

basa en la oxidación de ácido perclórico y cloruro férrico en presencia de IAA (Chrastil, 

1976; Glickmann & Dessaux, 1995). Las concentraciones de IAA de los extractos de 

macroalgas fueron determinadas mediante una curva estándar (seis réplicas, absorbancia a 
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530 nm, R² = 0.975) usando un IAA sintético (Loba Chemie CAS 87-51-4) con un 

espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX).  

Posteriormente, la presencia de la molécula IAA fue confirmada en los dos extractos ricos 

en IAA de macroalgas mediante análisis de cromatografía líquida de ultra rendimiento (siglas 

en inglés UPLC) (Water Acquity H UPLC® CLASS – PDA el detector). Un total de 10 µL 

de cada extracto de macroalga fue resuspendido en metanol, filtrado e inyectado en una 

columna UPLC (UPLC CSH Phenyl-Hexyl, 130 Å, 1.7 µm, 2.1 mm x 100 mm). El IAA 

sintético fue utilizado como control de referencia y procesado siguiendo el protocolo 

descrito para los dos extractos de macroalgas. Finalmente, se obtuvieron los cromatogramas 

del estándar de IAA y de los extractos ricos en IAA.  

En base a la curva estándar se prepararon cuatro concentraciones (10, 20, 30 y 40 µg/L) para 

cada una de las fuentes de IAA (IAA sintético y extractos ricos en IAA de P. 

gymnospora y S. natans) utilizando caldo LB Broth Lennox (Difco, Le Pont de Claix, Francia). 

Estas cuatro concentraciones fueron utilizadas en las posteriores pruebas in vitro 

(antibiogramas, crecimiento, producción de exopolisacáridos, formación de biopelículas, 

motilidad de enjambre y acumulación relativa de transcritos de genes de virulencia de la 

bacteria patógena tratada con las tres fuentes de IAA, así como para la toxicidad sobre 

hemocitos de camarón P. vannamei) e in vivo (toxicidad y prueba de desafío) que se realizaron 

para evaluar su efecto sobre la virulencia de V. parahaemolyticus causante de AHPND en 

postlarvas de camarón P. vannamei.  

2.1.4 ACTIVACIÓN DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus 

La bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2, causante AHPND en camarones P. 

vannamei (Restrepo et al., 2018), fue activada en agar tríptico de soya - TSA (Difco) 

suplementado al 2% con Bacto agar (Difco) y 2% de NaCl (VWR Chemicals BDH), e 

incubada durante 24 h a 30 °C. Posteriormente, una colonia se transfirió a 100 mL de caldo 

LB suplementado al 2% con NaCl y se incubó con movimiento constante durante 8 h a 30 

°C. La suspensión bacteriana se ajustó a una densidad óptica de 1.00 ± 0.01 unidades a 600 
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nm (OD600 nm), equivalente a 109 UFC/mL, utilizando un espectrofotómetro lector de 

microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX). 

2.1.5 EFECTO DE EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS SOBRE 

EL CRECIMIENTO DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus 

El efecto de las tres fuentes de IAA sobre el crecimiento de la cepa patógena V. 

parahaemolyticus cepa Ba94C2 fue evaluado mediante dos pruebas in vitro: antibiogramas y 

curvas de crecimiento. Los antibiogramas se realizaron por el método disco-difusión en agar, 

de acuerdo con Ruangpan & Tendencia (2004). Se impregnaron discos estériles (SD, 

diámetro 6 mm, Biogram) con 20 µL de cada una de las cuatro concentraciones (10, 20, 30 

y 40 µg/L) de las tres fuentes de IAA. Como control positivo se utilizó un disco estéril 

impregnado con florfenicol 99% a 70 ppm. Como control negativo se utilizó un disco estéril 

impregnado con el disolvente de alcohol etílico absoluto. La suspensión bacteriana se ajustó 

a una densidad óptica de 0.23 ± 0.01 unidades a OD600 nm, equivalente a 108 UFC/mL, 

utilizando un espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX) 

y diluyendo a 106 UFC/mL. La suspensión bacteriana (100 µL) fue inoculada en Agar 

Mueller Hinton (MH), y extendida sobre la superficie del agar con hisopos de algodón estéril. 

Los discos impregnados con extractos y los discos de control positivo y negativo se ubicaron 

sobre la superficie del agar con pinzas estériles. Las placas de MH se incubaron durante 24 

y 48 h a 30 °C. Cada tratamiento y control tuvo seis réplicas.  La inhibición bacteriana se 

determinó mediante la diferencia entre los diámetros de la zona de inhibición y el disco (6 

mm). 

Para la elaboración de las curvas de crecimiento de la cepa patógena tratada con las tres 

fuentes de IAA, un total de 180 µL de cada concentración (10, 20, 30 y 40 µg/L) fue 

depositado en microplacas de 96 pocillos (NunclonTM Delta Surface Thermo Scientific), 

junto con 20 µL de la suspensión bacteriana, hasta alcanzar una dilución final de 0.1 OD600 

nm, y se incubó durante 24 h a 30 °C. Luego se evaluó el crecimiento bacteriano cada 2 horas 

utilizando un espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX). 
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Se incluyó un control positivo (cultivo bacteriano sin ningún tipo de IAA) y un control 

negativo (solo medio de cultivo estéril). Cada tratamiento (12 tratamientos = 3 fuentes de 

IAA x 4 concentraciones) y control tuvieron 6 réplicas.  

2.1.6 EFECTO LOS EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS SOBRE 

FACTORES DE VIRULENCIA DE LA CEPA PATÓGENA V. 

parahaemolyticus 

2.1.6.1 PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACÁRIDOS 

La producción EPS de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 tratada con las tres 

fuentes de IAA fue cuantificada mediante el método de tinción con blanco de calcoflúor 

(Chalhoub et al., 2017; Yang et al., 2017), con modificaciones. Para cada una de las tres 

fuentes de IAA, un total de 270 µL de cada una de las cuatro concentraciones fue cultivado 

en tubos de microcentrífuga (1.5 mL) con 20 µL de la suspensión bacteriana, hasta alcanzar 

una dilución final de 0.1 OD600 nm, y se incubó durante 24 h a 30 °C. Luego se agregó 0.75 

µL de tinte blanco de calcoflúor (Sigma – Aldrich Chemie) y 150 µL de tampón PBS (137 

mM NaCl, 10 mM phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.0), y se incubó durante 60 minutos. Los 

tubos fueron centrifugados a 20800 g durante 10 minutos (microcentrífuga refrigerada de 

alta velocidad DLAB D3024R). Se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 200 

µL de PBS (pH 7.4). La suspensión se transfirió a una placa negra de 96 pocillos (NunclonTM 

Delta surface Thermo Scientific/black) y se midió la fluorescencia con un 

espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX, exc 405 nm, 

em 500 nm). Se incluyó un control positivo (cultivo bacteriano sin ninguna fuente de IAA) 

y un control negativo (solo medio estéril). Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. 
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2.1.6.2 NIVELES DE FORMACIÓN DE BIOPELÍCULA  

Los niveles de formación de biopelículas de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 

tratada con las tres fuentes de IAA fueron cuantificados mediante tinción con cristal violeta 

según el procedimiento descrito por Yang et al. (2017), con modificaciones menores. Para 

cada una de las tres fuentes de IAA, un total de 180 µL de cada una de las cuatro 

concentraciones fue cultivado en microplacas de 96 pocillos (NunclonTM Delta Surface 

Thermo Scientific) con 20 µL de la suspensión bacteriana, hasta alcanzar una dilución final 

de 0.1 OD600 nm. Las microplacas se incubaron por 24 h a 30 °C. Las bacterias que no fueron 

adheridas a las paredes de las placas fueron eliminadas con tres lavados sucesivos de PBS 

(137 mM NaCl, 10 mM fosfato, 2.7 mM KCl, pH 7.4). Las bacterias adheridas a las paredes 

de la placa se fijaron con 200 µL de metanol (grado HPLC, Merck) durante 20 minutos. Los 

cultivos se secaron y se tiñeron con 200 µL de cristal violeta (Kristallviolett C.I. 2555, Merck) 

al 0.4% durante 15 minutos. El exceso de cristal violeta fue removido con PBS y se secó al 

aire. Las bacterias teñidas fueron resuspendidas en 200 µL de etanol (95%). La absorbancia 

se midió a OD570 nm utilizando un espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo 

Scientific, Varioskan LUX). Se incluyó un control positivo (cultivo bacteriano sin ninguna 

fuente de IAA) y un control negativo (solo medio de cultivo estéril). Cada tratamiento y 

control tuvieron 6 réplicas.  

2.1.6.3 MOTILIDAD DE ENJAMBRE 

La motilidad de enjambre de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 tratada con cada 

una de las cuatro concentraciones para las tres fuentes de IAA fue cuantificada siguiendo el 

protocolo descrito en Pozo et al. (2024). La activación de la bacteria patógena se realizó 

como fue descrita anteriormente. Se inoculó una suspensión bacteriana (3 µL) en el centro 

de placas Petri conteniendo caldo LB Lennox (Difco, Le Pont de Claix, Francia) al 2% de 

NaCl (VWR Chemicals BDH, Estados Unidos), Bacto agar al 0,4% (Difco, Le Pont de Claix, 

Francia), y la respectiva concentración de las tres fuentes de IAA según el tratamiento 
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correspondiente. Después de la inoculación, las placas Petri se mantuvieron en una cámara 

de flujo laminar vertical (Air Tech Biological Security Camera, BGM-1002 W) durante una 

hora para permitir que las células bacterianas del inóculo se adhieran a la superficie. Luego 

las cajas Petri se invirtieron y se incubaron a 30 °C durante 24 horas. Los diámetros de los 

halos del enjambre se midieron cada 2 h durante el período de incubación de 24 horas. Se 

incluyó un control positivo (placa Petri sin ninguna fuente de IAA) y un control negativo 

(placa Petri solo con medio de cultivo estéril). Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. 

2.1.6.4 ACUMULACIÓN RELATIVA DE TRANSCRITOS DE GENES DE 

VIRULENCIA  

La acumulación relativa de los transcritos de los genes de virulencia de la bacteria 

patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con las dos concentraciones más bajas (10 

y 20 µg/L) de cada una de las tres fuentes de IAA (seis tratamientos = 3 fuentes de IAA x 2 

concentraciones) fue evaluada mediante análisis de PCR cuantitativo en tiempo real (siglas 

en inglés RT-qPCR). Para la activación de la cepa patógena, una colonia fue trasferida a 100 

mL de caldo LB Lennox (Difco, Le Pont de Claix, Francia) suplementada con 2% de NaCl 

(VWR Chemicals BDH, Estados Unidos), y se incubó sin agitación durante 8 h a 30 °C. La 

suspensión bacteriana se ajustó en tubos de 3 mL, a una densidad óptica de 1.00 ± 0.01 

unidades a OD600 nm (equivalente a 109 UFC/mL) utilizando un espectrofotómetro lector de 

microplacas. Cada fuente de IAA, a concentraciones finales de 10 y 20 mg/L según el 

tratamiento correspondiente, fue añadido a la suspensión bacteriana (tres réplicas 

biológicas), y se incubó sin agitación durante 24 h a 30 °C. Se incluyó un control positivo 

(suspensión bacteriana sin recibir ninguna fuente de IAA, tres réplicas biológicas). Cada 

muestra se procesó por duplicado (réplicas técnicas). Posteriormente, se tomó 1 mL de cada 

suspensión bacteriana para realizar la extracción de ARN y el análisis de acumulación de los 

transcritos de los siguientes genes de virulencia de la cepa patógena: OpaR (máster regulador 

de quorum sensing en V. parahaemolyticus - control de opacidad), flaA (flagelo polar) y los genes 

codificantes para las toxinas PirA y PirB (Tabla I). Los controles internos housekeeping 
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fueron los genes: subunidad alfa de la ARN polimerasa (rpoA) y factor de terminación de la 

transcripción (Rho) que fueron previamente validados y referenciados indicados en literatura 

con comprobación de la estabilidad de sus trascritos (Tabla I). El ARN fue extraído en 200 

µL de reactivo TRI según el protocolo del fabricante (TRI Reagent® Sigma-Aldrich), y se 

convirtió en ADNc utilizando el kit RevertAid First Strand cADN (Thermo Scientific, EE. 

UU.) conteniendo 1 µL de RevertAid Reverse Transcriptase (200 U µL), 1 µL de RiboLock 

RNase Inhibitor (20 U µL), 1 µL de cebadores (100 uM) (Tabla I), 2 µL de mezcla de dNTP 

(10 mM), 6 µL de agua libre de nucleasas y 4 µL de tampón de reacción 5X (250 mM Tris-

HCl pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT) a 42 °C durante 1 h, seguido de 

70 °C durante 5 minutos. La reacción de RT-PCR se realizó según las especificaciones del 

kit KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ para el termociclador LightCicler® Nano 

(Roche). Las condiciones de reacción de la PCR fueron el primer ciclo de 5 min a 95 °C, 

seguido de 40 ciclos con desnaturalización de 30 s a 95 °C. La temperatura de alineamiento 

y el número de ciclos fueron diferentes para cada conjunto de cebadores (Tabla I). La 

extensión se realizó a 72 °C por 60 s, con una extensión final de 5 minutos a 72 °C. Para 

cada una de las réplicas se colectaron los valores de Ct (número de ciclos) para los cuales la 

fluorescencia empezó a ser detectada.  

Tabla I. Conjunto de cebadores utilizados para evaluar la acumulación relativa de 

transcritos de genes de virulencia de la bacteria patógena V. parahaemolyticus. 

Genes Cebadores Secuencias de los cebadores 5´-3´ Tm (oC) Referencia 

OpaR 
opaR-F TGTCTACCAACCGCACTAACC 

58 (Zhang et al., 2016) 
opaR-R GCTCTTTCAACTCGGCTTCAC 

flaA 
flaA-F CTGCGGGTCTTCAAATCTC 

60 
Yang & Defoirdt, 

2015 flaA-R GTTAGTGGTCTCGTTCATTGC 

PirA 
VpPirA-284F TGACTATTCTCACGATTGGACTG 

58 (Han, et al., 2015) 
VpPirA-284R CACGACTAGCGCCATTGTTA 

PirB 
VpPirB-392F TGATGAAGTGATGGGTGCTC 

60 (Han, et al., 2015) 
VpPirB-392R TGTAAGCGCCGTTTAACTCA 

rpoA 
Forward CGTAGCTGAAGGCAAAGATGA 

60 
(Defoirdt et al., 

2007) Reverse AAGCTGGAACATAACCACGA 

Rho 
Rho-F CCAGCATCTCGTCACGTACA 

60 El presente autor 
Rho-R TTTGCATCCACACCACCTGT 
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2.1.7 ANÁLISIS DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS RICOS EN IAA DE 

MACROALGAS EN P. vannamei 

2.1.7.1 PRUEBA IN VITRO DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS RICOS 

EN IAA DE MACROALGAS EN HEMOCITOS DE P. vannamei 

La toxicidad de cada una de las tres fuentes de IAA sobre hemocitos de P. vannamei fue 

evaluada mediante la prueba de viabilidad celular in vitro del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolio – MTT (Domínguez-Borbor et al., 2018). Brevemente, un cultivo 

primario de hemocitos de camarón P. vananmei (  8 g) con anticoagulante citrato de sodio 

(50 µL) fue activado con solución de sales balanceadas sigma de Hank (50 µL) durante 75 

minutos, y tratado durante 2 h con la respectiva concentración para las tres fuentes de IAA, 

según el tratamiento correspondiente. Luego se agregaron 10 µL de MTT (5 mg/mL, 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc) y se incubó durante 125 min a 25 °C en la 

oscuridad. El sobrenadante y los cristales de formazán fueron diluidos con isopropanol 

mezclado con ácido clorhídrico 0.04 N. La reacción colorimétrica fue leída en un 

espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, Varioskan LUX) a OD620 nm. Se 

utilizó un control positivo (cultivo de hemocitos no expuesto a ninguna fuente de IAA). 

Cada tratamiento y control positivo tuvieron 6 réplicas. 

2.1.7.2 PRUEBA IN VIVO DE TOXICIDAD DE LA BACTERIA TRATADA 

CON LOS EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS EN 

POSTLARVAS P. vannamei 

En base a los resultados de las pruebas in vitro, las dos concentraciones más bajas (10 y 20 

µg/L) de cada una de las tres fuentes de IAA fueron utilizadas para evaluar sus toxicidades 

mediante prueba in vivo en postlarvas de camarón P. vannamei. Las postlarvas de P. vannamei, 

en estadio PL8, fueron adquiridas en un laboratorio comercial de producción de larvas (Santa 

Elena, Ecuador), y se transportaron (15 min) a una sala experimental del Centro Nacional 
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de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM, Santa Elena, Ecuador). Un total de 

1260 de estas postlarvas fueron distribuidas aleatoriamente en 42 recipientes plásticos 

(unidades experimentales) que contenían 300 mL de agua de mar esterilizada por autoclave 

(Yamato Scientific America, SQ500C), a una densidad de 30 postlarvas por unidad 

experimental. Las postlarvas fueron aclimatadas durante 24 horas (30 ± 1 °C, 34 g/L de 

salinidad). Luego del periodo de aclimatación de 24 h se realizó un recambio de agua del 

50%, y posteriormente se añadió la respectiva concentración de las tres fuentes de IAA, 

según el tratamiento correspondiente, hasta alcanzar una concentración final de 10 y 20 µg/L 

en las unidades experimentales (seis tratamientos = 3 fuentes de IAA x 2 concentraciones). 

Se incluyó un control (unidades experimentales sin inoculación de ninguna fuente de IAA). 

Todas las unidades experimentales recibieron aireación continua durante todo el 

experimento. Las postlarvas fueron alimentadas con Epibal-300® (Epicore BioNetworks 

Inc) cada dos horas durante todo el experimento. Luego de 24 horas posteriores a la 

administración de las tres fuentes de IAA se contó el número de postlarvas supervivientes 

en cada unidad experimental. Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. 

2.1.8 PRUEBA DE DESAFÍO DE POSTLARVAS P. vannamei INFECTADAS 

CON LA BACTERIA PATÓGENA V. parahaemolyticus TRATADA CON 

EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS 

2.1.8.1 ACTIVACIÓN DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus 

La bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 fue activada en TSA (Difco, Le Pont 

de Claix, Francia), suplementada con Bacto agar al 2% (Difco, Le Pont de Claix, Francia) y 

2% de NaCl (VWR Chemicals BDH, Estados Unidos), e incubada durante 24 h a 30 °C. 

Una colonia fue transferida a 10 mL de Bacto peptone (Difco, Le Pont de Claix, Francia), 

suplementada con 2% de NaCl (VWR Chemicals BDH, Estados Unidos), e incubada a 120 

rpm durante 8 h a 30 °C. Se utilizaron las dos concentraciones más bajas de 10 y 20 µg/L 

de cada una de las tres fuentes de IAA para tratar a la bacteria patógena (seis tratamientos = 
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3 fuentes de IAA x 2 concentraciones). El volumen total de la suspensión bacteriana fue 

transferido a 1 L de Bacto peptone (Difco, Le Pont de Claix, Francia) conteniendo el 

tratamiento correspondiente, y se incubó a 120 rpm durante aproximadamente 4 h a 30 °C, 

a una concentración de 1 x 108 UFC/mL. 

2.1.8.2 PRUEBA DE DESAFÍO 

Una vez descartada la toxicidad de las tres fuentes de IAA se realizó una prueba de desafío. 

Las postlarvas P. vannamei (PL8) fueron adquiridas en un laboratorio comercial de 

producción de larvas (Santa Elena, Ecuador) y transportadas (15 min) a una sala 

experimental del CENAIM. Un total de 0.2 g del stock inicial de las postlarvas fueron 

utilizadas para la detección por análisis de PCR de los genes codificantes para las toxinas 

PirAB utilizando los cebadores AP4 F1/R1 - AP4 F2/R2 (Dangtip et al., 2015). En tanto 

que, 20 postlarvas de ese stock inicial fueron preservadas en solución Davidson, y 

posteriormente examinadas mediante análisis histopatológico para evaluar su estado de 

salud. Un total de 1440 postlarvas fueron distribuidas aleatoriamente en 48 recipientes 

plásticos (unidades experimentales) conteniendo 300 mL de agua de mar esterilizada por 

autoclave (Yamato Scientific America, SQ500C), a una densidad de 30 postlarvas por 

unidad experimental. Se evaluaron seis tratamientos de postlarvas infectadas con la 

bacteria tratada (3 fuentes de IAA x 2 concentraciones: 10 y 20 µg/L), un control positivo 

(postlarvas infectadas con bacteria no tratada) y un control negativo (postlarvas no 

infectadas). Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. Las postlarvas se aclimataron 

durante 24 horas (30 ± 1 °C, 34 g/L de salinidad). Luego del periodo de aclimatación de 

24 h se realizó un recambio de agua del 50% y cada unidad experimental fue inoculada 

con la suspensión bacteriana hasta una concentración final en las unidades experimentales 

de 1 x 106 UFC/mL. Todas las unidades experimentales recibieron aireación continua 

durante todo el experimento. Las postlarvas fueron alimentadas con Epibal-300® (Epicore 

BioNetworks Inc) cada dos horas. Luego de 24 horas posteriores a la infección se realizó 

un recambio de agua al 50% de agua de mar esterilizada por autoclave (Yamato Scientific 
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America, SQ500C). En cada unidad experimental se registró la supervivencia cada cuatro 

horas hasta las 44 h post infección. Para cada tratamiento y control se colectaron muestras 

de postlarvas sobrevivientes a la cosecha (PL11) para la detección de los genes PirA y PirB 

por análisis de PCR y análisis histopatológico. 

