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AGUGIeCInICa
Editorial

COVID-19: tiempos dificiles para afianzar mas el reto de AquaTechnica

Todos conocemos el estado de emergencia que ha desencadenado en el mundo entero la pandemia de
COVID-19, ocasionada por el SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2). A la fecha de
redactarse esta editorial (12 de mayo de 2020) se ha confirmado en todo el planeta el contagio de mas de cuatro
millones de personas por SARS-CoV-2. Las medidas tomadas por los gobiernos para contener el brote han
provocado secuelas sociales y una brusca desaceleracion de las economias, particularmente en aquellas

emergentes, dependientes y por tanto fragiles, como la de Ecuador, sede de la revista AquaTechnica.

En los paises iberoamericanos, generalmente la fuerza laboral se concentra en actividades de subsistencia y
en micro, pequefias y medianas empresas. Ademas, el valor de conocimiento y tecnologia agregados a los bienes
y servicios que en ellas se generan es reducido. Los complejos escenarios que, entonces, cabe proyectar sugieren
que no basta con fortalecer los aparatos de salud y educacién publicas de cara al bienestar general de nuestras
naciones, sino también apuntalar el tejido econdmico mediante una diversificacion sostenible de la matriz

productiva, con especial énfasis en la seguridad y soberania alimentarias.

Las cuarentenas decretadas por fuerza de necesidad, y con grado variable segun el pais, han limitado muchos
procesos, pero también ha fundamentado reflexiones sobre el cambio de paradigmas sociales, y en particular
sobre la importancia social de los trabajadores sanitarios (desde el operario encargado del aseo hasta el médico
especialista, pasando por toda la gama de oficios intermedios), pero también acerca de la de aquellos que
empujan la produccién (pescador, agricultor o acuicultor, hasta el empresario de la industria organizada), claves
para garantizar los alimentos que sustentan nuestra vida. Esta estimacién también incluye, por supuesto, al
educador, desde el maestro en la infancia hasta el profesor universitario, quienes forjan al profesional que ha de

servir a la sociedad.

La pandemia nos esta dando, asi mismo, una leccién ulterior. Ha ampliado los espacios de reflexion sobre el
cuidado y la proteccion que merece el ambiente, dadas las sefiales que por estos dias ha ofrecido la naturaleza.
Estos debates, a su vez, se han enfocado en gran medida en el apoyo a la investigacion cientifica como factor
clave para encontrar soluciones que aseguren el desarrollo. No cabe duda de que la inversién en gobernanza debe
incluir en su célculo de prioridades la formula del progreso: Investigacién + Desarrollo + Innovacién. Excluirla
de dicha estrategia solo puede degenerar en rezagos para salir de esta crisis y las demas que ya despuntan en el

horizonte.

AquaTechnica tiene el reto de validar la investigacion y la tecnologia en acuicultura, y con ello el
conocimiento nuevo en esta area, en particular el realizado en, y para, Iberoamérica, aunque no limitado a ella,
por su caracter universal. Este desafio ya se habia planteado antes del inicio de la actual emergencia sanitaria

mundial, y ahora se torna ain mayor. Estamos convencidos de que el desarrollo de la acuicultura es prioritario,
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pero se necesitarda mas investigacion y mas aplicacion biotecnologica de Ultima generacién para encarar los
escenarios que plantea la eventual superacion de la emergencia. Por lo tanto, la divulgacién ante la comunidad

cientifica y una comunicacion rapida con el &ambito productivo es de una importancia medular.

Las autoridades de la Universidad Técnica de Manabi, junto al equipo Editorial de AquaTechnica, estamos
conscientes de que debemos articular con mayor fuerza la difusion del conocimiento, tarea en la cual estamos
poniendo todo nuestro empefio. Esta claro que en esta coyuntura no es facil hacer “nacer y progresar” una revista
cientifica con limitaciones de financiacion para el mantenimiento de las actividades editoriales. Ademas, los
procesos de evaluacion a docentes investigadores universitarios y de centros e institutos de investigacion, que se
centran en la validacion de sus investigaciones en revistas indizadas de alto impacto, supone una barrera
importante pero poco a poco AquaTechnica lo va superando. Aungque vamos en el camino de la indizacién,
consideramos que lo primordial es que AquaTechnica pueda validar la investigacidn por pares y que el nuevo
conocimiento y la nueva tecnologia puedan ponerse al alcance de todos para poder contribuir con fuerza al

desarrollo de la acuicultura en Iberoamérica y el mundo.
En vista de ello, y como entre los mayores esfuerzos para impulsar la acuicultura se encuentran la

bioseguridad y la reduccion del uso de antibidticos, el presente nimero del Vol. 2 de AquaTechnica se enfoca en

estos temas.

En nombre del Comité Editorial:

César Lodeiros Seijo
/ Editor AquiaTechnica
“Escuela de Acuicﬁga y Pesqueria
Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Técnica de Manabi
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Articulo de Revisién | Review

Palabras clave RESUMEN | La camaronicultura ha venido creciendo significativamente en las ultimas
Enfermedad décadas, particularmente en el sudeste asiatico, India y Ecuador. Paralelamente, la
Patogeno biosegur@dad se ha presentado como una necesidad del aparato productivo debido a la
Penacus frecuencia, magnitud y naturaleza de las enfermedades que afectan a los camarones