2.1.9 ANÁLISIS DE DATOS 

Las diferencias entre los doce tratamientos (3 fuentes de IAA x 4 concentraciones: 10, 20, 

30 y 40 µg/L) y el control positivo de: crecimiento (6 h, 10 h, 12 h, 16 h, 18 h, 20 h y 22 

h), así como la absorbancia registrada en la prueba in vitro de toxicidad, fueron evaluadas 

mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA), o con la prueba no paramétrica de 

suma de rangos de Kruskal-Wallis (crecimiento de la bacteria patógena a 2 h, 4 h, 8 h y 14 

h). Previo al ANOVA se evaluaron las asunciones de homogeneidad de varianza y 

normalidad entre tratamientos utilizando las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, 

respectivamente. Se utilizó la prueba de diferencias significativas honestas de Tukey para 

comparar los promedios de los tratamientos después de que las pruebas de ANOVA 

resultaron significativas. En tanto que, se utilizó la prueba de comparación de rangos de 

Nemenyi para comparar el crecimiento bacteriano a las 14 h dado que el resultado de la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis resultó significativa. 

La producción de EPS se analizó por separado para cada fuente de IAA debido a que las 

muestras se distribuyeron en diferentes microplacas. Para cada fuente de IAA, las 

diferencias en la producción de EPS entre tratamientos (4 concentraciones: 10, 20, 30 y 40 

µg/L) y el control positivo se analizaron mediante ANOVA de una vía luego que los 

supuestos paramétricos fueron alcanzados mediante verificación de las pruebas de Levene 

y Shapiro-Wilk. Se utilizó la prueba de diferencias significativas honestas de Tukey para 

comparar los promedios entre tratamientos y control positivo. El análisis de datos de los 

niveles de formación de biopelículas se realizó de la misma manera que para la producción 

de EPS. 
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El análisis de datos de la motilidad de enjambre de la cepa patógena V. parahaemolyticus se 

realizó según lo sugerido por Pozo et al. 2024, comparando las pendientes de la fase 

exponencial de las curvas de motilidad de la bacteria tratada con los doce tratamientos (3 

fuentes de IAA x 4 concentraciones: 10, 20, 30 y 40 µg/L) y el control positivo. Con base 

en esta consideración, los puntos XY de las curvas a las 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h y 14 h 

(puntos XY correspondiente a la fase exponencial) se utilizaron para el análisis de datos. 

La prueba F de falta de ajuste a una regresión con réplicas (Kutner et al., 2005) fue utilizada 

para probar si una función de regresión lineal simple resultó un buen ajuste para cada 

tratamiento y control positivo. En todos los casos, se obtuvieron resultados no 

significativos con la prueba F, por lo que se realizó una regresión lineal simple para cada 

réplica de tratamientos y control positivo. Las pendientes de las regresiones lineales 

(transformadas a X3) se compararon entre tratamientos y el control positivo mediante 

ANOVA de una vía, evaluando previamente las asunciones de homogeneidad de varianza 

y normalidad entre tratamientos con las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, 

respectivamente. Se utilizó la prueba de diferencias significativas honestas de Tukey para 

comparar los promedios entre tratamientos y control positivo. La supervivencia de las 

postlarvas en la prueba de toxicidad in vivo se evaluó mediante la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos paramétricos. 

Se utilizó el método 2–∆∆Ct para calcular la expresión relativa de los genes de virulencia 

(Livak & Schmittgen, 2001). Los valores de Ct (genes de virulencia) de los duplicados 

fueron promediados. En base a los valores de Ct obtenidos con los genes housekeeping 

más estables, se utilizó el gen rpoA como control interno por presentar mayor estabilidad 

que Rho, promediando los valores de Ct de este control interno (duplicados y réplicas 

técnicas). Las diferencias (ΔCt) en Ct entre los genes de virulencia y housekeeping se 

calcularon para cada muestra como: Ct (gen de virulencia) - Ct (promedio housekeeping). 

Cada ΔCt se normalizó contra el ΔCt del control positivo para obtener ∆∆Ct, el cual se 

calculó como: ∆∆Ct = ∆Ct (tratamiento) - ∆Ct (control positivo). La expresión de cada 

gen de virulencia relativa al control positivo se obtuvo para cada muestra como 2-ΔΔCt. Las 

diferencias en la expresión (relativa al gen housekeeping rpoA) entre los seis tratamientos 

(3 fuentes de IAA x 2 concentraciones: 10 y 20 µg/L) y el control positivo se evaluaron 
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para cada gen de virulencia mediante ANOVA de una vía. Se utilizó la prueba de 

normalidad de Shapiro-Wilk para probar la normalidad y la prueba de Levene para probar 

la homogeneidad de la varianza entre tratamientos. 

La supervivencia acumulada de las postlarvas de P. vannamei a las 44 h posteriores a la 

infección con la cepa patógena V. parahaemolyticus se analizó mediante ANOVA de una 

vía. Las probabilidades de supervivencia se analizaron mediante el análisis no paramétrico 

de Kaplan-Meier, y las curvas de supervivencia se compararon mediante la prueba de log-

rank. Los efectos de los tratamientos se consideraron significativos a p < 0.05. Todos los 

valores se expresaron como media ± error estándar de la media, excepto la expresión 

relativa de los genes de virulencia que fueron expresados como promedios ± desviación 

estándar. Se utilizó el software R versión 4.3.0 para el análisis de datos (R Core TeamR, 

2022). 
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2.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA E 

INMUNOLÓGICA DE EXTRACTOS CRUDOS DE MICRO Y 

MACROALGAS EN LARVAS INFECTADAS CON V. parahaemolyticus 

CAUSANTE DE LA AHPND 

Para este segundo estudio se escogieron las dos especies de macroalgas locales utilizadas en 

el primer estudio (P. gymnospora y S. natans), y dos especies de microalgas ampliamente 

utilizadas en acuicultura (Thalassiosira weissflogii e Isochrysis galbana, Gráfico 6). Las microalgas 

escogidas fueron las que mostraron mayor bioactividad en un screening previo (motilidad 

de enjambre) realizado con 20 cepas de microalgas de la colección de microalgas del 

CENAIM. La identificación taxonómica de estas dos especies fue realizada previamente por 

CENAIM. Se obtuvieron extractos crudos etanólicos (totales), y se prepararon tres 

concentraciones de cada extracto. Se utilizó la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2. Se 

estudió el crecimiento bacteriano, producción de EPS, formación de biopelículas y motilidad 

de enjambre de la bacteria patógena tratada con los extractos crudos. Se evaluó la toxicidad 

de los extractos crudos en hemocitos y postlarvas P. vannamei. Se realizó una prueba de 

desafío con postlarvas tratadas con los extractos crudos, e infectadas con V. parahaemolyticus. 

Postlarvas supervivientes de los tratamientos fueron utilizadas para analizar la acumulación 

relativa de transcritos de genes de la respuesta inmune en los tratamientos de extractos 

crudos, comparados con el control positivo (postlarvas no tratadas, pero si infectadas). 

Finalmente, se realizó un análisis de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas (CG-EM) para la identificación de los compuestos presentes en los extractos crudos. 
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Gráfico 6. Diseño experimental utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana e inmunoestimulante de extractos crudos de micro y 

macroalgas en larvas P. vannamei infectadas con V. parahaemolyticus causante de AHPND. 
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2.2.1. MUESTREO DE MACROALGAS  

El muestreo de las dos especies de macroalgas fue realizado como es descrito en la sección 

2.1.1. Adicionalmente, las macroalgas fueron secadas a la sombra a temperatura ambiente 

durante 72 horas.  

2.2.2. PRODUCCIÓN DE MICROALGAS 

Se realizó la producción de dos especies de microalgas (T. weissflogii e I. galbana) provenientes 

del cepario del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM, Santa 

Elena, Ecuador). La producción se realizó siguiendo el protocolo de Guillard (1975) 

adicionando el medio Guillard F/2 (Sigma-Aldrich) al cultivo de agua de mar. Los cultivos 

se realizaron a 22 °C utilizando un fotobiorreactor (Biorreactor Industrial Plankton Inc) de 

1 m3 de capacidad. Las microalgas fueron cosechadas en la fase exponencial (60 días de 

producción) y cosechadas mediante centrifugación para la obtención de pastas de 

microalgas. La pasta obtenida para cada una de las dos especies fue inmediatamente 

preservada mediante congelación a -20 °C hasta su uso posterior. 

2.2.3 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CRUDOS DE MUESTRAS DE 

MACROALGAS Y MICROALGAS 

Los extractos crudos se obtuvieron siguiendo los procedimientos de Li et al., (2018). 

Brevemente, muestras de las cuatro especies de algas (P. gymnospora, S. natans, T. weissflogii e I. 

galbana) fueron pulverizadas con un triturador de tejidos (Krups). Para cada alga se tomaron 

20 g y se llevaron a una botella con 300 mL de etanol al 85% (disolvente polar), dejando 

macerar por 72 horas a temperatura ambiente ( Li et al., 2018). A continuación, las muestras 

se filtraron (papel filtro de nitrocelulosa de 0.22 µm Whatman), se evaporaron, primero en 
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un evaporador rotatorio a 30 °C (Rotavapor® R-300 Buchi RII), y luego en un concentrador 

SpeedVac (Savant SPD121P Thermo Scientific) a 30 °C.  Se almacenaron a -80 ºC hasta su 

uso posterior. Para cada uno de los cuatro extractos crudos de algas se prepararon tres 

concentraciones (0.14 ppm, 1.4 ppm y 14.0 ppm) en caldo LB Broth Lennox (Difco, Le 

Pont de Claix, Francia). Estas tres concentraciones fueron usadas en las posteriores pruebas 

in vitro (antibiograma, curvas de crecimiento, factores de virulencia, expresión relativa de 

genes relacionados con la respuesta inmune de camarón y toxicidad con hemocitos de 

camarón) e in vivo (toxicidad y prueba de desafío con postlarvas P. vannamei) para evaluar sus 

actividades antimicrobianas, antivirulentas e inmunoestimulantes en postlarvas P. vannamei 

infectadas con V. parahaemolyticus causante de AHPND.  

2.2.4 ACTIVACIÓN DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus 

La bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2, causante AHPND en camarones P. 

vannamei (Restrepo et al., 2018), fue activada tal como se describió en la sección 2.1.4. 

2.2.5 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 

MICROALGAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA CEPA PATÓGENA V. 

parahaemolyticus 

El efecto de los cuatro extractos crudos sobre el crecimiento de la cepa patógena V. 

parahaemolyticus cepa Ba94C2 fue evaluado mediante dos pruebas in vitro: antibiogramas y 

curvas de crecimiento. Los antibiogramas se realizaron por el método disco-difusión en agar, 

tal como se describe en la sección 2.1.5. Los discos estériles (SD) (diámetro 6 mm, Biogram) 

fueron impregnados con 20 µL de cada una de las tres concentraciones (0.14 ppm, 1.4 ppm 

y 14.0 ppm) de los cuatro extractos crudos.  

Para la elaboración de las curvas de crecimiento de la cepa patógena tratada con los cuatro 

extractos crudos, un total de 180 µL de cada concentración (0.14 ppm, 1.4 ppm y 14.0 ppm) 

fueron depositados en microplacas de 96 pocillos (NunclonTM Delta Surface Thermo 
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Scientific) junto con 20 µL de la suspensión bacteriana, hasta alcanzar una dilución final de 

0.1 OD600 nm, y se incubó durante 24 h a 30 °C. Luego se evaluó el crecimiento bacteriano 

cada 2 horas utilizando un espectrofotómetro lector de microplacas (Thermo Scientific, 

Varioskan LUX). Se incluyó un control positivo (cultivo bacteriano sin ningún extracto 

crudo) y un control negativo (solo medio de cultivo estéril). Cada tratamiento (12 

tratamientos = 4 extractos crudos x 3 concentraciones) y control tuvieron 6 réplicas.  

2.2.6 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 

MICROALGAS SOBRE FACTORES DE VIRULENCIA DE LA CEPA 

PATÓGENA V. parahaemolyticus 

2.2.6.1 PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACÁRIDOS 

La producción de EPS de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 tratada con los cuatro 

extractos crudos fue cuantificada mediante el método de tinción con blanco de calcoflúor 

(Chalhoub et al., 2017; Yang et al., 2017), como se describe en la sección 2.1.6.1. Se incluyó 

un control positivo (cultivo bacteriano sin ningún extracto crudo) y un control negativo (solo 

medio estéril). Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. 

2.2.6.2 NIVELES DE FORMACIÓN DE BIOPELÍCULAS 

Los niveles de formación de biopelículas de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 

tratada con los cuatro extractos crudos fueron cuantificados mediante tinción con cristal 

violeta, descrito previamente en la sección 2.1.6.2. Se incluyó un control positivo (cultivo 

bacteriano sin ningún extracto crudo) y un control negativo (solo medio de cultivo estéril). 

Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas.  
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2.2.6.3 MOTILIDAD DE ENJAMBRE 

La motilidad de enjambre de la cepa patógena V. parahaemolyticus Ba94C2 tratada con cada 

una de las tres concentraciones para los cuatro extractos crudos fue cuantificada siguiendo 

el protocolo de (Pozo et al., 2024), y descrito previamente en la sección 2.1.6.3. Se incluyó 

un control positivo (placa Petri sin ningún extracto crudo) y un control negativo (placa Petri 

solo con medio de cultivo estéril). Cada tratamiento y control tuvieron 6 réplicas. 

2.2.7 ANÁLISIS DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE 

MACROALGAS Y MICROALGAS EN P. vannamei 

2.2.7.1 PRUEBA IN VITRO DE TOXICIDAD EN HEMOCITOS DE P. 

vannamei 

La toxicidad sobre hemocitos de P. vannamei de cada una de las tres concentraciones para los 

cuatro extractos crudos fue evaluada mediante la prueba de viabilidad celular in vitro del 

bromuro de MTT (Domínguez-Borbor et al., 2018), tal como se describió en la sección 

2.1.7.1. Se utilizó un control positivo (cultivo de hemocitos no expuesto a ningún extracto 

crudo). Cada tratamiento y control positivo tuvieron 6 réplicas. 

2.2.7.2 PRUEBA IN VIVO DE TOXICIDAD EN POSTLARVAS P. vannamei 

En base a los resultados de las pruebas in vitro, las dos concentraciones más altas (1.4 ppm y 

14.0 ppm) de cada uno de los cuatro extractos crudos de las algas fueron utilizadas para 

evaluar la toxicidad mediante una prueba in vivo en postlarvas de camarón P. vannamei. Las 

postlarvas, en estadio PL9, se obtuvieron de un laboratorio comercial de producción de 

larvas (Santa Elena, Ecuador) y se transportaron a una sala experimental del CENAIM 

(Santa Elena, Ecuador). Un total de 1350 de estas postlarvas fueron distribuidas en 45 



 

47 
 

recipientes plásticos (unidades experimentales) que contenían 300 mL de agua de mar 

esterilizada por autoclave (Yamato Scientific America, SQ500C), a una densidad de 30 

postlarvas por unidad experimental. Las postlarvas fueron aclimatadas durante 1 día hasta 

que el agua de cultivo llegó a 30 ± 1 °C, y 34 g/L de salinidad. Luego del periodo de 

aclimatación se realizó un recambio de agua del 50%, y posteriormente se añadió la 

respectiva concentración de los extractos crudos, según el tratamiento correspondiente, 

hasta alcanzar una concentración final de 1.4 ppm y 14.0 ppm en las unidades experimentales 

(ocho tratamientos = 4 extractos crudos x 2 concentraciones). Se incluyó un control 

(unidades experimentales sin inoculación de ningún extracto crudo). Todas las unidades 

experimentales recibieron aireación continua durante todo el experimento. Las postlarvas 

fueron alimentadas con Epibal-300® (Epicore BioNetworks Inc) cada dos horas durante 

todo el experimento. Luego de 24 horas posteriores a la administración de los extractos 

crudos se contó el número de postlarvas supervivientes en cada unidad experimental. Cada 

tratamiento y control tuvieron 5 réplicas. 

2.2.8 PRUEBA DE DESAFÍO DE POSTLARVAS DE CAMARÓN P. vannamei 

TRATADAS CON EXTRACTOS CRUDOS E INFECTADAS CON LA 

BACTERIA PATÓGENA V. parahaemolyticus  

2.2.8.1 ACTIVACIÓN DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus  

La bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 fue activada tal como se describió en 

la sección 2.1.8.1. 

2.2.8.2 PRUEBA DE DESAFÍO 

Las postlarvas P. vannamei (PL10) se obtuvieron de un laboratorio comercial de producción 

de larvas (Santa Elena, Ecuador) y fueron transportadas (15 min) a una sala experimental 
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del CENAIM. Un total de 0.2 g del stock inicial de las postlarvas fueron utilizadas para la 

detección por análisis de PCR de los genes codificantes para las toxinas PirAB utilizando 

los cebadores AP4 F1/R1 - AP4 F2/R2 (Dangtip et al., 2015). En tanto que, 20 postlarvas 

de ese stock inicial fueron preservadas en solución Davidson, y posteriormente 

examinadas mediante análisis histopatológico para evaluar su estado de salud. Las 

postlarvas se aclimataron durante 1 día (30 ± 1 °C, 34 g/L de salinidad). Posteriormente, 

un total de 5040 postlarvas fueron distribuidas en 14 recipientes plásticos conteniendo 

cada uno 4 L de agua de mar estéril, a una densidad de 360 postlarvas por recipiente. 

Inmediatamente, los extractos crudos de macroalgas y microalgas, a las tres 

concentraciones, fueron adicionados por dos días consecutivos (1 vez/día) a 12 de estos 

recipientes según el tratamiento correspondiente. Durante ese periodo, los dos recipientes 

restantes no recibieron la adición de ningún extracto.  

Después de los dos días de administración de los extractos crudos, un total de 180 

postlarvas de cada uno de los 14 recipientes plásticos fueron transferidas a 6 recipientes 

plásticos de 500 mL (unidad experimental) conteniendo 300 mL de agua de mar 

esterilizada por autoclave (Yamato Scientific America, SQ500C), a una densidad de 30 

postlarvas por unidad experimental. Las postlarvas restantes en cada uno de los 14 

recipientes plásticos de 4000 mL fueron contadas. Un total de 78 unidades experimentales 

recibieron la suspensión bacteriana de V. parahaemolyticus (Ba94C2) hasta una 

concentración final de 106 bacterias/mL. La prueba de desafío incluyó 12 tratamientos (4 

extractos crudos x 3 concentraciones y dos controles: control positivo (postlarvas de 

camarón que no recibieron administración de extractos pero que si fueron infectadas con 

la bacteria patógena), y control negativo (postlarvas de camarón que no recibieron 

administración de extractos ni fueron infectadas). Se empleó 6 réplicas para cada control 

y tratamiento. Las unidades experimentales se airearon continuamente y las postlarvas se 

alimentaron con Epibal-300® (Epicore BioNetworks Inc.) cada dos horas durante todo el 

experimento. Luego de 24 horas posteriores a la infección se realizó un recambio del 50% 

con agua de mar esterilizada por autoclave (Yamato Scientific America, SQ500C). En cada 

unidad experimental se registró la supervivencia cada cuatro horas hasta las 36 h post 

infección (cosecha). A la cosecha, tres pools de postlarvas sobrevivientes de cada 
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tratamiento (10 postlarvas/pool) fueron colectadas para análisis de la expresión relativa de 

genes relacionados con la respuesta inmune de P. vannamei. Además, para cada tratamiento 

y control se colectaron muestras de postlarvas sobrevivientes para la detección de los genes 

PirA y PirB por análisis de PCR y análisis histopatológico.  

2.2.9 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 

MICROALGAS SOBRE LA ACUMULACIÓN RELATIVA DE TRANSCRITOS 

DE GENES DE LA RESPUESTA INMUNE EN POST LARVAS P. vannamei 

Se evaluó la expresión relativa de los genes relacionados con la respuesta inmune de P. 

vannamei para los tres pools de postlarvas (réplicas biológicas) colectados en cada uno de 

los 12 tratamientos y en los dos controles (positivo y negativo) mediante análisis de RT-

qPCR, según lo descrito por Rudtanatip et al. (2017). Cada muestra se procesó por 

duplicado (réplicas técnicas). Los genes de la respuesta inmune analizados fueron: PEN-4 

y Crustin (ambos codificantes para los correspondientes péptidos antimicrobianos), y 

proPO-I y proPO-II (sistema de profenoloxidasa) (Tabla II). Mientras que, los genes 

housekeeping del camarón fueron: EF-1α (factor de elongación) y β-actin (Tabla II). Se 

extrajo el ARN con 200 µL de reactivo TRI según el protocolo del fabricante (TRI 

Reagent® Sigma-Aldrich). Se tomaron 5 µL de ARN a una concentración de 200 ng/mL 

para obtener ADNc utilizando el kit RevertAid First Strand cADN  (Thermo Scientific, 

EE. UU.) conteniendo 1 µL de RevertAid Reverse Transcriptase (200 U µL), 1 µL de 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U µL), 1 µL de cebadores (100 uM) (Tabla II), 2 µL de 

mezcla de dNTP (10 mM), 6 µL de agua libre de nucleasas y 4 µL de tampón de reacción 

5X (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT) a 42 °C durante 

1 h, seguido de 70 °C durante 5 minutos. Se amplificó 1 uL de ADNc de los genes 

previamente descritos. La qPCR se desarrolló con 25 µL de reacción que contenía 0.125 

mL de ADN polimerasa (2 U mL), 0.25 mL de Mezcla dNTP 10 mM, 0.625 mL de primer 

Forward y 10 mM Reverse, 7.375 ml de agua libre de nucleasas y 2.5 mL de tampón 5x 

conteniendo MgCl2 7.5 mM (Thermo Scientific). Las condiciones de reacción de la PCR 
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fueron: 98 °C durante 30 s, seguido de 28-40 ciclos a 98 °C durante 10 s. La temperatura 

de hibridación se describe en la Tabla II. El número de ciclos fueron diferentes para cada 

conjunto de cebadores. La extensión se realizó a 72 °C durante 30 s, seguido de la 

extensión final a 72 °C durante 5 minutos. Se obtuvieron los valores umbrales de número 

de ciclos (Ct) para cada una de las réplicas biológicas y técnicas de los 12 tratamientos y 

los dos controles, correspondientes a los cuatro genes relacionados a la respuesta inmune, 

así como para los dos genes housekeeping estables en situación de infección.  

 

Tabla II. Conjunto de cebadores utilizados para evaluar la acumulación relativa de 

transcritos de genes relacionados con la respuesta inmune de P. vannamei.  

 

 

Genes Cebadores Secuencias de los cebadores 5´-3´ Tm (oC) Referencia 

PEN-4 
Forward ATGCTACGGAATTCCCTCCT 

60 

Rudtanatip et 

al. (2017) 

Reverse ATCCTTGCAACGCATAGACC 

Crustin 
Forward GTCGCAGTGCAGGTACTGGT 

60 
Reverse TAGTCGTTGGAGCACGTCTG 

proPO-I 
Forward GCCTTGGCAACGCTTTCA 

60 
Reverse CGCGCATCAGTTCAGTTTGT 

proPO-II 
Forward GAGAGGCTGAACCGAGACTGA 

60 
Reverse AAGAAAACGGCCCCCAATT 

EF-1α 
Forward GAAGTAGCCGCCCTGGTTG 

60 
Reverse CGGTTAGCCTTGGGGTTGAG 

-actin 
Forward AGATGTGTGACGACGAAGTAGCCG 

60 
El presente 

autor Reverse TCACGAACGATTTCTCGCTCG 
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2.2.10 DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS DE EXTRACTOS CRUDOS 

DE MICROALGAS Y MACROALGAS POR ANÁLISIS DE 

CROMATOGRAFÍA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE 

MASAS (CG-EM)  

La determinación de compuestos de los extractos crudos de microalgas y macroalgas se 

realizó mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas CG-EM 

(Agilent Technologies, sistema 7890A GC y 5975C inerte XL MSD con detector de triple 

eje), usando una columna DB-5MS (30 m longitud x 0.25 mm diámetro interno) con 0.25 

µm de espesor de película, gas de arrastre de helio (He), con un flujo de 1.2 mL/min. Las 

temperaturas fueron: inyección a 250 °C en modo Splitless, temperatura inicial del horno 

a 70 °C por 2 minutos, gradiente del horno a 5 °C/min, final del horno a 300 °C por 6 

minutos, de transferencia a 300 °C, del detector a 230 °C. El voltaje de electroionización 

fue a 70 eV, a un rango de screening de 50-550 u.m.a. 

2.2.11 ANÁLISIS DE DATOS  

Las diferencias entre los doce tratamientos (4 extractos crudos x 3 concentraciones: 0.14 

ppm, 1.4 ppm y 14 ppm) y el control positivo de: crecimiento y supervivencia registrada 

en la prueba in vivo de toxicidad, fueron evaluadas mediante análisis de varianza de una vía 

(ANOVA), o con la prueba no paramétrica de suma de rangos de Kruskal-Wallis 

(crecimiento a 10 h y 12 h). Previo al ANOVA se evaluaron las asunciones de 

homogeneidad de varianza y normalidad entre tratamientos utilizando las pruebas de 

Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. Se utilizó la prueba de diferencias significativas 

honestas de Tukey para comparar los promedios de los tratamientos después de que las 

pruebas de ANOVA resultaron significativas.  

La producción de EPS se analizó por separado para cada extracto crudo debido a que las 

muestras se distribuyeron en diferentes microplacas. Para los valores de EPS obtenidos 

con los extractos crudos de S. natans y T. weissflogii, las diferencias entre tratamientos (3 
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concentraciones: 0.14 ppm, 1.4 ppm y 14 ppm) y el control positivo se analizaron mediante 

ANOVA de una vía luego que los supuestos paramétricos fueron alcanzados mediante 

verificación de las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk; en estos casos se utilizó la prueba 

de diferencias significativas honestas de Tukey para comparar los promedios entre 

tratamientos y el control positivo. Para los valores de EPS obtenidos con los extractos 

crudos de P. gymnospora e I. galbana, las diferencias entre tratamientos (3 concentraciones: 

0.14 ppm, 1.4 ppm y 14 ppm) y el control positivo se analizaron mediante la prueba no 

paramétrica de suma de rangos de Kruskal-Wallis y la prueba de comparación de rangos 

de Nemenyi para identificar diferencias significativas entre tratamientos.   

El análisis de datos de los niveles de formación de biopelículas también se analizó por 

separado para cada extracto crudo debido a que las muestras se distribuyeron en diferentes 

microplacas. Las diferencias de los niveles de formación de biopelículas entre tratamientos 

y el control positivo se analizaron mediante ANOVA de una vía luego que los supuestos 

paramétricos fueron alcanzados mediante verificación de las pruebas de Levene y Shapiro-

Wilk; en estos casos también se utilizó la prueba de diferencias significativas honestas de 

Tukey para comparar los promedios entre tratamientos y el control positivo. 

El análisis de datos de la motilidad de enjambre de la cepa patógena V. parahaemolyticus se 

realizó según lo sugerido por Pozo et al. (2024), comparando las pendientes de la fase 

exponencial de las curvas de motilidad de la bacteria tratada con los doce tratamientos (4 

extractos crudos x 3 concentraciones: 0.14 ppm, 1.4 ppm y 14 ppm) y el control positivo. 

Con base en esta consideración, los puntos XY de las curvas entre las 8 h y 20 h (puntos 

XY correspondiente a la fase exponencial) se utilizaron para el análisis de datos. La prueba 

F de falta de ajuste a una regresión con réplicas (Kutner et al., 2005) fue utilizada para 

probar si una función de regresión lineal simple resultó un buen ajuste para cada 

tratamiento y el control positivo.  

En todos los casos, se obtuvieron resultados no significativos con la prueba F por lo que 

para cada réplica de tratamientos y control positivo se realizó una regresión lineal simple. 

Las pendientes de las regresiones lineales se compararon entre tratamientos y control 

positivo mediante ANOVA de una vía, evaluando previamente las asunciones de 

homogeneidad de varianza y normalidad entre tratamientos con las pruebas de Levene y 
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Shapiro-Wilk, respectivamente. Se utilizó la prueba de diferencias significativas honestas 

de Tukey para comparar los promedios entre tratamientos y control positivo. 

Se utilizó el método 2–∆∆Ct para calcular la expresión relativa de los genes relacionados con 

la respuesta inmune de P. vannamei (Livak & Schmittgen, 2001). Los valores de Ct (genes 

de la respuesta inmune) de los duplicados fueron promediados. En base a los valores de 

Ct obtenidos con los genes housekeeping, se utilizó el gen β-actin como control interno por 

presentar mayor estabilidad que EF-1α, promediando los valores de Ct de este control 

interno (duplicados y réplicas técnicas). Las diferencias (ΔCt) en Ct entre los genes de la 

respuesta inmune y housekeeping se calcularon para cada muestra como: Ct (gen de la 

respuesta inmune) - Ct (promedio housekeeping). Cada ΔCt se normalizó contra el ΔCt 

del control positivo para obtener ∆∆Ct, el cual se calculó como: ∆∆Ct = ∆Ct (tratamiento) 

- ∆Ct (control positivo). La expresión de cada gen de virulencia relativa al control positivo 

se obtuvo para cada muestra como 2-ΔΔCt. Las diferencias en la expresión (relativa al gen 

housekeeping β-actin) entre los doce tratamientos (4 extractos crudos x 3 concentraciones: 

0.14 ppm, 1.4 ppm y 14 ppm) y el control positivo se evaluaron para cada gen de virulencia 

mediante ANOVA de una vía (la expresión relativa de los genes Crustin y proPO-II fueron 

transformada a log X). Se utilizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para probar la 

normalidad y la prueba de Levene para probar la homogeneidad de la varianza entre 

tratamientos. 

La supervivencia acumulada de las postlarvas de P. vannamei a las 36 h posteriores a la 

infección con la cepa patógena V. parahaemolyticus se analizó mediante ANOVA de una 

vía. Las probabilidades de supervivencia se analizaron mediante el análisis no paramétrico 

de Kaplan-Meier, y las curvas de supervivencia se compararon mediante la prueba de log-

rank. 

Los efectos de los tratamientos se consideraron significativos a p < 0.05. Todos los valores 

se expresaron como media ± error estándar de la media, excepto la expresión relativa de 

los genes de virulencia que fueron expresados como promedios ± desviación estándar. Se 

utilizó el software R versión 4.3.0 para el análisis de datos (R Core TeamR, 2022). 

En esta sección se describe cómo se obtendrá toda la información básica en la que se apoya 

el trabajo (datos, encuestas, documentos, etc.), las herramientas que se utilizarán y la forma 
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en que esta información será analizada e interpretada para obtener los resultados intermedios 

que permitan obtener el logro u objetivo principal del proyecto. También se pueden hacer 

citas bibliográficas sobre otros autores que hayan aplicado metodologías o estrategias de 

análisis similares. 
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CAPÍTULO IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE EXTRACTOS RICOS EN IAA DE 
MACROALGAS SOBRE LA VIRULENCIA DE V. parahaemolyticus 
CAUSANTE DE LA AHPND EN LARVAS P. vannamei 

3.1.1 IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA DE MACROALGAS 

La identificación taxonómica inicial (revisión morfológica, Gráfico 7) fue confirmada con 

los resultados de la secuenciación Sanger de la región 23S rRNA. Así, según el análisis de 

Blastn, las dos secuencias consenso (372 y 264 pb) se identificaron como P. gymnospora y S. 

natans (98.66% y 100% de similitud), respectivamente. 

  

Gráfico 7. Especímenes de P. gymmnospora y S. natans colectados en la zona submareal rocosa 
de Ballenita (Santa Elena, Ecuador). 

3.1.2 CUANTIFICACIÓN Y DETECCIÓN DE IAA EN EXTRACTOS DE 
AUXINAS DE MACROALGAS 

Las concentraciones de IAA en los extractos de P. gymnospora y S. natans fueron 271.0 ± 4.15 

ppm y 140.0 ± 15.3 ppm, evidenciando una mayor concentración en el extracto de P. 

gymnospora. Los tiempos de retención de los picos observados en los cromatogramas del 

análisis UPLC correspondientes a los extractos de P. gymnospora y S. natans fueron iguales al 
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reportado para el IAA sintético (2.76 min), evidenciando la presencia de la molécula de IAA 

en ambos extractos de macroalgas, y la ausencia de picos que pudieran corresponder a otros 

compuestos (Gráfico 8). 

 

 

 

 
Gráfico 8. Cromatogramas obtenidos para las tres fuentes de IAA con el análisis de 
UPLC (Water Acquity H UPLC® CLASS – PDA e   detector). (a) Ácido indol-3-
acético sintético usado como control de referencia, (b) extracto rico en IAA de P. 
gymnospora y (c) extracto rico en IAA de S. natans. 



 

57 
 

3.1.3 EFECTO DE EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS SOBRE 
EL CRECIMIENTO DE LA CEPA PATÓGENA V. parahaemolyticus  

No se observó inhibición de la cepa patógena V. parahaemolyticus en ninguna de las réplicas 

evaluadas mediante antibiogramas, mostrando que los extractos ricos en IAA no 

presentaron características antimicrobianas. Por el contrario, todas las réplicas del control 

positivo (florfenicol 99% a 70 ppm) mostraron halos de 22 mm, confirmando la 

susceptibilidad de la cepa patógena a este antibiótico. El crecimiento de la bacteria patógena 

V. parahaemolyticus en todos los tratamientos y control positivo mostró una curva logística o 

sigmoide típica de proliferación celular en cultivos discontinuos (Gráfico 9). Se observó la 

extensión de la fase exponencial hasta las 10 horas de cultivo. Luego de las 16 horas se 

observó el límite de la capacidad de carga del medio de cultivo, iniciándose la fase de muerte 

celular. No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la concentración bacteriana 

entre tratamientos y el control positivo en la fase exponencial del crecimiento bacteriano (0 

– 10 horas, Gráfico 9, Tabla III). En general, entre las 12 y 22 horas, se observó un 

incremento significativo (p < 0.05) en el crecimiento bacteriano en los cuatro tratamientos 

del extracto de S. natans, y a 30 µg/L y 40 µg/L de P. gymmnospora, comparado con el control 

positivo (Gráfico 9, Tabla III). En ese periodo de entre las 12 y 22 horas no se encontraron 

diferencias significativas (p > 0.05) en el crecimiento bacteriano a las dos concentraciones 

más bajas (10 y 20 µg/L) de P. gymnospora, ni en los tratamientos de IAA sintético, comparado 

con el control positivo. Excepto a las 12 horas, cuando la concentración celular de los 

extractos de P. gymmnospora fue significativamente superior (p < 0.05) que el control positivo 

(Gráfico 9, Tabla III). Estos resultados confirmaron que ninguna de las tres fuentes de IAA, 
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a ninguna de las concentraciones estudiadas, inhibió el crecimiento de la bacteria patógena 

(Gráfico 9, Tabla III). 

 

 

 
Gráfico 9. Curvas de crecimiento (promedio ± error estándar, n = 6) de la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con cuatro concentraciones de tres fuentes de IAA: ácido indol-3-
acético sintético, extracto rico en IAA de P. gymnospora y extracto rico en IAA de S. natans. Control (control 
positivo, bacteria no tratada). 
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Tabla III. Crecimiento bacteriano (OD 600nm, promedio ± error estándar) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 
expuesta a cuatro concentraciones de tres fuentes de IAA. Control positivo (bacteria no tratada). Para cada columna letras distintas 
indican diferencias significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía y prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (0 h, 2 h, 4 h, 8 h y 14 
h).  
 

 T 
Fuentes de IAA  

Concentración 
(µg/L) 

Tiempo (horas) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

IAA sintético  

10 0.06 ± 0.00 a 0.26 ± 0.02 a 0.46 ± 0.02 a 0.78 ± 0.02 ab 1.21 ± 0.01 a  1.37 ± 0.01 abc 1.43 ± 0.00 a 1.42 ± 0.00 a 1.40 ± 0.00 a 1.36 ± 0.01 a 1.31 ± 0.01 ab 1.27 ± 0.01 a 

20 0.06 ± 0.00 a 0.24 ± 0.02 a 0.44 ± 0.02 a 0.77 ± 0.00 ab 1.21 ± 0.01 a 1.37 ± 0.01 abc 1.42 ± 0.00 a 1.43 ± 0.00 a 1.40 ± 0.01 a 1.36 ± 0.02 a 1.30 ± 0.01 a 1.27 ± 0.01 a 

30 0.06 ± 0.00 a 0.23 ± 0.02 a 0.42 ± 0.03 a 0.77 ± 0.01 ab 1.21 ± 0.01 a 1.33 ± 0.01 a 1.43 ± 0.00 a 1.43 ± 0.00 a 1.41 ± 0.01 ab  1.37 ± 0.01 abc 1.32 ± 0.01 abc 1.29 ± 0.01 ab 

40 0.06 ± 0.00 a 0.25 ± 0.02 a 0.42 ± 0.02 a 0.78 ± 0.02 ab 1.22 ± 0.02 a 1.35 ± 0.01 ab 1.44 ± 0.00 ab 1.46 ± 0.00 ab  1.44 ± 0.01 bcd 1.40 ± 0.01 abcd 1.36 ± 0.01 bcd 1.32 ± 0.02 abc 

Extracto rico en IAA 
P. gymnospora  

10 0.05 ± 0.00 a 0.23 ± 0.01 a 0.48 ± 0.02 a 0.81 ± 0.01 ab 1.12 ± 0.04 a 1.40 ± 0.01 bc 1.47 ± 0.00 bc 1.45 ± 0.01 ab 1.43 ± 0.01 abc 1.38 ± 0.01 abc 1.33 ± 0.01 abc 1.29 ± 0.01 ab 

20 0.06 ± 0.00 a 0.25 ± 0.00 a  0.48 ± 0.01 a 0.79 ± 0.01 ab 1.15 ± 0.02 a 1.40 ± 0.01 bc 1.48 ± 0.00 cd 1.46 ± 0.01 ab 1.44 ± 0.01 bcd 1.39 ± 0.01 abc 1.33 ± 0.01 abc 1.30 ± 0.00 ab 

30 0.06 ± 0.00 a 0.23 ± 0.01 a 0.47 ± 0.01 a 0.77 ± 0.01 ab 1.11 ± 0.03 a 1.40 ± 0.01 bc 1.48 ± 0.00 cd 1.48 ± 0.01 bc 1.46 ± 0.01 cde 1.42 ± 0.01 bcde 1.36 ± 0.01 bcd 1.33 ± 0.01 bcd 

40 0.06 ± 0.00 a 0.27 ± 0.01 a 0.47 ± 0.01 a 0.77 ± 0.02 ab 1.10 ± 0.02 a 1.40 ± 0.01 bc 1.50 ± 0.00 d 1.52 ± 0.01 c 1.50 ± 0.00 e 1.46 ± 0.00 e 1.41 ± 0.00 d 1.37 ± 0.00 d 

Extracto rico en IAA de 
 S. natans  

10 0.06 ± 0.00 a 0.25 ± 0.00 a 0.46 ± 0.01 a 0.77 ± 0.02 ab 1.21 ± 0.01 a 1.37 ± 0.01 abc 1.48 ± 0.00 cd 1.48 ± 0.01 bc 1.47 ± 0.01 de 1.44 ± 0.01 de 1.39 ± 0.01 d 1.36 ± 0.01 cd 

20 0.06 ± 0.00 a 0.26 ± 0.01 a 0.48 ± 0.01 a 0.76 ± 0.02 ab 1.17 ± 0.04 a 1.38 ± 0.00 abc 1.49 ± 0.00 cd 1.48 ± 0.01 bc 1.46 ± 0.01 cde 1.42 ± 0.01 cde 1.37 ± 0.01 cd 1.33 ± 0.01 bcd 

30 0.06 ± 0.00 a 0.24 ± 0.01 a 0.50 ± 0.02 a 0.80 ± 0.02 ab 1.12 ± 0.04 a 1.41 ± 0.01 c 1.49 ± 0.01 cd  1.49 ± 0.01 bc 1.46 ± 0.01 cde 1.42 ± 0.01 bcde 1.37 ± 0.01 cd 1.33 ± 0.01 bcd 

40 0.06 ± 0.00 a 0.24 ± 0.01 a 0.51 ± 0.01 a 0.83 ± 0.01 b 1.13 ± 0.03 a 1.40 ± 0.01 bc 1.50 ± 0.00 d 1.49 ± 0.01bc  1.47 ± 0.01 de 1.42 ± 0.01 cde 1.37 ± 0.01 cd 1.33 ± 0.01 bcd 

Control positivo   0.06 ± 0.00 a 0.06 ± 0.00 a 0.26 ± 0.02 a 0.46 ± 0.02 a 0.78 ± 0.02 a 1.21 ± 0.01 abc 1.37 ± 0.01 a 1.43 ± 0.00 a 1.42 ± 0.00 ab 1.40 ± 0.00 sb 1.36 ± 0.01 abc 1.31 ± 0.01 ab 
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3.1.4 EFECTO DE LOS EXTRACTOS RICOS EN IAA DE MACROALGAS 
SOBRE FACTORES DE VIRULENCIA DE LA CEPA PATÓGENA V. 
parahaemolyticus 

3.1.4.1 PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACÁRIDOS 

La producción de EPS de la bacteria patógena V. parahaemolyticus se redujo significativamente 

(p < 0.05) a todas las concentraciones de P. gymnospora y S. natans, así como para las 

concentraciones de 20 y 30 µg/L de IAA sintético, comparado con el control positivo 

(Gráfico 10). 