penaeidos. En este articulo se revisan las estrategias que han sido incluidas en este
concepto y las que pudieran serlo en el futuro, para asegurar la sustentabilidad del sector
productivo. Entre los aspectos mas conocidos, pero no necesariamente aplicados, pueden
citarse la definicién precisa y constante de la condicion sanitaria de los camarones
cultivados, la concepcion de planes de bioseguridad, la utilizacion de cepas libres de
patdégenos especificos (Specific Pathogen Free o SPF), el fortalecimiento de las
capacidades diagndsticas en sus tres niveles (signos clinicos, presuntivo y avanzado), la
incorporacion de analisis de los riesgos sanitarios, la regulacion del ingreso de personas a
los centros productivos, el establecimiento de protocolos de buenas practicas de cultivo y
la completa restriccion de la fauna silvestre o doméstica dentro de las instalaciones de
cultivo. Algunos paradigmas no son tan ampliamente manejados, aunque revisten gran
importancia, como el involucramiento de multiples niveles de accion, la implementacion
del mapeo sanitario, la formulacién de planes de contingencia y simulacros, la definicion
de planes de compensacion, la masificacion del conocimiento sobre patobiologia de los
camarones penaeidos y bioseguridad entre los participantes del ciclo productivo, la
sustitucion de alimentacion fresca, el mayor control del entorno, la apropiada disposicion
de residuos organicos, la aplicacion de probidticos y manejo de microbiomas, y el
fomento de investigacion aplicada. La bioseguridad ha venido adquiriendo relevancia y
actualmente es imprescindible para el mantenimiento del cultivo de camarones penaeidos
como actividad productiva rentable y sostenible.

Riesgos sanitarios

Keywords ABSTRACT | Shrimp farming has been growing very significantly in the last decades,
Disease particularly in Southeast Asia, India and Ecuador. In parallel, biosecurity has been
Pathogen presented as a necessity of the productive sector due to the frequency, magnitude and
Penaeus nature of diseases affecting penaeid shrimp. The current article reviews the strategies that

have been included in this concept and those that may be in the future, to ensure the
sustainability of productive sector. Among the best known but not necessarily applied
aspects, it can be cited the precise and constant definition of the health condition of
cultured shrimps, design of biosecurity plans, the use of Specific Pathogen Free strains
(SPF), strengthening of diagnostic capacity at its three levels (clinical signs, presumptive
and advanced), incorporation of sanitary risks analysis, regulation of the entry of persons
to farms, establishment of protocols for better farming practices and complete restriction
of wild or domestic fauna within the culture facilities. Some paradigms are not so widely
managed, although they are of great importance, such as the involvement of multiple
levels of action, implementation of sanitary mapping, formulation of contingency and
mock plans, implementation of compensation programs, massification of knowledge
about penaeid shrimp pathology and biosecurity among participants of the production
cycle, replacement fresh feed, better environmental control, proper disposal of organic

Sanitary risks
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waste, application of probiotics and management of microbiomes, and promotion of
applied research. Biosecurity has been gaining relevance and is currently essential for the
maintenance of penaeid shrimp farming as a profitable and sustainable productive
activity.

INTRODUCCION

El cultivo comercial de camarones dio inicio en la década de los "60 del siglo pasado, con muchos
tropiezos (Wickins y Lee 2002), logrando a comienzos de los ‘80 su consolidacion como actividad
productiva e iniciando una impresionante expansion (Wyban 2007). En su evolucion historica deben
destacarse aumentos muy marcados, tanto en el espejo de agua como en los parametros productivos (Wyban
2007, Chamberlain 2011). Aunque los precios han resultado inestables y la demanda es cada vez mas
exigente y compleja, los registros estadisticos demuestran una sostenida tendencia al incremento de la
produccion, amparada en lo atractivo y prometedor del cultivo (Anderson et al. 2017). Los paises que
lideran estas tendencias son China, Indonesia, Vietnam, India y Ecuador (CEA 2018), aunque la actividad
se ha multiplicado en toda la franja tropical, con menos intensidad en el norte de Africa y el cercano oriente
(Anderson et al. 2017).

Pero desde los primeros momentos, el devenir del entorno productor camaronero ha estado signado por
la ocurrencia periodica de eventos patologicos que han amenazado los constantes progresos alcanzados. La
masificacion de las zonas de crianza y las tendencias modernas hacia la intensificacion de los sistemas de
cultivo han generado un logico interés en aumentar los niveles de conocimiento sobre patobiologia de
camarones penaeidos y estrategias de bioseguridad aplicables en las instalaciones de cultivo, lo cual motivo
esta revision.

Sobre enfermedades y patogenos que afectan a estos decapodos debe subrayarse la importancia de los
trabajos de Couch (1978), Ruangpan (1982), Lightner (1984, 1996, 2011), Baticados et al. (1990), Conroy y
Conroy (1990), Johnson (1995), Lightner y Redman (1998), Morales y Cuéllar-Anjel (2008, 2014), WOAH
(2010), Lavilla-Pitogo (2017a) y Morales Covarrubias et al. (2018).

Entre la literatura que aborda los topicos de bioseguridad destacan Lotz y Lightner (1999), Jory (2001,
2017a), Lightner y Pantoja (2001), Chavez Sanchez e Higuera Ciapara (2003), FAO (2003), Schuur (2003),
Pruder (2004), Lightner (2006), Deveney y Scott (2008), Flegel et al. (2008), Hastein et al. (2008), Zepeda
et al. (2008), Cuéllar-Anjel et al. (2010, 2014), Taw (2010), Arce et al. (2011), Dvorak y Eia (2011),
Newman (2013, 2015, 2019a), KSA (2015), Galli et al. (2016), Brenta (2017), Lavilla-Pitogo (2017a,
2017b), Tacon (2017), Stentiford ef al. (2017), Alday-Sanz (2018, 2019), Alday-Sanz et al. (2018), Benitez
Garcia (2018), Dhar (2018) y Flegel (2019).

BIOSEGURIDAD EN CAMARONICULTURA
. Qué es bioseguridad?