 
Gráfico 10. Producción de exopolisacáridos (promedio ± error estándar, n = 6, exc 405 nm, 

em 500 nm) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con cuatro 
concentraciones de tres fuentes de IAA (ácido indol-3-acético sintético, extracto rico en IAA 
de P. gymnospora y extracto rico en IAA de S. natans). Control (control positivo, bacteria no 
tratada). Para cada fuente de IAA letras distintas indican diferencias significativas a p < 0.05 
según ANOVA de una vía.  
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3.1.4.2 NIVELES DE FORMACIÓN DE BIOPELÍCULAS 

Se observó una disminución significativa en los niveles de producción de biopelículas 

únicamente a 20 µg/L del extracto de S. natans (Gráfico 11). Por el contrario, las bacterias 

expuestas al IAA sintético no mostraron ningún efecto significativo sobre la formación de 

biopelículas (Gráfico 11). En tanto que, la producción de niveles de biopelículas se 

incrementó significativamente a 30 µg/L del extracto de P. gymnospora y 40 µg/L del extracto 

de S. natans (Gráfico 11).  

 
Gráfico 11. Niveles de formación de biopelículas (promedio ± error estándar, n = 6) de la 
bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con cuatro concentraciones de 
tres fuentes de IAA (ácido indol-3-acético sintético, extracto rico en IAA de P. gymnospora y 
extracto rico en IAA de S. natans). Tinción con cristal violeta (0.4%). Control (control 
positivo, bacteria no tratada). Para cada fuente de IAA letras distintas indican diferencias 
significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía.  

3.1.4.3 MOTILIDAD DE ENJAMBRE 

La pendiente de la motilidad de enjambre de la bacteria patógena se redujo significativamente 

a todas las concentraciones analizadas, con una marcada reducción a las dos concentraciones 
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más bajas (entre 24 y 39%) de extractos de macroalgas (Gráfico 12, Tabla IV). Por el 

contrario, altas concentraciones (30 y 40 µg/L) del IAA sintético provocaron un aumento 

(up-regulation) en la motilidad de enjambre a partir de las primeras 4 horas de evaluación; 

alcanzando halos de motilidad de 85.0 ± 1.1 mm a las 10 horas del periodo de incubación a 

ambas concentraciones, cuatro horas antes de la máxima motilidad del control positivo 

(Gráfico 12). 
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Gráfico 12. Diámetros de los halos de motilidad de enjambre (promedio ± error estándar, n = 6) de la 
bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con diferentes concentraciones de tres fuentes de 
IAA (ácido indol-3-acético sintético, extracto rico en IAA de P. gymnospora y extracto rico en IAA de S. natans). 
Control (control positivo, bacteria no tratada). Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) 
entre pendientes (fase exponencial linealizada de las curvas de motilidad) según ANOVA de una vía.   
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Tabla IV. Motilidad de enjambre de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 
tratada con tres fuentes de IAA y estimada con las pendientes (promedio ± error estándar, 
n = 6) de la fase exponencial linealizada de las curvas de motilidad de la bacteria tratada 
(Gráfico 12). Control (control positivo, bacteria no tratada). Letras distintas indican 
diferencias significativas (p < 0.05) entre pendientes según ANOVA de una vía. 
 

Fuentes de IAA 
Concentración 

(µg/L) 
Pendiente 

(mm/hora) 

IAA sintético 
10 5.20 ± 0.10 f 

20 4.76 ± 0.11 cde 

Extracto rico en IAA 
de 

P. gymnospora 

10 4.40 ± 0.10 bc 

20 4.53 ± 0.05 bcd 

30 4.92 ± 0.07 def 

40 4.53 ± 0.04 bcd 

Extracto rico en IAA 
de 

S. natans 

10 3.60 ± 0.24 a 

20 4.06 ± 0.09 ab 

30 5.14 ± 0.06 ef 

40 5.02 ± 0.07 ef 

Control positivo 5.91 ± 0.04 g 

 

3.1.4.4 ACUMULACIÓN RELATIVA DE TRANSCRITOS DE GENES DE 
VIRULENCIA 

Las expresiones de los cuatro genes de virulencia evaluados (OpaR, flaA, PirA y PirB) 

disminuyeron significativamente comparadas con sus respectivos controles positivos (Tabla 

V). La disminución fue muy variable para los genes de virulencia OpaR, flaA y PirA, en tanto 

que se observó un patrón en la expresión de PirB para las tres fuentes de IAA, consistente 

en una disminución directamente proporcional a la concentración evaluada (Tabla V). 
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Tabla V. Expresión diferencial (promedios ± desviación estándar, n = 3) de genes de 
virulencia (gen housekeeping rpoA) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 
tratada con IAA sintético y extractos ricos en IAA de las macroalgas P. gymnospora y S. natans 
relativa al control positivo (bacteria no tratada). Para cada gen de virulencia, letras distintas 
indican diferencias significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía.  
 

Genes de 
virulencia  

Fuentes de IAA 
Concentración 

(µg/L) 
Expresión relativa 
(número de veces) 

OpaR 

IAA sintético 
10 0.001 ± 0.000 a 

20 0.001 ± 0.001 a 

Extracto rico en IAA de  
P. gymnospora  

10 0.000 ± 0.000 a 

20 0.001 ± 0.000 a 

Extracto rico en IAA de  
S. natans  

10 0.000 ± 0.000 a 

20 0.109 ± 0.185 a 

Control positivo 1.049 ± 0.364 b 

flaA 

IAA sintético 
10 0.002 ± 0.000 a 

20 0.002 ± 0.002 a 

Extracto rico en IAA de  
P. gymnospora  

10 0.006 ± 0.001 a 

20 0.011 ± 0.000 a 

Extracto rico en IAA de  
S. natans  

10 0.000 ± 0.000 a 

20 0.018 ± 0.032 a 

Control positivo 1.015 ± 0.214 b 

PirA 

IAA sintético 
10 0.013 ± 0.000 a 

20 0.000 ± 0.000 a 

Extracto rico en IAA de  
P. gymnospora  

10 0.004 ± 0.001 a 

20 0.005 ± 0.001 a 

Extracto rico en IAA de  
S. natans  

10 0.006 ± 0.000 a 

20 0.004 ± 0.002 a 

Control positivo 1.016 ± 0.227 b 

PirB 

IAA sintético 
10 0.275 ± 0.281 a 

20 0.023 ± 0.030 a 

Extracto rico en IAA de  
P. gymnospora  

10 0.172 ± 0.001 a 

20 0.086 ± 0.009 a 

Extracto rico en IAA de  
S. natans  

10 0.284 ± 0.130 a 

20 0.150 ± 0.082 a 

Control positivo 1.021 ± 0.258 b 

 



 

66 
 

3.1.5 ANÁLISIS DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS RICOS EN IAA DE 
MACROALGAS EN P. vannamei 

Ninguna de las tres fuentes de IAA fueron tóxicas, ni para hemocitos (p = 0.201, Tabla VI), 

ni para postlarvas (p = 0.065, Tabla VII) de camarón P. vannamei. La supervivencia de las 

postlarvas al finalizar la prueba in vivo de toxicidad fue en promedio 92.2% (Tabla VII). En 

tanto que, la supervivencia de las postlarvas del control (no expuestas a ningún extracto) fue 

98.3 ± 1.8 % (Tabla VII).  

Tabla VI. Resultados de la prueba in vitro de toxicidad de MTT de las tres fuentes de IAA 
en hemocitos de camarón P. vannamei. Valores de unidades de absorbancia medido a OD620 

nm están expresados como promedio (± error estándar). Control positivo (hemocitos no 
tratados). Letras iguales indican resultados no significativos (p > 0.05) según análisis de 
ANOVA de una vía.  
 

Fuentes de IAA 
Concentración 

(µg/L) 
Unidades de absorbancia 

IAA sintético 

10 0.220 ± 0.011 a 

20 0.222 ± 0.015 a 

30 0.227 ± 0.016 a 

40 0.221 ± 0.015 a 

Extracto rico en IAA de 
P. gymnospora 

10 0.218 ± 0.034 a 

20 0.228 ± 0.011 a 

30 0.216 ± 0.031 a 

40 0.244 ± 0.014 a 

Extracto rico en IAA de 
S. natans 

10 0.238 ± 0.044 a 

20 0.250 ± 0.013 a 

30 0.221 ± 0.017 a 

40 0.234 ± 0.017 a 

Control positivo 0.238 ± 0.011 a 
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Tabla VII. Resultados de la prueba in vivo de toxicidad de las tres fuentes de IAA en 
postlarvas de camarón P. vannamei (PL9). Valores de supervivencia están expresados como 
promedio (± error estándar). Control (postlarvas de camarón no expuestas a ningún 
extracto). Letras iguales indican resultados no significativos (p > 0.05) según análisis de 
ANOVA de una vía.  
 

Fuentes de IAA 
Concentración 

(µg/L) 
Supervivencia  

(%) 

IAA sintético 
10 95.6 ± 1.7 a 

20 91.1 ± 6.6 a 

Extracto rico en IAA de 
P. gymnospora 

10 93.9 ± 3.9 a 

20 91.7 ± 5.9 a 

Extracto rico en IAA de 
S. natans 

10 91.1 ± 5.0 a 

20 90.0 ± 7.0 a 

Control  98.3 ± 1.8 a 

 

3.1.6 PRUEBA DE DESAFÍO DE POSTLARVAS P. vannamei CON LA 
BACTERIA PATÓGENA V. parahaemolyticus TRATADA CON EXTRACTOS 
RICOS EN IAA DE MACROALGAS  

La supervivencia acumulada de las postlarvas al finalizar el desafío experimental fue 

significativamente superior en el tratamiento a la concentración más alta (20 µg/L) de P. 

gymnospora (75.6 ± 3.5%) comparado con el control positivo (50.0 ± 3.4%) (Gráfico 13, 

Tabla VIII). Aunque no significativa, la supervivencia de las postlarvas infectadas con la 

bacteria tratada con S. natans a la concentración de 10 µg/L produjo una supervivencia de 

78.9 ± 3.4% (Gráfico 13, Tabla VIII). En forma consistente, los tiempos promedios de 

supervivencia de las postlarvas que recibieron estos dos tratamientos (P. gymnospora: 49.9 

± 0.6 h, S. natans: 43.5 ± 0.7 h) fueron significativamente superiores al control positivo 

(34.4 ± 0.1 h), logrando las postlarvas sobrevivir 15.5 y 9.1 horas más que el control 

positivo (Tabla VIII). Al finalizar el desafío experimental la supervivencia de las postlarvas 

del control negativo fue del 100 % en todas las réplicas. 
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Gráfico 13. Supervivencia acumulada (promedio ± error estándar, n = 6) de postlarvas P. vannamei   
post-infección (PL9) con la bacteria patógena V. parahaemolyticus tratada con tres fuentes de IAA 
(ácido indol-3-acético sintético, extracto rico en IAA de P. gymnospora y extracto rico en IAA de S. 
natans). Control positivo (postlarvas infectadas con bacteria no tratada). Control negativo (postlarvas 
no infectadas) Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) según ANOVA de una 
vía. 
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Tabla VIII. Tiempo promedio de supervivencia y supervivencia acumulada (PL 11, 
promedio ± error estándar, n = 6) a 44 horas post infección de postlarvas P. 
vannamei infectadas en PL9 con la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 
previamente tratada con dos concentraciones de tres fuentes de IAA. Control positivo 
(postlarvas infectadas con bacteria no tratada). Letras distintas en el tiempo promedio de 
supervivencia y supervivencia acumulada indican diferencias significativas (p < 0.05) según 
análisis de supervivencia de Kaplan-Meier y ANOVA de una vía, respectivamente.  
 

 
Fuente de IAA 

Concentración 
(µg/L)  

Tiempo 
promedio de 
supervivencia 

(horas) 

Supervivencia 
acumulada a las 44 

horas post infección 
(%) 

IAA sintético 
10 38.4 ± 0.8 b 55.0 ± 4.7 % abcd 

20 32.4 ± 0.9 a 30.0 ± 4.4 % a 

Extracto rico en IAA de 
P. gymnospora 

10 37.0 ± 1.0 b 65.0 ± 4.5 % bcd 

20 49.9 ± 0.6 d 75.6 ± 3.5 % d 

Extracto rico en IAA de 
S. natans 

10 43.5 ± 0.7 c 78.9 ± 3.4 % cd 

20 37.4 ± 0.9 a 41.1 ± 3.3 % ab 

Control positivo  34.4 ± 0.1 b 50.0 ± 3.4 % abc 

 
 

Los resultados del análisis de PCR mostraron que las postlarvas del lote inicial fueron 

negativas para la presencia de los genes PirAB causantes de AHPND.  Todas las muestras 

de postlarvas de los tratamientos y control infectados fueron positivas por PCR, mostrando 

la infección por V. parahaemolyticus causante de AHPND. Mientras que, el control negativo 

fue negativo para la infección. En el anexo 1 se muestran los resultados del análisis 

histopatológico. Las postlarvas del lote inicial no presentaron lesiones histopatológicas 

compatibles con AHPND, ni con ninguna otra enfermedad emergente de camarón (Anexo 

1). Las postlarvas sobrevivientes al desafío con la bacteria patógena tratada con las tres 

fuentes de IAA, así como el control positivo (postlarvas infectadas con V. parahaemolyticus 

no tratadas con IAA), mostraron lesiones típicas de AHPND en fase terminal, caracterizadas 

principalmente por la pérdida de la estructura de los túbulos del hepatopáncreas (Gráfico 
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14). Solo una de las postlarvas infectadas con la bacteria patógena tratada con el extracto 

rico en IAA de P. gymnospora a 20 µg/L mostró ausencia de lesiones compatibles con 

AHPND, presentando más bien túbulos del hepatopáncreas hipertrofiados (flecha azul, 

Gráficos 14c y 14d), infiltraciones hemocíticas (flecha amarillo, Gráficos 14c y 14d) y algunos 

túbulos del hepatopáncreas en condiciones normales (flecha verde, Gráficos 14c y 14 d). 

Dos de las diez postlarvas analizadas, sobrevivientes a la infección experimental con la 

bacteria tratada con el extracto rico en IAA de S. natans a 10 µg/L, presentaron lesiones 

producidas por AHPND con grado de severidad medio (fase de transición de la enfermedad, 

Gráficos 14e y 14f).  

 



 

71 
 

  

  

  

  
Gráfico 14. Secciones histológicas teñidas con soluciones de hematoxilina y eosina de 
postlarvas P. vannamei sobrevivientes al desafío tratadas con IAA sintético (a) 4X, (b) 10X; 
extracto rico en IAA de P. gymnospora (c) 4X, (d) 10X; extracto rico en IAA de S. natans (e) 4X, 
(f)10X; control positivo de postlarvas no tratadas (g) 4X, (h) 10X. 

a b 

c d 

e f 

g 
h 



 

72 
 

3.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA E 
INMUNOLÓGICA DE EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 
MICROALGAS EN LARVAS INFECTADAS CON Vibrio parahaemolyticus 
CAUSANTE DE LA AHPND 

3.2.1 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 
MICROALGAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA CEPA PATÓGENA V. 
parahaemolyticus  

No se observaron halos de inhibición de la cepa patógena V. parahaemolyticus en ninguna de 

las réplicas de los tratamientos evaluados mediante antibiogramas, mostrando que los 

extractos crudos no presentaron características antimicrobianas. Por el contrario, todas las 

réplicas del control positivo (florfenicol 99% a 70 ppm) presentaron halos de inhibición de 

22 mm, confirmando la susceptibilidad de la cepa patógena a este antibiótico. En el mismo 

sentido, el crecimiento de la cepa patógena tratada con los extractos crudos de P. gymnospora 

y S. natans no fue significativamente inferior al control positivo durante la fase exponencial 

(0 – 12 h), excepto a las cuatro horas de incubación, cuando los crecimientos bacterianos en 

los tratamientos a 0.14 ppm y 1.4 ppm del extracto crudo de P. gymnospora, y a 0.14 ppm del 

extracto crudo de S. natans, fueron significativamente inferiores con respecto al control 

positivo (Gráfico 15, Tabla IX). En general, en la fase estacionaria, el crecimiento bacteriano 

de los tratamientos de P. gymnospora y S. natans fue significativamente inferior al control 

positivo (Gráfico 15, Tabla IX). En tanto que, el crecimiento bacteriano de los tratamientos 

con extractos crudos de I. galbana y T. weissflogii no fue significativamente inferior al control 

positivo a ninguna de las concentraciones y tiempo evaluados, excepto a las 16 y 22 horas 

de incubación en los tratamientos de los extractos crudos de I. galbana (Gráfico 16, Tabla 

IX).  
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Gráfico 15. Curvas de crecimiento (promedio ± error estándar, n = 6) de la bacteria 
patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres concentraciones de extractos 
crudos de macroalgas P. gymnospora y S. natans. 
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Gráfico 16. Curvas de crecimiento (promedio ± error estándar, n = 6) de la bacteria 
patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres concentraciones de extractos 
crudos de microalgas I. galbana y T. weissflogii. 
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Tabla IX. Crecimiento bacteriano (OD600 nm, promedio ± error estándar) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 expuesta 
a tres concentraciones de extractos crudos de macroalgas y microalgas. Control positivo (bacteria no tratada). Para cada columna letras 
distintas indican diferencias significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía y prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (10 h y 12 h). 
 

Tipo de extracto 
crudo 

Concentración 
(ppm) 

Tiempo (horas) 

2 4 6 8 10 12 

P. gymnospora   

0.14 0.215 ± 0.011 abc 0.318 ± 0.004 a 0.495 ± 0.008 b 0.674 ± 0.017 e 0.799 ± 0.008 b 0.827 ± 0.009 a 

1.4 0.206 ± 0.017 ab 0.325 ± 0.004 ab 0.464 ± 0.007 a 0.573 ± 0.012 bc 0.720 ± 0.022 ab 0.884 ± 0.015 a 

14 0.214 ± 0.014 abc 0.330 ± 0.009 abc 0.445 ± 0.012 a 0.548 ± 0.017 ab 0.677 ± 0.018 ab 0.865 ± 0.017 a 

S. natans  

0.14 0.219 ± 0.014 bc 0.325 ± 0.014 ab 0.445 ± 0.013 a 0.573 ± 0.022 bc 0.720 ± 0.016 ab 0.860 ± 0.010 a 

1.4 0.240 ± 0.012 cd 0.337 ± 0.015 abcd 0.457 ± 0.016 a 0.591 ± 0.026 c 0.727 ± 0.029 ab 0.869 ± 0.018 a 

14 0.253 ± 0.033 d 0.398 ± 0.014 e 0.537 ± 0.018 c 0.633 ± 0.032 d 0.759 ± 0.039 ab 0.892 ± 0.011 a 

I. galbana 

0.14 0.199 ± 0.009 ab 0.354 ± 0.012 d 0.461 ± 0.005 a 0.561 ± 0.014 abc 0.697 ± 0.015 ab 0.797 ± 0.018 a 

1.4 0.185 ± 0.012 a 0.343 ± 0.005 bcd 0.454 ± 0.007 a 0.556 ± 0.017 abc 0.691 ± 0.018 ab 0.803 ± 0.038 a 

14 0.190 ± 0.007 ab 0.342 ± 0.008 bcd 0.462 ± 0.006 a 0.567 ± 0.013 abc 0.712 ± 0.017 ab 0.813 ± 0.009 a 

T. weissflogii 

0.14 0.196 ± 0.014 ab 0.339 ± 0.009 bcd 0.461 ± 0.018 a 0.538 ± 0.014 ab 0.672 ± 0.010 ab 0.815 ± 0.011 a 

1.4 0.190 ± 0.015 ab 0.336 ± 0.007 abcd 0.452 ± 0.011 a 0.546 ± 0.020 ab 0.675 ± 0.018 ab 0.817 ± 0.016 a 

14 0.197 ± 0.012 ab 0.336 ± 0.009 abcd 0.452 ± 0.015 a 0.553 ± 0.011 ab 0.661 ± 0.009 a 0.815 ± 0.016 a 

Control positivo 0.195 ± 0.013 ab 0.346 ± 0.012 cd 0.442 ± 0.018 a 0.529 ± 0.020 a 0.674 ± 0.050 ab 0.806 ± 0.039 a 
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Tipo de extracto 
crudo 

Concentración 
(ppm) 

Tiempo (horas) 

14 16 18 20 22 24 

P. gymnospora   

0.14 0.885 ± 0.009 a 0.934 ± 0.017 c 0.973 ± 0.012 d 0.925 ± 0.008 b 0.915 ± 0.011 ab 0.916 ± 0.007 cd 

1.4 0.915 ± 0.003 bcd  0.921 ± 0.005 bc 0.947 ± 0.006 c 0.927 ± 0.005 b 0.917 ± 0.017 b 0.904 ± 0.012 bc 

14 0.885 ± 0.010 a  0.892 ± 0.006 a 0.920 ± 0.006 a 0.910 ± 0.007 ab 0.904 ± 0.014 ab 0.893 ± 0.005 ab 

S. natans  

0.14 0.895 ± 0.009 ab 0.894 ± 0.008 a 0.924 ± 0.015 ab 0.903 ± 0.011 a 0.897 ± 0.014 a 0.877 ± 0.004 a 

1.4 0.910 ± 0.007 bc 0.909 ± 0.007 ab 0.943 ± 0.014 bc 0.917 ± 0.014 ab 0.911 ± 0.012 ab 0.888 ± 0.010 ab 

14 0.937 ± 0.016 e 0.933 ± 0.019 c 0.985 ± 0.010 def 0.966 ± 0.014 c 0.941 ± 0.033 c 0.926 ± 0.015 d 

 
I. galbana 

0.14 0.933 ± 0.018 de 0.932 ± 0.007 c 1.001 ± 0.002 f 0.998 ± 0.005 d 0.972 ± 0.009 d 0.971 ± 0.009 ef 

1.4 0.929 ± 0.015 cde 0.927 ± 0.007 bc 0.988 ± 0.006 def 0.984 ± 0.006 cd 0.968 ± 0.012 d 0.973 ± 0.007 ef 

14 0.939 ± 0.005 e 0.932 ± 0.009 c 0.988 ± 0.009 def 0.984 ± 0.009 cd 0.967 ± 0.007 d 0.970 ± 0.008 ef 

T. weissflogii 

0.14 0.929 ± 0.008 cde 0.975 ± 0.007 d 0.996 ± 0.007 ef 0.997 ± 0.008 d 0.981 ± 0.014 de 0.975 ± 0.005 ef 

1.4 0.926 ± 0.009 cde 0.971 ± 0.013 d 0.984 ± 0.015 def 0.986 ± 0.016 d 0.980 ± 0.015 de 0.967 ± 0.010 ef 

14 0.931 ± 0.011 cde 0.976 ± 0.005 d 0.986 ± 0.006 def 0.987 ± 0.009 d 0.977 ± 0.012 de 0.966 ± 0.012 e 

Control positivo 0.914 ± 0.014 bcd 0.964 ± 0.009 d 0.978 ± 0.012 de 0.990 ± 0.010 d 0.991 ± 0.013 e 0.985 ± 0.009 f 
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3.2.2 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 
MICROALGAS SOBRE FACTORES DE VIRULENCIA DE LA CEPA 
PATÓGENA V. parahaemolyticus 

3.2.2.1 PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACÁRIDOS 

La formación de EPS no disminuyó con respecto al control en ninguno de los extractos 

crudos, observándose en forma predominante incrementos significativos a algunas 

concentraciones comparados con el control positivo (Gráfico 17).  

 
Gráfico 17. Producción de exopolisacáridos (promedio ± error estándar, n = 6, exc 405 
nm, em 500 nm) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con 
tres concentraciones de extractos crudos de macroalgas y microalgas. Control (control 
positivo, bacteria no tratada). Para cada tipo de extracto letras distintas indican 
diferencias significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía (P. gymnospora e I. galbana) 
y prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (S. natans y T. weissflogii). 
 

3.2.2.2 NIVELES DE FORMACIÓN DE BIOPELÍCULAS 

Se observó una reducción significativa en los niveles de formación de biopelículas de la 

cepa patógena cuando fue expuesta a la mayor concentración evaluada (14 ppm) de los 
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extractos S. natans, I. galbana y T. weissflogii (Gráfico 18). En tanto que, la producción de 

biopelículas de la cepa patógena no disminuyó significativamente a ninguna de las 

concentraciones evaluadas de P gymnosora (Gráfico 18). En particular, ciertos tratamientos 

de los extractos de macroalgas (P gymnospora: 14 ppm y 0.14 ppm, y S. natans: 0.14 ppm) y 

de la microalga I. galbana a 0.14 ppm mostraron una capacidad superior para producir 

biopelículas en comparación con el control positivo (Gráfico 18).   

 
Gráfico 18. Niveles de formación de biopelículas (promedio ± error estándar, n = 6) de 
la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres concentraciones 
de extractos crudos de macroalgas y microalgas. Tinción con cristal violeta (0.4%). 
Control (control positivo, bacteria no tratada). Para cada tipo de extracto letras distintas 
indican diferencias significativas a p < 0.05 según ANOVA de una vía. 

 

3.2.2.3 MOTILIDAD DE ENJAMBRE 

Las pendientes de las curvas de motilidad de enjambre fueron significativamente inferiores 

comparadas con el control positivo en los tratamientos de la bacteria patógena tratada con 

los extractos crudos de P. gymnospora (0.14 ppm y 14.0 ppm) (Gráfico 19, Tabla I0). 

Particularmente, la mayor concentración de P. gymnospora (14 ppm) indujo la mínima 
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motilidad (91% de reducción de la pendiente comparado con la del control positivo), 

siendo inclusive significativamente menor comparada con el resto de los tratamientos 

(Gráfico 19, Tabla I0). Las pendientes de la motilidad de enjambre de la bacteria patógena 

tratada con los extractos crudos de S. natans no mostraron diferencias significativas 

comparadas con el control positivo, a ninguna de las concentraciones evaluadas (Gráfico 

19, Tabla I0). Sin embargo, la motilidad de la bacteria patógena tratada con los extractos 

crudos de I. galbana se redujo significativamente con relación al control, a todas las 

concentraciones evaluadas, con una reducción de la pendiente de motilidad de entre 18 y 

26% (Gráfico 20, Tabla X). Por otro lado, solamente la concentración más alta de T. 

weissflogii (14 ppm) redujo significativamente la motilidad (28% de reducción comparado 

con el control positivo) de la bacteria patógena (Gráfico 20, Tabla I0). 
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Gráfico 19. Diámetros de los halos de motilidad de enjambre (promedio ± error estándar, 
n = 6) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres 
concentraciones de extractos crudos de macroalgas. Control (control positivo, bacteria no 
tratada).  
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Gráfico 20. Diámetros de los halos de motilidad de enjambre (promedio ± error estándar, 
n = 6) de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 tratada con tres 
concentraciones de extractos crudos de microalgas. Control (control positivo, bacteria no 
tratada).  
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Tabla X. Motilidad de enjambre de la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2 
tratada con tres concentraciones de extractos crudos de macroalgas y microalgas, y 
estimada con las pendientes (promedio ± error estándar, n = 6) de la fase exponencial 
linealizada de las curvas de motilidad (Gráficos 19 y 20). Control (control positivo, bacteria 
no tratada). Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre pendientes 
según ANOVA de una vía. 
 

Tipos de extracto crudo 
Concentración 

(ppm) 
Pendiente  

(mm/hora) 

P. gymnospora   

0.14 2.70 ± 0.06 b 

1.4 3.85 ± 0.10 de 

14 0.38 ± 0.22 a 

S. natans  

0.14 4.52 ± 0.22 ef 

1.4 4.82 ± 0.10 f 

14 4.39 ± 0.19 ef 

 
I. galbana 

0.14 3.50 ± 0.05 cd 

1.4 3.50 ± 0.06 cd 

14 3.17 ± 0.28 bcd 

T. weissflogii 

0.14 4.73 ± 0.14 f 

1.4 4.56 ± 0.14 ef 

14 3.08 ± 0.11 bc 

Control positivo 4.27 ± 0.06 ef 

 
 

3.2.4 ANÁLISIS DE TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE 
MACROALGAS Y MICROALGAS EN P. vannamei 

Ninguno de los extractos crudos de microalgas y de macroalgas mostraron efectos tóxicos, 

ni para hemocitos (prueba in vitro de MTT, Tabla XI), ni para postlarvas de camarón (prueba 

in vivo de desafío, Tabla I2), a ninguna de las concentraciones evaluadas. 
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Tabla XI. Resultados de la prueba in vitro de toxicidad de MTT en hemocitos de camarón 
P. vannamei tratados con tres concentraciones de extractos crudos de macroalgas y 
microalgas. Valores de unidades de absorbancia medido a OD620 nm están expresados como 
promedio (± error estándar, n = 6). Control positivo (hemocitos no tratados). Letras iguales 
indican diferencias no significativas (p > 0.05) según prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.  
 

Tipo de extracto crudo 
Concentración 

(ppm) 
Unidades de absorbancia 

P. gymnospora   

0.14 0.074 ± 0.011 a 

1.4 0.096 ± 0.018 a 

14 0.074 ± 0.009 a 

S. natans  

0.14 0.598 ± 0.164 a 

1.4 0.317 ± 0.157 a 

14 0.214 ± 0.042 a 

 
I. galbana 

0.14 0.439 ± 0.077 a 

1.4 0.541 ± 0.142 a 

14 0.254 ± 0.060 a 

T. weissflogii 

0.14 0.108 ± 0.029 a 

1.4 0.101 ± 0.020 a 

14 0.079 ± 0.003 a 

Control positivo 0.084 ± 0.030 a 

 
Tabla XII. Resultados de la prueba in vivo de toxicidad de extractos crudos de macroalgas y 
microalgas en postlarvas de camarón P. vannamei (PL9). Valores de supervivencia están 
expresados como promedio (± error estándar). Control (postlarvas de camarón sin 
exposición a ningún extracto). Letras iguales indican diferencias no significativas (p > 0.05) 
según análisis de ANOVA de una vía. 

Tipo de extracto crudo 
Concentración 

(ppm) 
Supervivencia  

(%) 

P. gymnospora  
1.4 87.3 ± 5.0 a 

14 90.0 ± 2.6 a 

S. natans  
1.4 92.0 ± 1.9 a 

14 96.0 ± 1.9 a 

I. galbana 
1.4 87.3 ± 3.8 a 

14 92.7 ± 2.2 a 

T. weissflogii 
1.4 92.7 ± 2.7 a 

14 84.7 ± 2.3 a 

Control 90.0 ± 4.2 a 
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3.2.5 PRUEBA DE DESAFÍO DE POSTLARVAS DE CAMARÓN P. vannamei 
TRATADAS CON EXTRACTOS CRUDOS E INFECTADAS CON LA 
BACTERIA PATÓGENA V. parahaemolyticus 

Las postlarvas de camarón tratadas con las concentraciones más bajas (0.14 ppm) de las 

microalgas T. weissflogii e I. galbana mostraron las más altas supervivencias acumuladas al 

finalizar el desafío experimental (90.6 ± 4.2% y 88.3 ± 3.1%, respectivamente), siendo 

significativamente superiores al control positivo (66.0 ± 2.5%, postlarvas infectadas y no 

tratadas con ningún tipo de extracto (Gráficos 21 y 22, Tabla I3). Así, las supervivencias 

acumuladas de las postlarvas de camarón de estos dos tratamientos fueron 24.6% y 22.3% 

superiores al control positivo (Gráfico 22, Tabla I3). En forma consistente, las postlarvas de 

estos dos tratamientos, así como las postlarvas que recibieron administración de P. gymnospora 

a 14 ppm, presentaron los tiempos promedios de supervivencias más altos, siendo también 

significativamente superiores al control positivo (Gráficos 21 y 22, Tabla I3). Los tiempos 

promedios de supervivencia de las postlarvas de camarón tratadas con la siguiente 

concentración más baja (1.4 ppm) de los extractos crudos de las dos microalgas también 

fueron significativamente superiores comparadas con el control positivo (Gráfico 22, Tabla 

I3). En el mismo sentido, los tiempos promedios de supervivencia de las postlarvas que 

recibieron administración a 1.4 ppm de P. gymnospora, así como las postlarvas de camarón 

tratadas con las dos concentraciones más altas de S. natans también tuvieron tiempos 

promedios de supervivencia significativamente superiores a control positivo (Gráficos 21, 

Tabla XII). Al finalizar el desafío experimental la supervivencia de las postlarvas del control 

negativo fue 94.4 ± 1.1 % 
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Gráfico 21. Supervivencia acumulada de postlarvas P. vannamei tratadas con tres 
concentraciones de extractos crudos de macroalgas (PL 11 - PL12) e infectadas (PL 13) 
con la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2. Control positivo (postlarvas no 
tratadas pero infectadas). Control negativo (postlarvas no tratadas ni infectadas).   
 

50

60

70

80

90

100

4 8 12 16 20 24 28 32

S
up

er
v
iv

en
ci

a 
(%

)

Tiempo post-infección (horas)

Control negativo
14 ppm
1,4 ppm
0,14 ppm
Control positivo

P. gymnospora

50

60

70

80

90

100

4 8 12 16 20 24 28 32

S
up

er
v
iv

en
ci

a 
(%

)

Tiempo post-infección (horas)

Control negativo
14 ppm
1,4 ppm
0,14 ppm
Control positivo

S. natans



 

86 
 

 

 
 
 
Gráfico 22. Supervivencia acumulada de postlarvas P. vannamei tratadas con tres 
concentraciones de extractos crudos de microalgas (PL 11 - PL12) e infectadas (PL 13) 
con la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa Ba94C2. Control positivo (postlarvas no 
tratadas pero infectadas). Control negativo (postlarvas no tratadas ni infectadas).  
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Tabla XIII. Tiempo promedio de supervivencia y supervivencia acumulada a 32 horas post 
infección de postlarvas P. vannamei (PL 14) tratadas con tres concentraciones de extractos 
crudos de microalgas y macroalgas (PL11 – PL12) e infectadas con la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa Ba94C2 (PL13). Control positivo (postlarvas no tratadas pero 
infectadas). Letras distintas en el tiempo promedio de supervivencia y supervivencia 
acumulada indican diferencias significativas (p < 0.05) según análisis de supervivencia de 
Kaplan-Meier y ANOVA de una vía, respectivamente. 
 

Tipo de extracto 
crudo 

Concentración 
(ppm) 

Tiempo promedio de 
supervivencia 

(horas) 

Supervivencia 
acumulada  

(%) 

P. gymnospora  

0.14 31.6 ± 0.7 abc 79.3 ± 7.8 ab 

1.4 32.7 ± 0.6 cd 82.2 ± 2.0 ab 

14 34.1 ± 0.4 d 82.2 ± 3.7 ab 

S. natans 

0.14 30.6 ± 0.8 ab 64.0 ± 7.1 ab 

1.4 32.8 ± 0.6 cd 82.8 ± 3.6 ab 

14 32.9 ± 0.5 bcd  80.3 ± 5.6 ab 

 
I. galbana 

0.14 34.1 ± 0.4 d 88.3 ± 3.1 b 

1.4 32.9 ± 0.5 bcd 81.1 ± 5.3 ab 

14 31.4 ± 0.6 ab 82.0 ± 4.6 ab 

T. weissflogii 

0.14 34.4 ± 0.4 d 90.6 ± 4.2 b  

1.4 33.6 ± 0.5 cd 83.9 ± 3.8 ab  

14 31.9 ± 0.6 abc 73.9 ± 3.7 ab 

Control positivo 30.6 ± 0.7 a  66.0 ± 2.5 a 

 

Los resultados del análisis de PCR mostraron que las postlarvas del lote inicial fueron 

negativas para la presencia de los genes PirAB causantes de AHPND. En tanto que todas 

las muestras de los tratamientos y control infectados fueron positivas, mostrando la 

infección por V. parahaemolyticus causante de AHPND; mientras que el control negativo 

mostró ausencia de infección. El anexo 2 muestra los resultados del análisis histopatológico. 

Las postlarvas del lote inicial no presentaron lesiones histopatológicas compatibles con 

AHPND, ni con ninguna otra enfermedad emergente de camarón (Anexo 2). La mayoría de 

las postlarvas que recibieron tratamiento con P. gymnospora, especialmente a 14 ppm 

mostraron, tanto túbulos del hepatopáncreas en condiciones normales (flecha verde, Gráfico 
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23a y 23b), como túbulos hipertrofiados en grados leve y medio (flecha azul, Gráficos 23a y 

23b). La mayoría de las postlarvas tratadas con S. natans presentaron una severa necrosis de 

los túbulos del hepatopáncreas, característicos de la fase de transición (fase intermedia) de 

AHPND (flecha negra, Gráficos 23 c y 23d). Mientras que las postlarvas tratadas con I. 

galbana, aunque mostraron lesiones típicas de AHPND en grado leve, también presentaron 

túbulos hepatopancreáticos hipertrofiados (flecha azul Gráfico 23e y 23f) y necrosis en el 

epitelio del intestino (flecha roja, Gráficos 23e y 23f).  

Las postlarvas tratadas con T. weissflogii, a concentraciones de 14 ppm, y 1.4 ppm mostraron 

lesiones típicas de AHPND. En tanto que, la mayoría de las postlarvas tratadas con 0.14 

ppm de T. weissflogii no mostraron lesiones de la enfermedad, exhibiendo más bien una 

predominancia de hipertrofia en los túbulos del hepatopáncreas con diferentes grados de 

afectación (flechas azul, Gráficos 24g y 24h). El análisis histopatológico también confirmó 

la afectación por AHPND en las postlarvas del control positivo, con severas necrosis en los 

túbulos del hepatopáncreas, provocando la pérdida completa de la estructura de los túbulos, 

principal característica de la fase terminal de la enfermedad (Gráficos 24i y 24j). Además, la 

mayoría de las postlarvas del control positivo también presentaron otras lesiones típicas de 

la fase terminal de la enfermedad: infiltraciones hemocíticas, melanización y nódulos 

hemocíticos, causadas por infecciones bacterianas (Gráficos 24i y 24j). 
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Gráfico 23. Secciones histológicas teñidas con soluciones de hematoxilina y eosina de 
postlarvas P. vannamei sobrevivientes al desafío. Postlarvas tratadas con: extracto crudo de P. 
gymnospora (a) 4X, (b)10X; extracto crudo de S. natans (c) 4X, (d)10X; extracto crudo de I. 
galbana (e) 4X, (f)10X. 
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Gráfico 24. Secciones histológicas teñidas con soluciones de hematoxilina y eosina de 
postlarvas P. vannamei sobrevivientes al desafío. Postlarvas tratadas con: extracto crudo de T. 
weissflogii (g) 4X, (h)10X, y control positivo (i) 4X, (j)10X.   
  

h g 

i j 
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3.2.6 EFECTO DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE MACROALGAS Y 
MICROALGAS SOBRE LA ACUMULACIÓN RELATIVA DE TRANSCRITOS 
DE GENES DE LA RESPUESTA INMUNE EN POST LARVAS P. vannamei 

Se observó un efecto significativo de la administración de los extractos crudos al cultivo de 

las postlarvas de camarón sobre la expresión de los genes de la respuesta inmune (Tabla 

XIV). Así, la expresión del péptido antimicrobiano peneidina (Pen-4) fue significativamente 

superior en el tratamiento de I. galbana a la concentración más baja (0.14 ppm), mientras que 

en el resto de los tratamientos se observó una reducción significativa comparado con el 

control positivo (Tabla XIV). No se observaron diferencias significativas en la expresión del 

péptido antimicrobiano crustina en los tratamientos de extractos crudos en comparación 

con el control positivo, excepto en los tratamientos de administración de extractos crudos 

de I. galbana a 0.14 ppm y 1.4 ppm, donde se evidenciaron reducciones significativas 

comparadas con el control positivo (Tabla XIV).  

Por otro lado, las expresiones relativas de los genes proPO-I y proPO-II, en las postlarvas 

que recibieron administración con T. weissflogii a la concentración más baja (0.14 ppm) fueron 

notablemente superiores comparadas con el control positivo, estando entre 19.20 y 305.76 

veces más expresados en comparación con el control positivo (Tabla XIV). Mientras que no 

se evidenciaron diferencias significativas en las expresiones de proPO-I en el resto de los 

tratamientos comparado con el control positivo (Tabla XIV). Además, la administración de 

P. gymnospora (tres concentraciones evaluadas), S. natans (0.14 ppm y 1.4 ppm), I. galbana (0.14 

ppm) y T. weissflogii (14 ppm) produjeron  incrementos significativo en la expresión de 

proPO-II comparado con el control positivo (Tabla XIV). 
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Tabla XIV. Expresión diferencial de genes de la respuesta inmune (promedios ± desviación 
estándar, n = 3) de postlarvas P. vannamei (relativa al gen housekeeping β-actin) que recibieron 
administración de extractos crudos relativa al control positivo (postlarvas no tratadas pero 
infectadas). Para cada gen, letras distintas indican diferencias significativas a p < 0.05 según 
ANOVA de una vía. 
 