Bioseguridad es un concepto ain en proceso de construccion y asimilacion en acuicultura.
Probablemente, la primera mencion del término en el cultivo de camarones penaeidos pueda atribuirse a
Lotz y Lightner (1999), quienes ademas refieren de su posible origen en la avicultura. Podria definirse
como el conjunto de medidas que deben ser implementadas para prevenir la introduccion de agentes
biologicos indeseados, asi como las medidas de contingencia aplicadas en respuesta a brotes de
enfermedades, incluyendo control y erradicacion (Hastein et al., 2008). Un enfoque mas holistico integra en
este concepto tanto la salud de los organismos cultivados como aspectos de salud publica y bienestar
ambiental (FAO 2007). Alday-Sanz (2019), con un punto de vista mas bien productivo, define la
bioseguridad como una herramienta para proteger el beneficio econdmico derivado de la actividad. Dado
que las enfermedades afectan la salud de los camarones, la salud puede concebirse como una medida de la
productividad.
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. Tiene sentido ocuparse de la bioseguridad en la camaronicultura?

Dicho de otro modo, podemos preguntarnos si vale la pena invertir esfuerzos y recursos en
bioseguridad. Quien recién se incorpore a este sector productivo puede plantearse estas incognitas, las
cuales pueden ser respondidas desde varias Opticas distintas. Los diferentes aspectos involucrados se
entienden mejor si se formulan igualmente como preguntas:

(Son muchas las enfermedades relevantes que afectan a estos crustaceos?

(Estan todas las enfermedades uniformemente distribuidas a nivel geografico?

(Estos trastornos patolégicos implican un elevado riesgo epidemiologico?

(Estas enfermedades han causado muchas pérdidas a los productores camaroneros?
(Existe mucho riesgo de volver a experimentar episodios patoloégicos en camaronicultura?
A continuacion se intentaran responder todas las interrogantes anteriores.

Registros historicos de eventos patoligicos en la camaronicultura a nivel global

Son numerosos los trastornos patoldgicos que han afectado la acuicultura del camarén en todas las
regiones donde se practica, a pesar de lo joven del sector productivo. En la Tabla 1 puede apreciarse una
cronologia de los brotes primarios de las principales enfermedades registradas en penaeidos cultivados
(nétese que no considera las enfermedades padecidas por organismos silvestres).

Tabla 1 Cronologia global de las principales enfermedades infecciosas o parasitarias en camarones penaeidos.

Afio Lugar Enfermedad Agente etiologico Tipo de patogeno Referencia

1971 | Texas, EEUU Micosis larval Lagenidium sp. Fungico Couch (1978)

1974 | Florida, EEUU Baculovirosis tetraédrica Baculovirus penaei (BP) Viral Couch (1978)

1975 | Georgia, EEUU Enfermedad del Camarén Algodonoso Microsporidios Fungico Couch (1978)

1978 | Florida, EEUU Infeccion por Bacterias Filamentosas Leucothrix mucor Bacteriano Couch (1978)

1980 | México Baculovirosis esférica MBV Viral Lightner y Redman (1981)
1981 | Hawaii, EEUU Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa IHHNV Viral Lightner et al. (1983)
1981 | Japén Necrosis Baculoviral de la Glandula Digestiva BMN Viral Sano et al. (1981)

1982 | Tailandia Gregarinosis Nematopsis spp. Protista Ruangpan (1982)

1982 | Tailandia Fusariosis Fusarium solani Fungica Ruangpan (1982)

1985 | Malasia Parvovirosis Hepatopancreatica HPV Viral Lightner y Redman (1985)
1988 | Cuba Haplosporidiosis Hepatopancreatica HPH Protista Dykova et al. (1988)
1989 | Ecuador Necrosis Séptica del Hepatopancreas SHPN Bacteriano Gomez-Gil et al. (1998)
1990 | Texas, EEUU Hepatopancreatitis Necrotizante Hepatobacter penaei (NHP) Bacteriano Johnson (1995)

1991 | Tailandia Virosis de la Cabeza Amarilla YHV Viral Lightner (2003)

1992 | Australia Virosis Vacuolizante del Organo Linfoide LOVV Viral Spann y Lester (1997)
1992 | Ecuador Virosis del Sindrome de Taura TSV Viral Hasson et al. (1995)
1993 | Japén Enfermedad de las manchas blancas WSSV Viral Inouye et al. (1994)
1993 | Texas, EEUU Gregarinosis larval Paraophioidina scolecoides Protista Jones et al. (1994)

1996 | Australia Virosis de Mourilyan MoV Viral Cowley et al. (2005)
1996 | Australia Virosis de la Mortalidad de los Reproductores SMV Viral Fraser y Owens (1996)
1996 | Australia Virosis Asociada a las Branquias GAV Viral Spann y Lester (1997)
2002 | Brasil Mionecrosis Infecciosa IMNV Viral Lightner et al. (2004)
2002 | China Nodavirosis de la Mortalidad Encubierta CMNV Viral Zhang et al. (2014)
2003 | Tailandia Microsporidiosis Hepatopancreatica Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) Fungico Tourtip et al. (2009)
2004 | Belice Nodavirosis de Penaeus vannamei PVNV Viral Tang et al. (2007)

2004 | Colombia Espiroplasmosis Spiroplasma penaei Bacteriano Nunan et al. (2005)
2008 | Tailandia i‘;{f:mnff;d de la Deformidad del Segmento Desconocido (ASDD) Idiopatico Sakaew et al. (2008)
2008 | Guatemala Estreptococosis Streptococcus sp. Bacteriano Hasson et al. (2009)
2009 | China ﬁ‘éfifﬁﬁfﬁieafe la Necrosis ~ Aguda  del AHPND (EMS) Bacteriano Thitamadee ef al. (2016)
2014 | China Iridovirosis de Hemocitos del Camaron SHIV Viral Qiu et al. (2017)

2019 | Norteamérica Infeccion amebiana Paramoeba sp. Protista Han et al. (2019)

En esta Tabla 1 se percibe claramente la continuidad en la ocurrencia de brotes y aparicion de nuevas
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enfermedades. Siempre ha habido una enfermedad emergente, un enemigo de moda al cual combatir. A
pesar de los esfuerzos crecientes y el mayor conocimiento sobre patobiologia del camardn, no han dejado
de aparecer nuevas enfermedades (Yoshinaga 2019).