Tipos de extracto 
crudo 

Concentración 
(ppm) 

Pen4 Crustin ProPO-I ProPO-II 

P. gymnospora   

0.14 0.00 ± 0.00 a 0.94 ± 0.29 b 2.75 ± 0.43 a 5,51 ± 1,01 fg 

1.4 0.00 ± 0.00 a 1.43 ± 0.17 bc 3.13 ± 0.05 a 7.49 ± 0.13 gh 

14 0.00 ± 0.00 a 1.19 ± 0.10 bc 2.55 ± 0.2 a 2.7 ± 1.06 def 

S. natans  

0.14 0.00 ± 0.00 a 0.29 ± 0.01 b 1.45 ± 0.15 a 3.09 ± 0.98 ef 

1.4 0.00 ± 0.00 a 0.90 ± 0.96 b 2.55 ± 0.63 a 15.23 ± 1.31 h 

14 0.00 ± 0.00 a 0.48 ± 0.03 b 1.46 ± 0.18 a 2.27 ± 1.53 cde 

 
I. galbana 

0.14 2.61 ± 0.26 d  0.00 ± 0.00 a 1.47 ± 0.09 a 2.56 ± 0.32 def 

1.4 0.69 ± 0.14 b 0.00 ± 0.00 a 0.67 ± 0.14 a 1.18 ± 0.05 cd 

14 0.00 ± 0.00 a 0.40 ± 0.05 b 0.53 ± 0.07 a 0.43 ± 0.05 b 

T. weissflogii 

0.14 0.07 ± 0.02 a 10.31 ± 9.56 c 19.2 ± 12.42 b 305.76 ± 24.77 i 

1.4 0.00 ± 0.00 a 0.88 ± 0.51 b 3.01 ± 0.39 a 0.08 ± 0.04 a 

14 0.00 ± 0.00 a 0.34 ± 0.24 b 0.71 ± 0.56 a 4.66 ± 0.44 fg 

Control positivo 1.01 ± 0.19 c 1.00 ± 0.07 bc 1.01 ± 0.17 a 1.00 ± 0.06 c 

 

3.2.7 DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS DE EXTRACTOS CRUDOS 
DE MICROALGAS Y MACROALGAS POR ANÁLISIS DE 
CROMATOGRAFÍA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS (CG-EM) 

La caracterización de los componentes de los extractos crudos de macro y microalgas 

marinas realizado mediante CG-EM mostró una gran variedad de compuestos presentes 

en los extractos de macro y microalgas, como se detalla en las Tablas XV y XVI. En T. 

weissflogii, se observó una variedad de compuestos, incluidos hidrocarburos alifáticos 

(terpenoides), ácidos orgánicos, aminoácidos y alcoholes. En particular, hubo una 

presencia predominante (en términos de porcentaje de área) de compuestos como el éster 

etílico del éster etílico del ácido 9-hexadecanoico (1.28 ± 0.23%), éster etílico del ácido 
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hexadecanoico (1.35 ± 0.16%), ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (1.76 ± 0.57%), 

ácido tetradecanoico (2.02 ± 0.12%) y ácido cis-9-hexadecenoico (5.05 ± 0.94%). Además, 

los componentes menores (cobertura ≤ 1%) incluyeron ácido 2-amino-3-metilbutanoico 

(0.35 ± 0.01%), ácido (2S)-pirrolidina-2-carboxílico (0.26 ± 0.02%), entre otros. 

En cambio, I. galbana exhibió la mayor diversidad de compuestos químicos entre los 

extractos. Se observaron hidrocarburos alifáticos (terpenoides), compuestos halogenados, 

aminoácidos, ésteres, ácidos grasos, azúcares (carbohidratos) y compuestos aromáticos. El 

compuesto con mayor área de cobertura fue ácido tetradecanoico (3.24 ± 0.16%), seguido 

de ácido 2-(palmitoiloxi) propanoico (2.39 ± 0.07%), ácido trans-13-octadecenoico (2.14 

± 0.08%), ácido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico (1.93 ± 0.05%). Además, se 

evidenció la presencia de heneicosano (1.18 ± 0.05 %) y ácido 1H-indol-1-acético (1.01 ± 

0.04 %). 

Dentro de las macroalgas, el extracto crudo de S. natans presentó hidrocarburos alifáticos, 

ácidos grasos, compuestos aromáticos y ácidos grasos, con compuestos notables que 

incluyen, octadecanoico (4.17 ± 0.12%), ácido 2-hidroxi-1,2,3-propanotriéster de ácido 

octadecanoico (2.99 ± 0.32%), 10-etil-1,8-difenilantraceno (2.95 ± 0.04%), y ácido 2-(2-

hidroxipropil), junto con otros componentes con una cobertura inferior al 1.0%.  

En tanto, P. gymnospora exhibió grupos identificados como ácidos grasos, hidrocarburos 

alifáticos (terpenoides), compuestos aromáticos y esteroides, siendo los compuestos 

destacados: 6,10-metanonorandrost-4-eno-3,17-diona-6-metoxi (7.67 ± 0.27%), éster 1-

metiletílico del ácido dodecanoico (2.71 ± 0.07%), 2,6-di-terc-butil-4-

metilfenoximetanoquinona (1.69 ± 0.06%), junto con otros constituyentes con una 
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cobertura inferior al 1.0%. Estos resultados análisis mostraron la diversa gama de 

compuestos presentes en los extractos de algas marinas. 
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Tabla XV. Identificación de compuestos de macroalgas. El porcentaje de área (± DE) indica la abundancia relativa del compuesto. 
La asignación de las estructuras químicas se efectuó por comparación de los espectros de masas con las bibliotecas Wiley. 9na edición 
y NIST 2011 escogiendo aquellos compuestos que presentaron más del 90% de confiabilidad.  
 

Extracto de 
macroalgas 

Grupo Químico Molécula (IUPAC) 
Tiempo de 
retención 
(minutos) 

Porcentaje de 
Área ± DE 

Formula Empírica 
Masa 
Molecular 

 S. natans 

Hidrocarburos Alifáticos 2,6-dimetilundecano 10.86 0.33 ± 0.02  C13H30 184 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4-metildodecano 11.08 0.29 ± 0.01  C13H27   184 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4,6-dimetildodecano 11.88 0.38 ± 0.03  C14H28  198 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Tetradecano 15.66 0.22 ± 0.01  C14H28  198 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 2,6,10,14-tetrametilheptadecano 17.16 0.43 ± 0.02  C21H46   296 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 11-(1-etilpropil) heneicosano 23.67 0.40 ± 0.01  C26H56  366 

Ácido Graso Ácido tetradecanoico 25.88 0.31 ± 0.01  C14H28O2  228 

Compuestos aromáticos  10-etil-1,8-difenilantraceno 37.09 / 2.95 ± 0.04 C28H25 330 

Compuestos grasos  Ácido 2-(2-hidroxipropil) octadecanoico 38.87 4.17 ± 0.12 C19H38O4 330 

Ácido Graso 
Ácido 2-hidroxi-1,2,3-propanotriéster de ácido 
octadecanoico 

41.69 2.99 ± 0.32 C19H38O4 358 

P. gymnospora 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4,6-dimetildodecano 11.34 0.32 ± 0.01 C14H30 198 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Hexadecano 12.67 0.13 ± 0.00 C16H34 226 

Compuestos aromáticos 2,6-di-terc-butil-4-metilfenoximetanoquinona 17.36 1.69 ± 0.06 C15H22O  218 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4-metiltetradecano 17.48 0.67 ± 0.02 C15H32 212 

Compuestos aromáticos Ácido 1,3,5-triazín-2,4,6-triol 20.63 0.45 ± 0.04 C3H3N3O3  129 

Ácido graso   Ácido dodecanoico, 1-metiletil éster 21.06 2.71 ± 0.07 C15H28O2 242 

Ácido graso   Ácido dodecanoico 21.66 0.06 ± 0.01 C12H24O2  200 

Ácido graso   Ácido tetradecanoico 25.87 0.90 ± 0.02 C14H28O2  228 
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Extracto de 
macroalgas 

Grupo Químico Molécula (IUPAC) 
Tiempo de 
retención 
(minutos) 

Porcentaje de 
Área ± DE 

Formula Empírica 
Masa 
Molecular 

Esteroides 
6-metoxiesteroide 6,10-metano-norandrost-4-eno-
3,17-diona 

29.75  7.67 ± 0.27 C21H28O3 298 

Ácido graso   Ácido heptadecanoico 31.54 0.47 ± 0.02 C17H34O2 270 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Heptadecano 34.75 0.20 ± 0.02 C17H36 240 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Octadecano 41.78 0.14 ± 0.01 C18H36 254 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Eicosano 44.62 0.12 ± 0.01 C20H42 282 
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Tabla XVI. Identificación de compuestos de microalgas. El porcentaje de área (± DE) indica la abundancia relativa del compuesto. 
La asignación de las estructuras químicas se efectuó por comparación de los espectros de masas con las bibliotecas Wiley. 9na edición 
y NIST 2011 escogiendo aquellos compuestos que presentaron más del 90% de confiabilidad.  
 

Extracto de 
microalga 

Grupo Químico Molécula (IUPAC) 
Tiempo de 
retención 
(minutos) 

% Área ± DE Formula Empírica 
Masa 
Molecular 

T. weissflogii  

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Tridecano 10.56  0.26 ± 0.02  C13H28 184 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4-metildodecano 11.09 0.17 ± 0.02  C13H28   184 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 1-Iodo-2-metilundecano 
11.72   0.13 ± 0.02  C12H27I 296 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4,6-Dimetildodecano 11.89 0.25 ± 0.05  C14H30 198 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 2,4-Dimetilundecano 12.12  0.60 ± 0.10  C13H28 184 

Aminoácido Ácido 2-amino-3-metilbutanoico 12.84  0.35 ± 0.01   C6H13NO2 131 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Hexadecano 13.01  0.10 ± 0.01  C16H34 226 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 1-Iodo-2-metilnonano 13.28  0.17 ± 0.01  C10H21I  268 

Acido orgánico  Ácido 1-hidroxiciclohexano-1-carboxílico 
13.87  0.25 ± 0.04  C7H12O3 144 

Hidrocarburos Alifáticos Tetradecano 
15.66  0.15 ± 0.03  C14H30  198 

Aminoácido Ácido (2S)-pirrolidina-2-carboxílico 18.48  0.26 ± 0.02  C5H9NO2  115 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 1-yodo-2-metilundecano 20.68  0.22 ± 0.08  C12H25I  296 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 2,6,10,14-tetrametilpentano 21.57  0.26 ± 0.03  C20H42   282 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Éster etílico del ácido tetradecanoico 24.73  0.24 ± 0.00  C16H32O2  256 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Ácido tetradecanoico 25.88  2.02 ± 0.12  C14H28O2  228 

Hidrocarburos Alifáticos Ácido pentadecanoico 27.85  0.37 ± 0.13  C15H30O2  242 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Ácido etílico del ácido 9-hexadecanoico 28.31  1.28 ± 0.23  C18H34O2  282 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Ácido etílico del ácido hexadecanoico 28.75  1.35 ± 0.16  C18H36O2 284 
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Extracto de 
microalga 

Grupo Químico Molécula (IUPAC) 
Tiempo de 
retención 
(minutos) 

% Área ± DE Formula Empírica 
Masa 
Molecular 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Ácido cis-9-hexadecenoico 29.33  5.05 ± 0.94  C16H30O2  254 

Alcohol (Terpenoids) 3,7,11,15-tetrametilhexadecan-1-ol 32.07  0.35 ± 0.09  C20H40O  296 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 
Éster metílico del ácido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico 

34.62  0.43 ± 0.13  C20H30O2  330 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 35.39  1.76 ± 0.57  C20H30O2  302 

I. galbana 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4-metil-dodecano 11.09 0.21 ± 0.02  C13H28  184 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 4,6-dimetil-dodecano 11.89 0.31 ± 0.00  C14H30   198 

Aminoácido Ácido 2-amino-3-metilbutanoico 12.85 0.28 ± 0.00  C6H13NO2  131 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) 2-metil-tridecano 14.74 0.15 ± 0.01  C14H20  198 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Tetradecano 15.66 0.22 ± 0.01  C14H30  198 

Esteres  Ácido etanoico (2-phenyl-1-propenyl) éster 16.78 0.53 ± 0.07  C18H20O2  176 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Pentadecano 17.38 0.21 ± 0.01  C15H32  212 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Hexatriacontano 17.72 0.49 ± 0.03  C36H74  507 

Aminoácido (2S)- pirrolidina -2-carboxílico 18.48 0.30 ± 0.01  C5H9NO2 115 

Hidrocarburos Alifáticos 2-metil-pentadecano 19.64 0.15 ± 0.04  C16H34 226 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Hexadecano 20.50 0.15 ± 0.01  CH₃(CH₂)₁₄CH₃. 226 

Azucares (Carbohydrates) D-α-D-ribofuranosa 21.61 0.82 ± 0.02  C5H10O5 150 

Hidrocarburos Alifáticos Octadecano 24.89 0.17 ± 0.04  C18H38  254 

Compuesto halogenado  2-bromododecano 25.63 0.21 ± 0.06  C12H25Br  249 

Ácidos Grasos Ácido tetradecanoico 25.88 3.24 ± 0.16  C14H28O2   228 

Compuestos aromáticos  Ácido 1H-indol-1-acético 29.31 1.01 ± 0.04  C10H11NO2  175 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Heneicosano 31.12 1.18 ± 0.05  C21H44  296 
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Extracto de 
microalga 

Grupo Químico Molécula (IUPAC) 
Tiempo de 
retención 
(minutos) 

% Área ± DE Formula Empírica 
Masa 
Molecular 

Ácidos Grasos Ácido 9,12-octadecadienoico 32.68 0.59 ± 0.03  C18H32O2  280 

Ácidos Grasos Ácido trans-13-octadecenoico 32.79 2.14 ± 0.08  C18H34O2  282 

Compuestos fitoquímicos  2,6,10,14-tetramethylpentadecane 34.76 0.52 ± 0.01  C20H42O  282 

Hidrocarburos Alifáticos (Terpenoids) Eicosano 38.12 0.71 ± 0.02  C20H42 282 

Compuestos fitoquímicos Ácido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico 38.25 1.93 ± 0.05  C22H32O2 328 

Compuestos fitoquímicos Ácido 2-(palmitoiloxi)propanoico 38.87 2.39 ± 0.07  C19H38O4  330 
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En este estudio se investigó el potencial terapéutico de dos especies de macroalgas (P. 

gymnospora y S. natans) y dos especies de microalgas (I. galbana y T. weissflogii) sobre postlarvas 

de camarón P. vannamei infectadas con una cepa patógena de V. parahaemolyticus causante de 

AHPND. La investigación se realizó a través de dos estudios, empleando dos tipos de 

extractos distintos e independientes entre sí. En el primer estudio se prepararon extractos 

de auxinas, ricos en IAA, de las dos especies de macroalgas, y se evaluaron sus efectos sobre 

la virulencia de V. parahaemolyticus causante de AHPND en postlarvas P. vannamei. Los 

extractos ricos en IAA de P. gymnospora y S. natans disminuyeron los factores de virulencia de 

V. parahaemolyticus (producción de exopolisacáridos, motilidad y expresión relativa de genes 

de virulencia). En particular, el extracto rico en IAA de P. gymnospora (20 µg/L) destacó en la 

prueba de desafío con la bacteria patógena tratada, mostrando una supervivencia acumulada 

y un tiempo promedio de supervivencia de las postlarvas significativamente superiores al 

control positivo. En el segundo estudio se prepararon extractos totales (crudos) de las cuatro 

especies de algas y se evaluaron sus efectos sobre la virulencia de V. parahaemolyticus y la 

expresión de los genes de la respuesta inmune de las postlarvas infectadas con la bacteria 

patógena tratada. Los extractos crudos de I. galbana redujeron la virulencia de V. 

parahaemolyticus, disminuyendo los niveles de formación de biopelículas a la concentración 

más alta evaluada (14 ppm), y la motilidad de enjambre a todas las concentraciones evaluadas. 

En la prueba de desafío, la supervivencia acumulada y el tiempo promedio de supervivencia 

de las postlarvas fueron significativamente superiores al control positivo cuando recibieron 

el tratamiento del extracto crudo de I. galbana a la concentración más baja (0.14 ppm). El 

extracto crudo de T. weissflogii disminuyó la producción de biopelículas y la motilidad de 

enjambre de V. parahaemolyticus a la concentración más alta (14 ppm). En la prueba de 

desafío, las postlarvas tratadas con el extracto crudo de T. weissflogii presentaron una 

supervivencia acumulada y un tiempo promedio de supervivencia significativamente 

superiores al control positivo a la menor concentración (0.14 ppm). Todos los cuatro 

extractos crudos incrementaron la expresión de los genes de la respuesta inmune de las 

postlarvas supervivientes a la infección.  

Identificamos que dos especies de algas pardas (P. gymnospora y S. natans) representan una 

fuente importante de IAA, exhibiendo una capacidad antivirulenta efectiva contra V. 
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parahaemolyticus causante de AHPND en postlarvas P. vannamei. Las auxinas son un grupo 

de fitohormonas conformadas en un 90% de IAA que cumplen la función de regulación 

del crecimiento de tejidos vegetales y señalización en células procariotas, esta molécula ha 

sido reportado en varios reinos (vegetal, monera, protista y fungi) (Lee et al., 2007; Lee et 

al., 2015a; Lee et al., 2015b; Zhang et al., 2019). En algas marinas se ha reportado la 

presencia de auxinas y análogos de indol en otros géneros de macroalgas pardas (Macrocystis 

y Laminaria), así como en algas rojas (Botryocladia), verdes (Enteromorpha, Chlorella y 

Cladophora), y también en cianobacterias (Oscillatoria) (Shoubaky & Salem, 2016).  

El IAA en procariotas es producido por la vía del triptófano, mediado por la expresión del 

gen tnaA, para la producción de triptofanasa que actúa sobre L-triptófano (Li et al., 2014). 

El IAA posee funciones de señalización extracelular de detención de QS ligados a la 

fisiología y virulencia bacteriana (Zhang et al., 2017). El IAA interfiere con el autoinductor 

acilo homoserina lactona (AHL) en las bacterias gram-negativas Acinetobacter oleivorans, 

Chromobacterium violaceum, Pseudomonas chlororaphis y S. marcescens (Kim & Park., 2013; 

Hidalgo-Romano et al., 2014). Particularmente, el IAA reduce la actividad de los factores 

de virulencia en V. campbellii, un patógeno de organismos acuícolas (Yang et al., 2017 b; 

Zhang et al., 2017).  

La síntesis de EPS es un proceso fundamental para la virulencia bacteriana, requerido para 

la adhesión y estabilidad de las células microbianas, y con ello crear un microambiente 

propicio para el desarrollo celular, formando una barrera protectora contra condiciones 

adversas. La secreción de diversos azucares necesarios para la virulencia bacteriana 

comprenden polisacáridos multifuncionales como polisacáridos intracelulares 

estructurales y extracelulares (EPS). El EPS comprende polímeros de alto peso molecular, 

generalmente formados por monosacáridos y otros sustituyentes no glucídicos (acetato, 

piruvato, succinato y fosfato). La sobreproducción de EPS confiere a la bacteria resistencia 

al estrés osmótico y oxidativo, agentes bactericidas o evasión de la fagocitosis mediante la 

elaboración de capsulas polisacáridas.  otorgando un estado de supervivencia importante 

en momentos críticos del ciclo de vida en ambientes adversos (Yildiz, 2007).  

En este estudio, la producción EPS, la motilidad de enjambre y la expresión de genes 

relacionada con la virulencia de V. parahaemolyticus disminuyeron significativamente 
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cuando recibieron los tratamientos de las tres fuentes de IAA comparados con el control 

positivo (bacteria no tratada con extractos de IAA). Se observó una disminución de la 

producción de EPS utilizando el IAA sintético y los extractos de macro y microalgas. 

Aunque la producción de EPS disminuyó en mayor proporción con el IAA sintético (en 

promedio 36 %), no lo hizo consistente a las cuatro concentraciones. Por el contrario, la 

producción de EPS de la bacteria V. parahaemolyticus tratada con los extractos de IAA de 

P. gymnospora disminuyó a las cuatro concentraciones (en promedio 17%); en tanto que 

para S. natans disminuyó 24% (promedio de las cuatro concentraciones). Resultados 

similares han sido observados para V. campbellii sometido a 200 µM de IAA, llegando a 

obtener la reducción de EPS de hasta 7 veces respecto al tratamiento control (bacteria sin 

tratamiento de IAA) (Yang et al., 2017). Adicionalmente, el tratamiento de IAA sintético 

disminuyó entre 1.5 y 2 veces la expresión de los genes vpsT y vpsR relacionados a la 

producción de EPS (Vibrio polysaccharide - VPS) durante la fase estacionaria de V. 

campbellii (cepa ATCC BAA-1116) con respecto al control (bacteria no tratada con IAA) 

Yang et al. (2017). 

Los EPS están fuertemente relacionados con la etapa inicial de la formación de la 

biopelícula debido a que ayudan a la agregación de células en la fase de maduración de la 

biopelícula provocando el abandono de la etapa planctónica. En el modelo de V. cholerae, 

el indol podría estar irrumpiendo alguna parte del proceso de trascripción de ScrA que 

traduce a pequeñas cantidades de proteínas que se unen al ScrB, complejo que activa al 

gen ScrC para sintetizar di-GMP cíclico (c-di-GMP) (Ayala & Silva-Benitez, 2016), el cual 

funciona activando reguladores relacionados a EPS o al polisacárido de la cápsula (CPS) 

(Liu et al., 2022). Si bien los EPS son fundamentales en la formación de las biopelículas, 

no son las únicas moléculas en participar en el proceso de virulencia, ya que otras 

moléculas, como celulosa, alginato, adhesinas y ácido colánico participan en la formación 

tridimensional y arquitectura de las biopelículas (Burtseva et al., 2021) durante la unión 

inicial a la superficie del tejido del huésped (superficie semisólida). Indol sintético y medio 

de cultivo rico en indol reducen significativamente (hasta 70%) la formación de 

biopelículas en cepas clínicas y ambientales de Listeria monocytogenes en comparación con 

los controles (Rattanaphan. et al., 2020a). Del mismo modo, co-cultivos mediante 
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inoculación simultanea de Escherichia coli con Burkholderia unamae expuestos a 

concentraciones menores a 0.5 mM de indol reprimen la formación de biopelículas de E. 

coli (Hashidoko & Kim., 2021). Hallazgos similares han sido reportados para otras bacterias 

como Klebsiella pneumoniae expuesta a indol y derivados (255 µM) (Yaikhan et al., 2019), 

Proteus mirabilis y Enterobacter cloacae (1 mM) (Rattanaphan et al., 2020b). Resultados 

similares se observan en varias cepas bacterianas del clado Harveyi luego de exposición con 

IAA (200 µM) (S. Zhang et al., 2021). Así, la formación de biopelículas de V. harveyi es 

reducida entre 25.8 y 60.1%, usando entre 10 a 30 µg/mL de ácido undecanoico (10 

μg/mL) junto con auxinas IAA y ácido indol-3-butírico (IBA), siendo la concentración 

más elevada la que induce mejores resultados en la inhibición de las biopelículas (Salini et 

al., 2019).  Estas observaciones contrastan con lo reportado en el presente estudio donde 

no se encontró disminución significativa de la formación de biopelículas para ninguna de 

las tres fuentes de IAA evaluadas. Los altos niveles de biopelículas observados en este 

estudio podrían explicarse por la biogénesis de otros tipos de azúcares como los 

lipopolisacáridos (LPS) de la superficie bacteriana (Tan et al., 2021) y las adhesinas de 

superficie (Karan et al., 2021), lo que a su vez podría inducir a una menor producción de 

EPS. No obstante, todos estos compuestos desempeñan roles cruciales en varias etapas 

de la formación de biopelículas, lo que podría mantener iguales los niveles de biopelículas 

en las bacterias tratadas y no tratadas con IAA. 

Cuando existe una total vida bentónica de la célula microbiana se inicia la motilidad 

flagelar, con varios procesos como la colonización, la adhesión y la formación de 

biopelículas (Khan et al., 2020), que a la población microbiana le permite la expansión 

sobre la superficie del tejido del huésped mediante la motilidad de enjambre. Nuestros 

resultados respecto a la hipótesis planteada en base al control de la motilidad mediada por 

IAA en V. parahaemolyticus fue confirmada. El IAA sintético provocó la disminución del 

16% de la motilidad de enjambre de V. parahaemolyticus, mientras que los extractos de IAA 

de P. gymnospora y S. natans disminuyeron 23% y 24%, respetivamente, confirmando la 

eficacia de los extractos de IAA de origen natural. Resultados similares han sido reportados 

por Yang. et al. (2017 b), logrando una reducción de motilidad de 2.7 veces a 200 µM de 

indol en V. campbellii. En tanto que, en L. monocytogenes se redujo la migración del 
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movimiento de enjambre de 53.9 mm a 51.8 mm (Rattanaphan.  et al., 2020a). En general, 

resultados similares de reducción de la motilidad se observaron en Vibrios del clado 

Harveyi: V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. campbellii (S. Zhang et al., 2021).  

El control genético de varios factores de virulencia está regulado por mecanismos de QS 

dependientes de la densidad celular controlada por moléculas AHL (Bassler et al., 1997; 

Swift et al., 2001). El sistema de QS para V. parahaemolyticus es análogo al de V. harveyi 

(Zhang et al., 2011). Este mecanismo modula los factores de virulencia como 

bioluminiscencia, formación de cápsulas, biopelícula, motilidad de enjambre, entre otros 

(Miller et al., 2002; Enos-Berlage et al., 2005). LuxR, máster regulador de QS en V. harveyi, 

inicia la trascripción de los reguladores de ARN pequeños (Qrr) que se dirigen al ARNm 

a la región no transcrita del ADN (UTR) 5' para estabilizar o desestabilizar la traducción 

de genes que controlan aphA a baja densidad celular (LCD) u opaR a alta densidad celular 

(HCD) (Zhang et al., 2011). El gen opaR se ha relacionado directamente a la producción 

de polisacáridos de la cápsula (CPS), formación de biopelículas, sistema de secreción tipo 

VI (T6SS-1) (Tu et al., 2010). OpaR es un regulador negativo de biopelícula a través de la 

modulación de c-di-GMP (Tu et al., 2010) y de la motilidad de natación y enjambre 

(Kalburge et al., 2017; Gregory et al., 2019). Además, la motilidad flagelar en V. 

parahaemolyticus es dual y está mediada por los flagelos polares para el movimiento de 

swimming en medio líquido y por los flagelos laterales para la motilidad en enjambre en 

medio semisólidos (swarming). 

En el presente estudio se observó la reducción de la expresión de los genes opaR y flaA, 

así como la de los genes PirA y PirB de V. parahaemolyticus causante de AHPND en todos 

los tratamientos de IAA, con un patrón en la expresión de PirB para las tres fuentes de 

IAA, consistente en una disminución directamente proporcional a la concentración 

evaluada. Así, en el tratamiento de IAA sintético se observó un decrecimiento en 44 veces 

de la expresión de PirB, mientras que los decrecimientos para los tratamientos de IAA de 

origen natural P. gymnospora y S. natans fueron de entre 6-12 y 4-7 veces, respectivamente. 

Aunque en general los factores de virulencia disminuyeron en mayor proporción en el IAA 

sintético, no lo hicieron en forma consistente a las cuatro concentraciones evaluadas. Por 

el contrario, los extractos de IAA de origen natural mostraron resultados consistentes. La 
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disminución de los factores de virulencia EPS y motilidad fueron semejantes en los 

extractos de IAA de origen natural. Sin embargo, es destacable la mayor disminución de 

la expresión de PirB en el extracto de IAA de P. gymnospora (12 veces) en comparación la 

reportada para S. natans (7 veces) a 20 µg/L. En forma consistente, el tratamiento de V. 

parahaemolyticus tratada con el extracto de IAA de P. gymnospora mostró un mejor desempeño 

que S. natans a 20 ug/L, siendo inclusive el de mejor desempeño en la prueba de desafío, 

con la supervivencia acumulada y el tiempo promedio de supervivencia de las postlarvas 

P. vannamei significativamente superiores al control positivo.  

En el presente estudio se cuantificó y detectó la presencia de IAA en muestras de 

macroalgas (Phaeophytas), encontrando una mayor concentración de IAA en el extracto 

de P. gymnospora (271 ± 4.15 ppm) comparado con el de S. natans (140 ± 15.3 ppm). Este 

resultado es consistente con la variabilidad en la concentración de auxinas en función de 

la especie, fase de crecimiento y factores ambientales del hábitat de las algas marinas 

(Yalçın et al., 2019). A nivel genético, si bien algunos tipos de algas no poseen el sistema 

de señalización de auxina nuclear (siglas en inglés AFB), y en algunos casos ausencia de la 

vía del indol pirúvico IPyA (Ulva mutabilis) (Morffy & Strader, 2018), estas macroalgas solo 

codifican procesos enzimáticos en las vías indol-3-acetaldoxima IAOx e indole-3-

acetaldehido IAAld, lo que sugiere que algunas especies de algas dependen de vías 

biosintéticas alternativas de producción de auxinas, como la presencia de genes 

relacionados a la producción de indol (genes YUCCA) y genes de triptófano 

aminotransferasa (siglas en inglés TAA) (Morffy & Strader, 2018).  

En este estudio se amplió el conocimiento sobre la versatilidad del IAA, permitiendo 

hipotetizar que los extractos de origen natural ricos en IAA ejercieron un efecto sobre la 

reducción de los factores de virulencia de V. parahaemolyticus, incluyendo los factores de 

virulencia PirA y PirB asociados a AHPND mediante la interferencia en el proceso de QS 

descrito en V. parahaemolyticus, mejorando la supervivencia de postlarvas de camarón P. 

vannamei expuestas a la infección. 

La necesidad de nuevas estrategias frente a enfermedades bacterianas emergentes de 

camarones exige la búsqueda de alternativa naturales a los antibióticos. Los compuestos 

activos de extractos de algas marinas (extractos crudos) son ideales por poseer propiedades 
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multifacéticas, que incluyen actividad antivirulencia contra patógenos microbianos (Tang 

et al., 2020), además de efectos inmunomoduladores en organismos en condición de 

infección (AftabUddin et al., 2021ª,). En este estudio se encontró que todos los extractos 

crudos estudiados produjeron la disminución de al menos un factor de virulencia, lo cual 

los convierten en potenciales productos para la disrupción de la virulencia de V. 

parahaemolyticus y para el control de AHPND. 

Los EPS son componentes fundamentales de las biopelículas, desempeñando un doble 

papel en la virulencia bacteriana (Zhang et al., 2023a; Zhang et al., 2023b) al facilitar la 

adhesión (Guo et al., 2020; Li et al., 2022) y proporcionar una matriz protectora (Pinto et 

al., 2020). Contrario a lo esperado, la aplicación de los extractos crudos de algas provocó 

un aumento significativo de la producción de EPS. Los extractos crudos algales podrían 

estar actuando en la formación de la matriz protectora contra los efectos adversos del 

ambiente (Hsieh & Allen, 2020; Singh et al., 2021). Esta observación podría indicar que 

ciertos compuestos pueden estimular inadvertidamente la síntesis de EPS, lo cual parece 

depender de la composición química del extracto (Sengupta et al., 2018). Además, la 

especificidad de la cepa bacteriana para la producción de EPS podría también estar 

influyendo. Serán necesarios realizar otros estudios para aclarar cuales son los mecanismos 

moleculares que estarían explicando la sobreproducción de EPS de V. parahaemolyticus de 

los extractos crudos de las algas evaluadas.  

En contraste, la formación de biopelículas de V. parahaemolyticus decreció 

significativamente con los tratamientos de extractos crudos de S. natans e I. galbana, con 

29% y 75%, respectivamente de reducción. En forma notable, el extracto crudo de T. 

weissflogii impidió la producción de biopelículas (reducción del 100%) de la bacteria 

patógena. Varios autores indican que extractos acuosos y etanólicos de algas de los géneros 

Sargassum (Peng et al., 2013; Stiger-Pouvreau et al., 2014; Ouattara et al., 2021) y Padina 

(Rahman et al., 2021) poseen moléculas interesantes como polisacáridos, polifenoles, 

taninos, catequinas, politerpenos, esteroles y compuestos fenólicos, como es el caso de P. 

gymnospora colectada en el Golfo de Mannar (India), donde la presencia de 

sesquiterpenoides como α-Bisabolol redujo la formación de biopelículas, controlando la 
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virulencia mediada por el sistema de QS en S. marcescens (Sethupathy et al., 2016; Rushdi et 

al., 2021).  

En contraste, nuestros resultados no mostraron eficacia de los extractos crudos de P. 

gymnospora para impedir la formación de biopelículas en V. parahaemolyticus. Sin embargo, 

cabe destacar la eficacia de ese extracto a la más alta concentración (14 ppm) para disminuir 

significativamente (91% comparado con el control positivo) la motilidad de enjambre de 

la bacteria patógena. Por su lado, los extractos crudos de las microalgas I. galbana y T. 

weissflogii produjeron en promedio reducciones de la motilidad de enjambre del 21% y 28%, 

respectivamente. Aunque se conoce que las especies de microalgas marinas C. saccharophila, 

N. oculata, N. atomus y T. suecica usadas en acuicultura son capaces de interferir en la 

comunicación de V. harveyi o V. parahaemolyticus, (Natrah et al., 2011) existe escasa 

información relacionada a la capacidad de antivirulencia de las microalgas, especialmente 

en el contexto de aplicación para la salud acuícola (Pozo et al., 2024). Ninguno de los 

extractos crudos fueron tóxicos para P. vannamei y no presentaron características 

antimicrobianas por lo que su uso no implicaría impacto ni presión de selección sobre la 

microbiota del sistema de producción.  

La estimulación del sistema inmune innato se logra a partir de un amplio y variado tipo de 

compuestos que en algunos casos están presentes en la membrana celular bacteriana como 

carbohidratos, lipopolisacáridos (LPS), β-glucanos, peptidoglicanos y compuestos 

fenólicos (Noble et al., 2023). Este proceso ocurre mediante la identificación específica 

por proteínas de reconocimiento de patrones (PRRs) que activa la cascada de serina 

proteinasa, que consecuentemente produce la escisión del proPO inactivo en PO activo 

como respuesta inmune (Amparyup et al., 2013). Así autores demuestran en ensayos con 

lipopolisacáridos el incremento de la respuesta inmune celular mediante la activación del 

sistema profenol oxidasa (Yan et al., 2022; Arayamethakorn et al., 2023; Noble et al., 2023). 

El extracto crudo de T. weissflogii a la menor concentración (0.14 ppm) mostró una 

significativa estimulación en la expresión de trascriptos de profenoloxidasa (proPO-I, 

proPO-II) en las postlarvas sobrevivientes comparado con el control positivo (postlarvas 

no expuestas), lo que indicó una respuesta inmune aumentada, facilitando la defensa contra 

patógenos bacterianos (Lee et al., 2020; Roy et al., 2020). Además, se encontró que la 
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expresión de proPO-II fue significativamente alta en varios tratamientos de los cuatro 

extractos crudos evaluados. En el caso de Peneidina, con excepción del extracto crudo de 

I. galbana a 0.14 ppm, la expresión no fue representativa y en todos los otros tratamientos 

se encontró notablemente suprimida. Probablemente este resultado se debe a que este 

péptido antimicrobiano se expresa según el mecanismo de defensa del organismo; fase de 

destrucción de la bacteria o cicatrización del tejido (Deris et al., 2020). Al estar altamente 

activo el sistema profenoloxidasa facilita la neutralización y limita la acción del patógeno, 

esta acción podría evitar que el dominio C-terminal rico en cisteína (C-terminal CRD) de 

Peneidina no entre en contacto con los receptores de dominio en la bacteria, así no sea 

reconocido por el sistema inmune del organismo, generando una retroalimentación 

negativa de trascrito de este péptido antimicrobiano (peneidina). Cabe destacar que, la 

mayoría de las postlarvas que recibieron 0.14 ppm de T. weissflogii no mostraron lesiones 

de AHPND, exhibiendo más bien una predominancia de hipertrofia en los túbulos del 

hepatopáncreas. El camarón P. vannamei depende principalmente de su sistema inmune 

innato para combatir los patógenos y generar una respuesta efectiva, siendo claves los 

PRRs que reconocen sitios moleculares conservados presentes en la superficie de los 

patógenos (PAMPs) (Anderson & Seijio, 2010; Kulkarni et al., 2020; Tran et al., 2022), y 

que desempeñan un papel crucial en el inicio de las respuestas inmunitarias al desencadenar 

cascadas de señalización posteriores para la regulación del sistema de respuesta inmune en 

P. vannamei.  

Los resultados de una mayor expresión de los de trascriptos de profenoloxidasa en las 

postlarvas que recibieron administración con 0.14 ppm de extracto crudo de T. weissflogii 

podría estar relacionados con la activación favorable de la respuesta humoral del sistema 

inmune. En forma consistente, este tratamiento de extracto crudo fue uno de los dos con 

mejor desempeño en la prueba de desafío, lo cual fue evidente tanto para la supervivencia 

acumulada como en el tiempo promedio de supervivencia. Además, el incremento 

significativo de la expresión de crustin en las postlarvas que recibieron este tratamiento 

marca el potencial de este extracto crudo para reforzar las defensas antimicrobianas, 

impidiendo potencialmente la proliferación de V. parahaemolyticus.  
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La presencia de moléculas como ácido tetradecanoico (ácido mirístico) y el ácido 

hexadecanoico (ácido palmítico), al igual que sus derivados reducen la virulencia bacteriana 

(Ibrahim et al., 2020; Kachhadia et al., 2022) disminuyendo la gravedad de las infecciones. 

Estos ácidos grasos pueden mejorar la función de las células inmunitarias logrando 

modular las vías de señalización y promover la producción de efectores inmunitarios en 

organismos acuáticos (He et al., 2020; Ren et al., 2020; Martins et al., 2023) generando una 

respuesta inmune más sólida. Los ácidos grasos pueden ser metabolizados para producir 

gran cantidad de energía (Li et al., 2024) y cumplir diversas funciones celulares. Más aun 

ciertos ácidos grasos poseen actividad antioxidante mediante interacción con especies 

reactivos de oxígeno (ROS) (Lu et al., 2024; Wu et al., 2024), evitando el estrés oxidativo 

y daño celular, así como la regulación de la expresión génica antioxidante mediante el ácido 

linoleico conjugado - CLA (Rakariyatham et al., 2024), la captación de radicales libres 

mediante el ácido 1-hidroxiciclohexano-1-carboxílico, ácido cis-9-hexadecenoico (Liang et 

al., 2023) y el butilhidroxitolueno BTH que inhibe la oxidación de los lípidos (Ungureanu 

et al., 2023). En el caso de la presencia de aminoácidos como L-isoleucina (Zan et al., 2023) 

y L-prolina (Lee et al., 2023) nos permite sugerir la existencia de vías adicionales en la 

modulación de la virulencia. Además, compuestos como el ácido indol-1-acético podrían 

actuar como inhibidores del sistema de detección de QS para la formación de EPS, 

formación de biopelículas, motilidad y otros factores importantes para la colonización y 

virulencia bacteriana (Defoirdt et al., 2017). En este estudio, se observó la presencia del 

ácido tetradecanoico en los cuatro extractos crudos, mientras que ácido hexadecanoico, 

ácido 1-hidroxiciclohexano-1-carboxílico y ácido cis-9-hexadecenoico estuvieron 

presentes solamente en T. weissflogii. Así mismo, los aminoácidos como Ácido 2-amino-3-

metilbutanoico y Ácido (2S)-pirrolidina-2-carboxílico (L-isoleucina y L-prolina) estuvieron 

presentes en los extractos crudos de las dos microalgas evaluadas. Además, el ácido indol-

3-acético estuvo presente en el extracto de I. galbana. Por su lado, el compuesto 2,6-di-terc-

butil-4-metilfenoximetanoquinona estuvo presente en el extracto crudo de P. gymnospora.  

Posiblemente estos compuestos podrían estar relacionados con buenos desempeños de 

los extractos crudos de las cuatro algas evaluadas. Especialmente estos resultados son 

consistentes con los tiempos promedios de supervivencia de las postlarvas que recibieron 
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estos tres extractos significativamente superiores al control positivo (postlarvas que no 

recibieron administración de extractos crudos) durante la infección con V. parahaemolyticus. 

De estos tres tratamientos son destacables los extractos crudos de las dos microalgas, 

eficientes a las más bajas concentraciones. Es destacable el buen desempeño del extracto 

crudo de I. galbana, también a la más baja concentración (0.14 ppm) en la prueba de desafío 

con la bacteria patógena (tiempo promedio de supervivencia y supervivencia acumulada), 

Además de que presentó una disminución en la motilidad de enjambre. Coincidentemente, 

en este tratamiento dos de los genes de la respuesta inmune de P. vannamei (Pen4 y ProPO-

II) mostraron una mayor expresión comparada con el control positivo. Los resultados 

sugieren que las concentraciones más bajas de los extractos crudos estimulan el sistema 

inmune de las postlarvas P. vannamei, lo que podría estar explicando las supervivencias más 

altas en estos dos tratamientos comparado con el control positivo. En consecuencia, estos 

dos productos son potenciales candidatos para el desarrollo de terapias antivirulentas 

alternativas para el control de V. parahaemolyticus causante de AHPND a través de la 

interferencia de la comunicación bacteriana y modulación del sistema inmune. 
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CONCLUSIONES  

(1) Evaluar el efecto de extractos de macroalgas, ricos en indol, sobre la virulencia de Vibrio 

parahaemolyticus causantes de AHPND en larvas Penaeus vannamei. 

Se logró determinar el potencial terapéutico de cuatro micro y macroalgas en larvas P. 

vannamei infectadas con V. parahaemolyticus para el control de la enfermedad emergente 

AHPND. Específicamente, los resultados encontrados en las pruebas in vitro estuvieron a 

favor de la hipótesis planteada de que los extractos ricos en IAA disminuyen los factores 

de virulencia de V. parahaemolyticus causante de AHPND, especialmente la expresión de 

EPS y la motilidad, además de que disminuyen en forma importante la expresión relativa 

de genes de virulencia de la bacteria patógena. Estos resultados de disminución de la 

virulencia de V. parahaemolyticus fueron confirmados mediante la prueba in vivo de desafío 

de postlarvas P. vannamei infectadas con la cepa patógena tratada con estos extractos, 

destacando los extractos ricos en IAA de origen natural, especialmente el de P. gymnospora.  

(2) Evaluar la actividad antimicrobiana e inmunológica de extractos de micro y macroalgas 

en larvas infectadas con Vibrio parahaemolyticus causantes de AHPND. 

Los extractos etanólicos (extractos crudos) de macroalgas y microalgas redujeron de forma 

importante la virulencia microbiana (producción de biopelículas y motilidad), 

especialmente a las concentraciones más altas de T. weissflogii, I. galbana y P. gymnospora, lo 

cual no fue consistente con los resultados de la prueba de desafío de las postlarvas P. 

vannamei tratadas con estos tres extractos y posteriormente infectadas con V. 

parahaemolyticus. En la prueba de desafío, la supervivencia acumulada y el tiempo promedio 

de supervivencia de las postlarvas fueron significativamente superiores al control positivo 
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cuando recibieron el tratamiento del extracto crudo de I. galbana y T. weissflogii, a la 

concentración más baja (0.14 ppm). Todos los cuatro extractos crudos mejoraron la 

respuesta inmune de las postlarvas contra la infección por V. parahaemolyticus.  