Por otra parte, se destaca la variabilidad de patégenos involucrados en enfermedades de camaron.
Aunque predomina la etiologia viral, también estin presentes la bacteriana, fingica y protista, en
concordancia por lo indicado por Flegel et al. (2008) (Fig. 1). Tal diversidad tiene profundas implicaciones
sobre la bioseguridad de la camaronicultura. Es preciso evaluar las particularidades de cada grupo
patogénico, las cuales conllevan inminentemente a diferentes riesgos y exigen la aplicacion de estrategias
profilacticas disimiles. Otros grupos como digéneos, céstodos, hirudineos, nematodos, cirripedios, isépodos
y nemertinos también se conocen como parasitos de camarones penaeidos (Conroy y Conroy 1990, Johnson
1995, Cuéllar-Anjel 2014). No obstante, no se incluyen en la relacién anterior por desconocerse la
ocurrencia de episodios patologicos en instalaciones acuicolas.

B Virus

EBacteria

“Hongos

B Parasitos

Desconocido

Figura 1 Participacion de los principales grupos patdogenos en las pérdidas econémicas de la industria camaronera
durante un afio tipo (modificado de Flegel et al. 2008).

Consideraciones epidemiologicas de las enfermedades en la camaronicultura

Un nuevo patdégeno puede surgir en cualquier area geografica, independientemente de la especie
involucrada o nivel de produccion. Al considerar su dispersion, algunas enfermedades se han mantenido
restringidas al area del brote inicial. No obstante, en su gran mayoria han rebasado rapidamente sus
territorios originales, adquiriendo caracteristicas epizodticas e incluso panzooéticas (Lightner 2003). En la
Figura 2 puede observarse como muchas de ellas, como el TSV o el IMNV se han desplazado desde el
hemisferio occidental hasta el oriental, mientras que otras como el WSV o el AHPND se han trasladado
desde Asia hasta América (Alday-Sanz 2019). Como apunta Yoshinaga (2019), los patégenos suelen
caracterizarse por su rapida dispersion, facil establecimiento y dificil erradicacion.

Mas alla del aspecto geografico en sentido estricto, aunque obviamente involucrado, se ha evidenciado
la transferencia de patdogenos de manera interespecifica. Tal es el caso de YHV, IHHNV y WSV, los cuales
fueron detectados inicialmente en Penaeus monodon, afectando posteriormente a P. vannamei; mientras que
en sentido contrario se produjo la migracion del TSV, por citar s6lo algunos (Lavilla-Pitogo 2017).

La dinamica del comercio internacional de especies acudticas con fines de acuicultura y particularmente
la vinculada a camarones penaeidos, es muy compleja, implicando un intenso desplazamiento de nauplios,
postlarvas y reproductores, todo lo cual facilita la dispersion de patogenos (Pantoja y Lightner 2014). Dada
la preponderancia de virus y bacterias como los agentes etioldgicos mas frecuentemente involucrados en
brotes (Fig. 1), es logico que asi sea.
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Figura 2 Movilizacion intercontinental de los patdgenos de camaron responsables de panzootias
(modificado de Alday-Sanz 2019).

Consideraciones economicas de las enfermedades en la camaronicultura

Al consultar a los productores camaroneros sobre los mayores retos que enfrentan, las enfermedades
constituyen siempre uno de los topicos dominantes (Newman 2019a). Han sido muy cuantiosos los
impactos econdémicos que las enfermedades han significado para el sector camaronero, incluyendo
conceptos como pérdidas directas en produccion, detrimentos de la calidad del producto, incremento en la
conversion de alimentos, reduccion de ingresos, disminucion de empleos, percances en el acceso a
mercados, mermas en la inversion y menoscabo en la confianza del cliente (Dvorak 2009). Sin embargo, los
datos son escasos y poco precisos, debido a lo sensible del tema, constituyendo un area gris en la literatura
(Bondad-Reantaso et al. 2005, Dvorak 2009). Algunos calculos indican que en este sector productivo se
pierden anualmente unos 3.000.000.000 US$ asociados a enfermedades (Ifremer 1999, Farzanfar 2006).
Davies (2016) afirma que s6lo en Asia se han perdido al menos 20.000.000.000 US$ en la Gltima década
asociado a trastornos patologicos. Shinn e al. (2018) afirman que, solo entre 2010 y 2016, las pérdidas
derivadas de enfermedades superaron los 23 millardos de US$. En la tabla 2 se perciben algunas
estimaciones al respecto, las cuales, a pesar de no ser recientes ni completas, dan idea de la magnitud del
impacto de los trastornos patoldgicos.

Tabla 2 Pérdidas econdmicas estimadas en la camaronicultura causadas por algunas de las enfermedades mas
importantes (montos expresados en millones de doélares)(Modificado de Jory 2017a,b). ND = No determinado

Regién
Enfermedad — = Totales
América Asia
IHHNV 500-1.000 500-1.000
TSV 2.000 1.200 3.200
WSSV >2.000 >6.000 >8.000
YHV ND 500 500
IMNV ND ND 1.200
AHPND ND ND >6.000
EHP ND ND 1.000

La bioseguridad suele ser menospreciada en algunas granjas camaroneras con un enfoque severo de
reduccion de costos, sobre todo en zonas donde no han ocurrido brotes. No obstante, cuando es parte de una
vision costo-eficiente, toda esa inversion se traduce en mayor y mejor produccion y la ausencia o reduccion
de gastos posteriores de contencion, tratamiento y erradicacion de enfermedades, lo cual la justifica
plenamente (Bondad-Reantaso et al. 2012). La inversion asociada a la bioseguridad debe ser afladida como
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una entrada necesaria en toda funcién de produccion camaronera (Brun et al. 2009). De acuerdo a Alday-
Sanz (2019), implementar medidas eficientes de bioseguridad apenas incrementa los costos en 0,093$/Kg.

Estado actual de la camaronicultura en materia de patologia y bioseguridad

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal, mas ampliamente conocida por el acréonimo de su
predecesora OIE, define un listado de enfermedades animales de obligatoria notificacion que constituye una
referencia global, de acuerdo a criterios epidemioldgicos, ecolégicos, econémicos y/o de salud publica
(WOAH 2010). La autoridad sanitaria de los paises signatarios de la OIE debe informar sobre la presencia
en su territorio de cualquiera de estos trastornos patologicos, tanto de manera inmediata a su aparicion,
como regularmente de su evolucion. Adicionalmente, el comercio internacional de camarones esta
tedricamente restringido por esta lista, ya que se realizan pruebas para estos patdgenos de manera previa a
cualquier movimiento transfronterizo de animales. Esta lista es dindmica, actualizandose periddicamente
para excluir las que ya no constituyen preocupacion mayor y/o incluir amenazas emergentes. Para
camarones penaeidos, las enfermedades actualmente listadas por la OIE (2019) son siete:

= Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND).

= Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 (YHV).

= Infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV).

= Infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV).

= Infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas (WSSV).

= Infeccion por el virus del sindrome de Taura (TSV).

= Infeccion por Hepatobacter penaei (Hepatopancreatitis necrotizante o NHP)

Aunque es de suma importancia la priorizacion de algunas enfermedades por todo lo referido, un manejo
integral de la bioseguridad implica pasar de un enfoque centrado en las restricciones comerciales por uno
centrado en las amenazas a la produccion (Stentiford e al. 2019).

Paradigmas relevantes en materia de patologia y bioseguridad

Por paradigmas relevantes se hace referencia a los criterios que sirven de fundamento a la bioseguridad
en el cultivo de camarones, el espiritu detras de las practicas orientadas a prevenir el ingreso y dispersion de
patdgenos en las instalaciones productivas. Desde el surgimiento del concepto, dichos criterios se han
venido multiplicando, diversificando, evolucionando. A continuacion, se refieren los principales topicos
contemplados:
Algunos paradigmas conocidos, no necesariamente asumidos

Definicion de condiciéon sanitaria: Una unidad productiva o compartimento exige un manejo
diferencial si esta libre de patdgenos o si alguno ha sido detectado. Mas alla de no tener reportes de brotes
de enfermedades en una zona, es imperativo que los gerentes de granjas conozcan, de manera detallada y
fidedigna, la condicion sanitaria de los camarones que crian. Mas alld, los directores gremiales y
autoridades sanitarias también deben estar al tanto del estado de salud de todos los elementos que integran
los compartimentos que coordinan. Ello impone la realizacion de pruebas diagnosticas durante cada ciclo de

cultivo. A pesar de su reconocimiento, no es una practica universal en todo entorno camaronero.

La aparicion de signos clinicos de enfermedades o la ocurrencia de mortandades se perciben tardiamente
en operaciones de cultivo, por lo cual no es prudente esperarlos para actuar (Fig. 3). Lo conveniente es estar
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atento al comportamiento y desempefio productivo de los camarones y aplicar planes de vigilancia sanitaria
que mantengan adecuadamente informados a quienes toman las decisiones, permitiendo respuestas
tempranas a cualquier eventualidad.

Enfermedad
clinica

Rendimiento Patologia
sub-éptimo sub-clinica

e Crecimiento e Signos clinicos
= Sobrevivencia ausentes
« Menores
rendimientos

e Signos clinicos
presentes
(generales y
especificos)

Figura 3 Vinculacion entre desempeifio y enfermedad (modificado de Lavilla-Pitogo, 2017b)

Formulacion de planes de bioseguridad: El mantenimiento de un estatus libre de patégenos de una
zona camaronera determinada, o la paulatina recuperacion de un éarea afectada por una enfermedad, no se
producira por acciones azarosas de los miembros del sector. S6lo un plan minuciosamente concebido,
idealmente bajo un esquema estratégico (analisis FODA, objetivos, metas, estrategias, lineas de accion),
puede orientar apropiadamente al sector acuicultor hacia el destino deseado. La elaboracion de un plan debe
concebirse con un enfoque amplio, involucrando multiples actores, con varios plazos y escenarios (Chavez
Sanchez e Higuera Ciapara 2003). Mohan et al. (2008) indican que un plan de bioseguridad debera
incorporar estos principios basicos:

= Identificacion de las rutas de entrada de patdgenos.

= Cuarentena y vigilancia de los hospederos potenciales introducidos al area.

= Desinfeccion en puntos criticos definidos.

= Identificacion de los factores de riesgo para la ocurrencia de brotes de enfermedades.

Igualmente, su aplicacion contempla diferentes niveles (granja, zona, estado, region, pais), considerando
las particularidades de cada caso, dado su caracter de responsabilidad compartida. Tomando como
referencia el plan de emergencia veterinaria acuatica de Australia (AQUAVETPLAN), Héstein et al. (2008)
incluyen entre los rangos de beneficios de un plan de bioseguridad los siguientes:

= Identificacion especifica de los recursos requeridos para manejar la emergencia.
= Asignacion mas efectiva de recursos a areas prioritarias.

= Mayor preparacion de parte de los actores involucrados.

= Expectativas mas realistas sobre las respuestas a ejecutar.

= Reduccion de conflicto y mejor comunicacion entre los actores involucrados.