La siguiente tabla muestra un análisis comparativo entre los mejores tratamientos para los 

dos tipos de extractos: extractos ricos en IAA de macroalgas (P. gymnospora a 20 µg/L y S. 

natans a 10 µg/L) y extractos crudos (I galbana y T. weissflogii, ambos a 0.14 ppm). Con respecto 

a los extractos crudos, los mejores tratamientos fueron los de las dos microalgas, y a las más 

baja concentración (0.14 ppm). La producción de EPS solo disminuyó significativamente 

(comparado con el control positivo) cuando la bacteria patógena fue tratada con los 

extractos ricos en IAA de las macroalgas, y no con los extractos crudos. La mayor 

proporción de disminución de la motilidad de enjambre se evidenció cuando la bacteria 

patógena fue tratada con los extractos ricos en IAA. Esto sugiere que los extractos ricos en 

IAA de macroalgas son mejores para reducir el QS de V. parahaemolyticus. Los extractos ricos 

en IAA prolongaron más el tiempo promedio de supervivencia de las postlarvas P. vannamei 

infectadas con V. parahaemolyticus (26%-45%) que los extractos crudos (11%-12%). Esta 

misma tendencia se observó en la supervivencia acumulada de las postlarvas al finalizar los 

desafíos, con una relativa mayor supervivencia acumulada en los tratamientos de extractos 

ricos en IAA (25.6%-28.9%) que en los extractos crudos (22.3%-24.6%). Los extractos 

crudos podrían estar estimulando a una mejor respuesta inmune en las postlarvas P. vannamei 

desafiadas con la bacteria patógena, a través de diferentes mecanismos, a pesar de que las 

expresiones del gen proPO-II en las postlarvas supervivientes de ambos tratamientos fueron 

significativamente superiores que el control positivo. El extracto crudo de T. weissflogii parece 

activar el sistema de la profenol oxidasa, en tanto que el extracto crudo de I. galbana parece 
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estar relacionado también con la activación del péptido antimicrobiano peneidina. Aunque 

los cuatro extractos son potencialmente productos terapéuticos contra V. parahaemolyticus 

causante de AHPND, la producción a escala piloto, o a una mayor escala, de los extractos 

crudos de microalgas parece ser más viable, controlable y sostenible utilizando el 

equipamiento adecuado. 
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Tabla con el análisis comparativo entre los mejores tratamientos para los dos tipos de extractos: extractos ricos en IAA de macroalgas 
(P. gymnospora a 20 µg/L y S. natans a 10 µg/L) y extractos crudos (I galbana y T. weissflogii, ambos a 0.14 ppm). NS= No Significativo. 
 

Extracto 
Especies de 

alga 
Concentración 

evaluada 

Porcentaje de disminución/incremento con respecto al respectivo control positivo Acumulación relativa de 
transcritos de genes de 

virulencia de V. 
parahaemolyticus/respuesta 

inmune de P. vannamei 
significativamente superior 

al control positivo 

Disminución 
en la 

producción 
de EPS 

Disminución 
de motilidad 
de enjambre 

Incremento 
en el tiempo 
promedio de 
supervivencia 

durante el 
desafío 

Incremento en la supervivencia 
acumulada al finalizar el desafío 

Extractos 
ricos en 

IAA 

P. gymnospora 20 µg/L 16% 23% 45% 
25.6% 

Tratamiento = 75.6 ± 3.5% 
Control positivo = 50.0 ± 3.4% 

Todos los genes de virulencia 
de V. parahaemolyticus 

evaluados disminuyeron 

S. natans 10 µg/L 26% 39% 26% 
28.9% 

Tratamiento = 78.9 ± 3.4% * 
Control positivo = 50.0 ± 3.4% 

Todos los genes de virulencia 
de V. parahaemolyticus 

evaluados disminuyeron 

Extractos 
crudos 

I. galbana 0.14 ppm NS 18% 11% 
22.3% 

Tratamiento = 88.3 ± 3.1% 
Control positivo = 66.0 ± 2.5% 

La expresión de ProPO-II y 
Pen4 de P. vannamei 

incrementó 

T. weissflogii 0.14 ppm NS 10% ¥* 12% 
24.6% 

Tratamiento = 90.6 ± 4.2% 
Control positivo = 66.0 ± 2.5% 

ProPOI, ProPO-II de P. 
vannamei incrementó 

¥ Incremento con respecto al control positivo 
*Valores no significativos comparados con control.  
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RECOMENDACIONES  

Los extractos estudiados (IAA y crudos) no mostraron actividad antibacteriana, bactericida 

o bacteriostática, ni fueron tóxicos para P. vananmei. Por lo tanto, es crucial evaluar los 

derivados del indol para ampliar el espectro de actividad y mejorar la eficacia de las 

moléculas derivadas de algas y microalgas. Particularmente, los extractos crudos fueron 

más efectivos a la más baja concentración evaluada lo que los hace potenciales para su 

consideración para posteriores terapias antivirulentas para camarones afectados con 

AHPND, 

Todos los extractos crudos evaluados, especialmente aquellos de las microalgas mostraron 

un vasto potencial de moléculas que podrían explicar la efectividad observada en este 

estudio. Serán necesarios estudios adicionales para dilucidar el rol de la diversidad química 

de los extractos crudos sobre su bioactividad y eficacia en enfermedades bacterianas 

emergente en el cultivo de camarón.  

 

Financiamiento 

El presente proyecto estuvo enmarcado en el proyecto de Investigación Inédita 

“Biotecnología Azul para el fortalecimiento de la industria acuícola ecuatoriana 

controlando Vibrios patógenos código PIC-21-INE-ESPOL-004” en el marco del 

programa INEDITA financiado por la Secretaría de Educación Superior, Ciencia, 

Tecnología e Innovación (SENESCYT). 
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Se presentan las conclusiones del trabajo según los resultados obtenidos y se  hacen 
recomendaciones sobre los pasos a seguir para mejorar los vacíos de información y 
conocimiento existente sobre el tema. 
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Anexo 1. Resultados del análisis histopatológico de la prueba con extractos ricos en 
IAA 
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Observaciones

1 Normal 

2 Necrosis 3 2

3 Normal 

3 Normal 

4 Normal 

5 Normal 

6 Normal 

7 Normal 

8 Necrosis 2

9 Normal 

10 Normal 

11 Necrosis 2

12 Normal 

13 Necrosis 2 2

14 Normal 

15 Normal 

16 Normal 

V
a
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r

Grado de lesión en órganos y/o tejidos examinados

1 Muy leve

2 Leve

3 Media

4 Severa
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Tratamiento: Sargassum natans  10 µg/ L (H140 - T1)
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 2

2

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

3 Necrosis 3

4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 2

Bacterias filamentosas 3

5 Necrosis 3

Bacterias 3

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4 4

Necrosis 4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4 4

Necrosis 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

Bacterias 4 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias filamentosas 4

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

12 Necrosis (Sin cabeza) 4

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4 4

14
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3
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Tratamiento: Sargassum natans  20 µg/ L (H141 - T2)
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infeción Bacteriana 3

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4

Necrosis 3 3

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

Bacterias 4 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

  Necrosis 4 4

Bacterias 4 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

Bacterias 4 4

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infeción Bacteriana 3 4 4

Necrosis 4 4

Bacterias 

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infeción Bacteriana 3 4 4

Necrosis 4 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3 4

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

Bacterias 4

12
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

14
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 4

Bacterias filamentosas 3

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4
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Tratamiento: Padina gymnospora  10 µg/ L (H142 - T3)
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3

Bacterias 

12
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3

14
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

16
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3
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Tratamiento: Padina gymnospora  20 µg/ L (H143 - T4)
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N
ú

m
er

o
 d

e 
C

a
m

a
ro

n
es

  
/ 

L
a

rv
a

s 

Lesiones y/o agentes infecciosos 

asociados 

A
p

én
d

ic
es

 B
u

ca
le

s

B
ra

n
q

u
ia

s

G
lá

n
d

u
la

 a
n

te
n

a
l

E
st

ó
m

a
g

o

F
il

tr
o

 G
á

st
ri

co

M
a

n
d

íb
u

la

 E
p

it
el

io
 d

e 
es

tó
m

a
g

o

T
ej

id
o

 h
em

a
to

p
o

y
ét

ic
o

T
ej

id
o

 c
o

n
ec

ti
v

o
 d

e 
es

tó
m

a
g

o

C
ec

a
 a

n
te

ri
o

r

Ó
rg

a
n

o
 l

in
fo

id
e

H
ep

a
to

p
á

n
cr

ea
s

C
o

ra
zó

n

G
ó

n
a

d
a

s

E
p

it
el

io
 g

en
er

a
l 

d
el

 c
u

er
p

o

M
ú

sc
u

lo

C
o

rd
ó

n
 n

er
v

io
so

P
er

ei
ó

p
o

d
o

s

C
u

tí
cu

la

E
p

it
el

io
 i

n
te

st
in

o

In
te

st
in

o

Observaciones

1 Túbulos hipertrofiados 2

2 Necrosis (Sin cabeza) 2

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 3 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 3 4

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4 4

Bacterias 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infeccion Bacteriana 4

Necrosis 4 4

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

12
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

14 Necrosis (Sin cabeza) 3 3 3
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Tratamiento: Indole-3-acetic acid sintético 10 µg/ L (H144 - T5)
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Observaciones

1 Infeción Bacteriana 3 4

2 Infeción Bacteriana 4

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4
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Tratamiento: Indole-3-acetic acid sintético 20 µg/ L (H145 - T6)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

Bacterias 4 4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 2 3

Bacterias 4

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

  Necrosis 4

Bacterias 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 3 4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4

Bacterias filamentosas 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4 4

12
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

14
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias filamentosas 4

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

16 Bacteria (Sin cabeza) 4 4

17
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4

18
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4 4
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Tratamiento: Control positivo (H146 - T7)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

Bacterias 3

Bacterias filamentosas 3

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

  Bacterias filamentosas 3

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4

6
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacteria 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

11
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4

Bacterias filamentosas 4

12
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

14
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3 3 4

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

16
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

17
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4
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Tratamiento:  Control negativo (H147 - T8)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3

2 Necrosis 3

3 Normal 

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

5 Necrosis 2

6 Necrosis 2

7 Normal

8 Necrosis 3 3

9 Necrosis 2

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

11 Normal

12 Necrosis 2 2

13 Necrosis 3

14 Necrosis 4

15 Necrosis (Sin cabeza) 4

16 Normal

17 Necrosis (Sin cabeza) 3
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Anexo 2. Resultados del análisis histopatológico de la prueba con extractos crudos 

 
 
 

Tratamiento: Tiempo 0 (H201)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Necrosis 2

Infección bacteriana 2

Bacterias 2

2 Normal

3 Infección bacteriana 2

Bacterias 3

4 Bacterias 3

5 Bacterias filamentosas 3

6 Normal

  

7 Necrosis 2

8 Necrosis 2

Infección bacteriana 2

9 Bacterias filamentosas 3

10 Normal

11 Normal

12 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias filamentosas 3

13 Necrosis 2 3

Túbulos hipertrofiados 2

14 Infección bacteriana 2

Necrosis 2

15 Necrosis 3

Bacterias 3

16 Necrosis 3

17 Necrosis 3

Infección bacteriana 2

18 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias 4

Necrosis 3

19 Túbulos hipertrofiados 3

20 Túbulos hipertrofiados 3

Necrosis 2

V
a
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Grado de lesión en órganos y/o tejidos examinados

1 Muy leve

2 Leve

3 Media

4 Severa
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Tratamiento: Padina gymnospora  14 ppm (H202 - T1)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Infección bacteriana 3

Bacterias 3

Bacterias filamentosas 3

2 Túbulos hipertrofiados 4 2

Necrosis 3 4

Bacterias 4

3 Necrosis 2

4 Bacterias 4

Necrosis 2 2 4

5 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias 4 3

Necrosis 3 3

6 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias filamentosas 3

7 Infección bacteriana 3 3

Necrosis 3 3 3

Bacterias 4

8 Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 2 4

9 Túbulos hipertrofiados 3

10 Túbulos hipertrofiados 2 3

11 Bacterias filamentosas 4

12 Infección bacteriana 2

Bacterias 3 4

Necrosis 2 3

13 Bacterias 3 4

Necrosis 3 4

14 Necrosis 2 2

15 Necrosis 3

16 Túbulos hipertrofiados 2

Bacterias 3

Necrosis 3 3

Bacterias filamentosas 3

17 Infección bacteriana 3

Necrosis 2

18 Necrosis 4 2 3 2
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Tratamiento: Padina gymnospora  1,4 ppm (H203 - T2)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Normal

2 Túbulos hipertrofiados 2

3 Normal

4 Necrosis 2 3 2

5 Infección bacteriana 3 3

Necrosis 3

6 Normal

7 Infección bacteriana 2 2

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 3

8 Bacterias 3

9 Infección bacteriana 3 3

10 Infección bacteriana 3 3

11 Infección bacteriana 3 3

12 Necrosis 2 2 4

13 Túbulos hipertrofiados 2

14 Necrosis 2

15 Bacterias 2
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Tratamiento: Padina gymnospora  0,14 ppm (H204 - T3)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

0 Normal H204 - T3

Pad 0,14 ppm

2 Infección bacteriana 2

Bacterias 4

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

4 Infección bacteriana 3

Necrosis 2

Bacterias 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

6 Túbulos hipertrofiados 2

Bacterias filamentosas 3

7 Túbulos hipertrofiados 2

Bacterias 3

Bacterias filamentosas 3

8 Infección bacteriana 2

Túbulos hipertrofiados 2

Necrosis 4

9 Infección bacteriana 3

Bacterias 3

Necrosis 2

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

11 Infección bacteriana 2

Bacterias 3

Necrosis 2

12 Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 3

Túbulos hipertrofiados 3

Necrosis 2 3

13 Infección bacteriana 3

Bacterias 4

14 Normal

15 Normal

16 Bacterias 4

17 Necrosis 2 3 4

Bacterias 4
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Tratamiento: Sargassum natans  14 ppm (H205 - T4)
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Observaciones

1 Necrosis 3 2

Bacterias 4

2 Túbulos hipertrofiados 3

3 Túbulos hipertrofiados 3

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4

Necrosis 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 2

Necrosis 2 3

Bacterias 4

6 Necrosis 3

7 Necrosis 3

8 Túbulos hipertrofiados 3

9 Infección bacteriana 3

Necrosis 3

10 Infección bacteriana 2

Túbulos hipertrofiados 2
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Tratamiento: Sargassum natans  1,4 ppm (H206 - T5)
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Observaciones

1 Normal

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4

Necrosis 4

3 Túbulos hipertrofiados 2

Necrosis 3

4 Necrosis 3

Infección bacteriana 2

5 Infección bacteriana 3 2

Bacterias 3

6 Normal

7

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

Bacterias 4

9 Normal

10 Infección bacteriana 2 3 3 3

11

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

12 Túbulos hipertrofiados 4

13 Túbulos hipertrofiados 3

14 Necrosis 2

15 Túbulos hipertrofiados 3

16 Necrosis 2

17 Túbulos hipertrofiados 3
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Tratamiento: Sargassum natans  0,14 ppm (H207 - T6)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Infección bacteriana 3 3

Túbulos hipertrofiados 3

2 Infección bacteriana 3

Túbulos hipertrofiados 3

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

4 Túbulos hipertrofiados 3

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 3

. Bacterias 3

6 Infección bacteriana 2

Túbulos hipertrofiados 3

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4 4

8 Infección bacteriana 3

Túbulos hipertrofiados 3

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 4

Bacterias 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 4

11 Infección bacteriana 3

Túbulos hipertrofiados 3

Necrosis 3 4
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Tratamiento: Thalassiosira weissflogii  14 ppm (H208 - T7)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 2 3

Bacterias 3

2 Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3 3

Necrosis 2

Bacterias 3

3 Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 3 3

Bacterias 3

4 Infección bacteriana 2

Necrosis 2 2

Bacterias 4

5 Necrosis 2 3 3

Bacterias 3

6 Infección bacteriana 2

Necrosis 2 2

7 Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3 4

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 4 4 4

Bacterias 4

9

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 3 4 4

Bacterias 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 4 4 4

Bacterias 3

11 Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3

Bacterias 3

Necrosis 2 2

12 Normal

13
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 4 4 4

14 Normal

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3

16 Infección bacteriana 2

Necrosis 3 4

17 Necrosis 2

18 Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 3

19
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 2 4

Bacterias 4
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Tratamiento: Thalassiosira weissflogii  1,4 ppm (H209 - T8)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 3

2 Necrosis 3

Bacterias 4

3 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 2

  

4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 2

Bacterias filamentosas 4

5 Túbulos hipertrofiados 4

Necrosis 4

6

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 3

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 3

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4 3

Necrosis 3 3

11 Túbulos hipertrofiados 3

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 4

12

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 4

Bacterias 4
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Tratamiento: Thalassiosira weissflogii  0,14 ppm (H210 - T9)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1 Túbulos hipertrofiados 4

2 Normal

3 Túbulos hipertrofiados 3

Infección bacteriana 3 3

Necrosis 3

  

4 Normal

5 Bacterias filamentosas 3

Necrosis 3 2

Bacterias 3

6 Túbulos hipertrofiados 2

7 Túbulos hipertrofiados 4

8
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

9 Necrosis 3

10 Infección bacteriana 3

Túbulos hipertrofiados 4

11 Túbulos hipertrofiados 3
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Tratamiento: Isochrysis galbana  14 ppm (H211 - T10)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

Bacterias filamentosas 3

2 Necrosis 2

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 3

Bacterias 4

4
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

Bacterias 4

Bacterias filamentosas 4

5

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

Bacterias 4 3 4

6

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 3

Bacterias 4 4 4

7

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3 3

Necrosis 4

Bacterias 4

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias 4 4 4

Necrosis 4

9
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 4

Bacterias 4 4

Necrosis 4

10
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4 4 4

11 Necrosis 2 3

12 Infección bacteriana 3

Necrosis 2

Bacterias 4

13 Bacterias filamentosas 3

Necrosis 2

14 Túbulos hipertrofiados 4

Necrosis 3 3 4

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 4

Necrosis 3 3

Bacterias 3 3

16
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 3

Bacterias 3

17
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

18
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3

Bacterias 3

19 Túbulos hipertrofiados 4

Necrosis 3 3

Bacterias 3
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Tratamiento: Isochrysis galbana  1,4 ppm (H212 - T11)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3 4

Bacterias 4 4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 4

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 3 4

Bacterias 4

  

3

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Necrosis 4

Bacterias 4 4

5

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4 4 4

Bacterias 4 4 4

6

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3 4

Bacterias 4

7
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4 4

Bacterias 4 4

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 4

Bacterias 4 4



 

171 
 

 

Tratamiento: Isochrysis galbana  0,14 ppm (H213 - T12)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 3 4

Bacterias 4 4 4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

Bacterias 4

  

3

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 3

4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 3

5

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias filamentosas 3

6 Necrosis 2

Túbulos Hipertrofiados 2

7 Necrosis 2

Infección bacteriana 3

Bacterias 4

8 Necrosis 3 2

9 Necrosis 2

10

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 3

11

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 3

Necrosis 3

12

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 3

13

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 3

14 Infección bacteriana 3

Necrosis 2 4

Bacterias 4 4

15
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4 3

Bacterias 4

16
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3 3

Bacterias filamentosas 4

Necrosis 4

Bacterias 4 4

17
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias filamentosas 3 4

Necrosis 4 4

Bacterias 4

18
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4

Bacterias filamentosas 3 3

Necrosis 3

19
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

20
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 4 3

Bacterias filamentosas 3

Necrosis

Bacterias 4
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Tratamiento: Control positivo (H214)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Infección bacteriana 3

Necrosis 4

2
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 4 4

3
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Bacterias 3

Necrosis 3

4

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 4

Necrosis 3 4

5
Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Bacterias 3 3

Necrosis 3 3 3

6

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Bacterias 4

7

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 3

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Bacterias 4

Necrosis 3

9

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
3

Necrosis 4

10

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Infección bacteriana 3

Bacterias filamentosas 3

Necrosis 4

Bacterias 4



 

173 
 

 
 
 
 

Tratamiento: Control negativo (H215)

REPORTE DE HISTOLOGIA
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Observaciones

1
Infección bacteriana 3

Necrosis 3

2 Normal

3 Necrosis 3

4 Infección bacteriana 3

Necrosis 3 4

.

5 Infección bacteriana 3 3

Necrosis 3

6 Infección bacteriana 3

Necrosis 4

Bacterias 4

7 Necrosis 3 3 3

Bacterias 4

8

Enfermedad de la Necrosis Aguda de 

Hepatopáncreas (AHPND)
4

Necrosis 4

Bacterias 4 4

9 Infección bacteriana 3 3

Necrosis 3

10 Infección bacteriana 3

Necrosis 3
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