Utilizacion de cepas SPF: Alday-Sanz (2019) refiere que la transmision vertical de patogenos tiene
mucho mayor impacto que la horizontal en la ocurrencia de enfermedades. Las lineas de camarones libres
de patogenos especificos deben dejar de ser vistas como una opcidn o un capricho elitista, para convertirse
en una practica obligatoria de la industria. La expansion de la produccion camaronera mundial en las
ultimas dos décadas ha estado basada, al menos parcialmente, en la adopcion de cepas SPF de P. vannamei

(Wyban 2007). Tradicionalmente, los propios camarones son los principales responsables de los brotes
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patologicos conocidos (KSA 2015, Brenta 2017), por lo cual es imprescindible esta medida para minimizar
las probabilidades de ocurrencia de eventos desafortunados. Dada las limitadas fuentes de suministro de
camarones de estas caracteristicas, es menester impulsar el establecimiento de programas que los suplan en
toda region productora, incluyendo seleccion y adecuacion del sitio (condiciones de cuarentena), escogencia
de candidatos, aplicacion de pruebas diagndsticas, reproduccion, desarrollo larval y levantamiento. Por otra
parte, Newman (2019a) sefiala que la condicion SPF ostentada por algunos vendedores de padrotes, al estar
basada en muestreos poblacionales y no individuales, es estadisticamente débil, recalcando la necesidad de
hacer determinaciones particularizadas.

Alday-Sanz et al. (2018) refieren entre los beneficios del uso de cepas SPF:

= La reduccion en la introducciéon de patdgenos y expresion de enfermedades en instalaciones
productivas, conduciendo a un incremento inmediato y exponencial en el desempefio productivo.

= Constitucion de una plataforma idonea para la aplicacion de programas de seleccion genética,
derivando en mejoramiento acumulativo de los parametros de desempefio con cada generacion.

= Provision de modelos experimentales idoneos para pruebas como desafios patoldgicos o estudios
fisiolégicos o nutricionales

Por supuesto, como los mismos autores plantean, el uso de animales SPF por si solo no es una garantia.
De emplearlos en regiones o instalaciones sin la apropiada exclusion de patdgenos ocurriran
irremediablemente mortandades masivas de camardn. Por ello, el uso de SPF en un area determinada, debe
ser precedido por un estudio minucioso realizado por un equipo técnico idoéneo en sanidad acuicola. Una
alternativa interesante son las cepas Specific Pathogen Resistant (resistente a patdogenos especificos) (SPR),
pero atn no estan disponibles masivamente para las principales amenazas biologicas.

Fortalecimiento de capacidades diagnésticas: Bondad-Reantaso et al. (2001), tomando en consideracion
las técnicas aplicadas y el entorno de implementacion, definian tres niveles de diagnostico:

= Nivel I: constituido por el levantamiento de signos clinicos efectuado en campo. Estas observaciones
pueden considerarse como orientativas para el diagndstico.

= Nivel II: incluye la participacion de personal altamente entrenado en parasitologia, histopatologia,
bacteriologia y/o micologia y los dispositivos e instalaciones inherentes. Mayormente, se le
considera como diagndstico presuntivo, esperando la confirmacion de otras pruebas.

= Nivel III: comprende medios diagndsticos avanzados y costosos, asociados a biologia molecular e
inmunologia, mayormente ejecutados en laboratorios especializados. Suele considerarse el
diagnostico definitivo.

Cada nivel tiene su utilidad, conviniendo que se fortalezcan en la medida de lo posible. Particularmente,
el nivel I suele menospreciarse por no ofrecer respuestas contundentes. No obstante, su aplicacion es vital
para lograr respuestas rapidas y contener brotes antes que alcancen proporciones epizodticas.

Las pruebas diagnosticas de nivel III son las mas aceptadas para la deteccion o descarte de los
principales trastornos patologicos. No obstante, en algunos casos, las pruebas de nivel II pueden tener
caracter definitivo, como histopatologia y bacteriologia en la enfermedad de las manchas blancas y la
necrosis séptica del hepatopancreas, respectivamente. Sin embargo, no se deben excluir los otros medios,
entendiéndose el diagndstico como un pronunciamiento sobre la condicion sanitaria de un organismo o lote
con base en una suma de observaciones; mientras mas observaciones, mejor. Stentiford ez al. (2019)
recuerdan que se ha enfatizado la vigilancia y erradicacion de algunas pocas enfermedades especificas, pero
se ha hecho poco esfuerzo en el manejo de la vasta diversidad de enfermedades que pueden impactar -y de
hecho lo hacen- la produccion.
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Aunque existen laboratorios muy calificados para el diagnostico de trastornos patologicos de camardén
en varias partes del mundo, asi como mecanismos logisticos que permiten valerse de tales servicios, lo
estratégico del diagnostico exige que se desarrolle tal capacidad in situ. Esta sugerencia pudiera ser aplicada
por los grandes productores, mas no asi por los medianos y pequefios camaroneros. Es muy recomendable
la organizacion de productores para acometer esta funcion. Adicionalmente, el volumen de los servicios
requeridos para un monitoreo apropiado de la condicion sanitaria brinda justificacion econémica a esta
iniciativa. Un camino 16gico para lograr esta meta es el involucramiento de sectores académicos, creando
centros diagndsticos y vinculando y/o fortaleciendo los existentes.

De la misma manera, deben fortalecerse los centros educativos con orientacion a la patobiologia y
bioseguridad en camaronicultura, para disponer de mas profesionales que brinden este importante servicio.

Otra estrategia importante es la utilizacion de pruebas rapidas (kits) de diagnostico. Como sefialan
Seiber y Pinto (2012), estos dispositivos ofrecen, de manera rapida y simple, oportuna respuesta en el
establecimiento de la condicion sanitaria de los animales. Son especialmente tutiles cuando no hay
laboratorios diagnosticos cercanos (requiriéndose envio de muestras) y/o existen largas listas de espera que
pudieran postergar la toma de decisiones.

Incorporacion de analisis de riesgos: Los organismos acuaticos tienen un riesgo constante de
exposicion a patdgenos, probablemente mayor que los terrestres (Stentiford ez al. 2019). Es imprescindible
que todo sector camaronero se examine a profundidad para detectar todos los riesgos o posibles puntos
criticos que podrian conllevar a la ocurrencia de brotes patologicos, como tempranamente lo refirieron
Mohan et al. (2008). Brenta (2017) enuncia que muchos productores adoptan la estrategia “casino”, lo cual
puede entenderse como arriesgar mucho para ganar mucho. De manera precisa, se requiere la identificacion,
evaluacion, manejo y comunicacion adecuada de riesgos dentro del entorno (Bondad-Reantaso y Arthur
2008). Esta evaluacion se integra necesariamente con la zonificacion planteada. Nowak (2004) propone que
dicho analisis de riesgos se base en la aplicacion de una matriz que contraste la probabilidad de entrada,
establecimiento y dispersion de un patégeno con las consecuencias de los mismos, lo cual permitiria valorar
cada elemento de riesgo encontrado, facilitando su posterior priorizacion y gestion (Fig. 4).

Consecuencias de entrada, establecimiento y dispersion
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Figura 4 Matriz de estimacion de riesgo general (segun Nowak, 2004).

Control de ingreso al establecimiento acuicola: La entrada de vehiculos y/o personas al centro
acuicola constituye un riesgo sanitario importante. Gandolas de alimento, cavas de hielo, por citar sélo
algunos ejemplos, son elementos que pueden tener acceso a diferentes centros de camaronicultura en un
tiempo corto, llevando consigo una carga microbiana indeseada. Es menester reducir el numero de accesos
y ejercer un control estricto sobre su movilizacion, incorporando rotaluvios, pediluvios y lavamanos en
puntos estratégicos (Dvorak y Eia 2011).
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Protocolizacion de buenas practicas: Las Buenas Practicas Acuicolas (BAP por sus siglas en inglés)
son consideradas la mejor respuesta a muchos de los grandes retos (enfermedades, productividad,
degradacion ambiental, inocuidad) que enfrenta la camaronicultura (Corsin et a/. 2005). La elaboracion de
manuales que recopilen integralmente y de manera detallada, las operaciones que se realizan en todas las
areas productivas, es una practica ampliamente recomendada para los proyectos camaroneros. La definicion
previa de los procedimientos aceptados para ejecutar cualquier actividad, resta margen a la improvisacion,
reduciendo asi riesgos. Aunque hay muchos modelos utiles desarrollados (CESASIN, 2003, Boyd et al.
2005, FAO et al. 2005, Cuéllar-Anjel et al. 2010, 2014, entre otros), es imprescindible la generacion de
protocolos propios, que se adapten a las particularidades de cada unidad productiva camaronera,
especialmente al manejo de cada equipo técnico. Un aspecto particularmente importante a desarrollar, mas
alla de la descripcion de las operaciones productivas, es la consideracion de las movilizaciones en las
instalaciones, incorporando criterios de zonas “limpias” y “sucias” en base a su nivel de bioseguridad (FAO
2003).

Restriccion de fauna incidental: El agua que ingresa a un recinto de cultivo suele venir acompafiada
de comunidades variadas ricas en crustaceos. Su presencia suele tomarse como buen augurio porque indica
el potencial del medio para favorecer el crecimiento de la especie objetivo. No obstante, es bien sabido el
potencial que tienen muchos organismos acuaticos, particularmente otros crusticeos, como reservorios de
patdgenos para el camaron. EI WSSV, por citar un ejemplo, es capaz de infectar al menos 90 especies de
crustaceos diferentes (Hasson y Varner 2008). En otro caso, la gregarinosis intestinal suele servirse de
moluscos bivalvos y/o poliquetos como hospederos intermediarios para alcanzar sus hospedadores
definitivos, los camarones (Johnson 1995, Cuéllar-Anjel 2014).

En consecuencia, es imprescindible una rigurosa exclusion de todo organismo acuatico indeseado del
sistema de cultivo, para minimizar asi la carga patogénica y las manifestaciones clinicas consecuentes. Sin
embargo, esta norma es particularmente vulnerable debido a la logistica de las operaciones y los tiempos de
llenado de las piscinas, asi como al aprovechamiento que los operarios de las granjas suelen hacer de estos
recursos, exigiendo una muy cercana supervision.

Otros elementos de fauna silvestre, como las aves, pueden tener un rol significativo en la transmision de
enfermedades, transportando los agentes etiologicos en sus cuerpos, liberando fragmentos de hospederos
afectados o expulsando heces entre distintos lugares (Dvorak y Eia 2011). Deben considerarse mecanismos
de exclusion eficientes y amigables con el ambiente (Cuéllar-Anjel ez al. 2010).

Algunos paradigmas menos conocidos

Elevacion de nivel de accién: Si algo deberia haber quedado claro para los miembros de cualquier
sector camaronero, es lo ilusorio del esfuerzo individual para enfrentar eventos de caracter general. Ningan
protocolo de bioseguridad podra proteger una granja si la vecina esta siendo afectada por eventos
patologicos. La bioseguridad con un enfoque personal es importante y debe mantenerse, pero lo
trascendental es consolidarla a niveles superiores (Galli ef al. 2016). La integracion de esfuerzos por zonas
productivas y la constitucion de entes tripartitos con rol conductor y vinculante en materia de bioseguridad,
serian medidas muy recomendables en toda region camaronera. La organizacion del sector, incluyendo
productores, académicos y entes gubernamentales es imperativa para evitar el deterioro del estatus sanitario
de los compartimentos involucrados. Idealmente, un ente coordinador debiera crearse con el fin ultimo de
asegurar la gestion sanitaria mas adecuada posible. A una escala mas elevada, el rol de entes multilaterales,
como la OIE y la OMC, debe trascender, interactuando mas activamente con las autoridades nacionales
(sanitarias, fiscales, comerciales, etc.) en la consecucion efectiva de sus respectivos objetivos.

A manera de ejemplo, se ha demostrado el potencial como vectores de patdgenos que tienen los
productos procesados que pueden conseguirse en el mercado a nivel de consumidor (Hasson et al. 2006). La
regulacion de la comercializacion de productos pesqueros escapa de las posibilidades de cualquier
productor camaronero. No obstante, la gestion por asociaciones o camaras permitiria influir en los entes
gubernamentales que definen esas normativas. De esa manera, deben manejarse diversas amenazas
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(pesquerias, comercio ornamental, etc.).

Mapeo sanitario: Los resultados de las pruebas diagnosticas realizadas, atendiendo a las diferentes
condiciones sanitarias observadas, deberian ser plasmados en un mapa. Ello servira para zonificar los
compartimentos, definir los flujos entre las zonas, organizar las actividades segin los distintos
requerimientos (prevenir, atenuar, controlar o erradicar), enfatizando los esfuerzos de vigilancia (Galli et al.
2016). Con base en lo plasmado, pueden certificarse zonas libres de patdgenos, lo cual brindaria confianza
para unas relaciones comerciales seguras (Hastein et al. 2008). La informacion diagnostica asociada a la
evaluacion, debe manejarse con mucha discrecion por el ente director de la region en materia sanitaria, para
evitar perjuicios comerciales innecesarios a los participantes.

Zepeda et al. (2008) discuten sobre los términos de zonificacion y compartimentacion, concluyendo en
la mayor bondad del segundo por el control sanitario que implica, aunque reconociendo la dificultad de su
aplicacion en acuicultura. La compartimentacion asume un estatus sanitario uniforme en todos los
miembros del compartimento, facilitando un flujo regular de elementos entre todos los participantes. En tal
sentido, la certificacion de un compartimento dado como libre de patégenos conlleva bondades comerciales
significativas. Para avanzar en este propoésito, las unidades operativas deberian aplicar (o migrar hacia)
sistemas cerrados o semi-cerrados, bajo el control y observacion de las autoridades competentes.

Formulacién de planes de contingencia y simulacros: Normalmente se reacciona ante un brote de
manera azarosa, realizando pruebas diagnoésticas y cosechas de emergencia. No obstante, lo mas logico es
tener preparado de antemano un plan racional que reina las acciones a tomar ante diversos escenarios
patologicos concebidos, partiendo del analisis de puntos criticos (Héstein er al. 2008). Este tipo de
ejercicios ofrecen muchos beneficios como mejoramiento de la coordinacion inter-jurisdiccional,
comunicacion, instrumentacion legal, asignacion de roles y capacitacion técnica del equipo humano
(Deveney y Scott 2008). Ello aseguraria una mejor respuesta por parte de los participantes ante un
hipotético evento, conllevando a menores pérdidas. Este paradigma también fue sugerido por Cuéllar-Anjel
et al. (2010, 2014) y Galli et al. (2016), conociéndose pocos ejemplos de su implementacion a niveles de
una region o compartimiento completo. En el mismo sentido, un plan de contingencia debe ser puesto a
prueba para determinar sus bondades. Periddicamente debe repetirse para ir mejorando las respuestas, hasta
alcanzar la madurez de los miembros del sector con relacion a la atencidon a una emergencia. Navarro ef al.
(2013) prepararon un completo manual de procedimientos de emergencia, el cual, aunque concebido para
atender la epizootia de AHPND, bien podria orientarse a cualquier enfermedad.

Implementaciéon de programas de compensacién: Un mecanismo exitoso para que los productores
compartan informacion sanitaria y participen en planes de bioseguridad, podria ser la creacion de
programas de compensacion de pérdidas por la ocurrencia de brotes patoldgicos. Ello ha funcionado
apropiadamente con la aparicion de diversas enfermedades en cultivo de salmén y carpa en paises europeos
y EE.UU. (Héstein ef al. 2008). Estos autores sefialan que la compensacion suele funcionar como un
incentivo para que los participantes reporten mas temprano cualquier sospecha de enfermedades y sean mas
colaboradores con las autoridades sanitarias en ocasion de un evento. La implementacion de programas de
indemnizacion, por iniciativa de gremios productivos y entes gubernamentales, obraria a favor de una
camaronicultura sostenible y responsable.

Elevacion del nivel de conocimiento sobre bioseguridad: Todos los miembros del sector camaronero
deben manejar, al menos, un nivel de conocimiento basico sobre patobiologia de camarones. Hasta la fecha,
tal informaciéon ha sido manejada casi de manera exclusiva por los sectores gerenciales superiores e
intermedios. No obstante, son precisamente los bajos niveles organizacionales los que lidian mas de cerca
con los riesgos a la bioseguridad y un mejor cumplimiento de sus roles pasa por entender sobre la
naturaleza de las enfermedades. Es preciso concebir y aplicar mecanismos de divulgacion a todo nivel en
patologia de camarones y, sobre todo, en conceptos de bioseguridad. La capacitacion permanente del
personal de campo, técnico y administrativo sobre enfermedades de camarones, medidas de control y
estrategias de seguridad, permitird ir un paso delante de los trastornos patologicos, haciendo que los
involucrados en la produccion detecten e informen oportunamente sobre casos de enfermedad y/o
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mortalidad, permitiendo asi la toma de decisiones para minimizar el impacto del brote de una enfermedad,
mediante ajustes en el manejo del cultivo, tratamientos especificos o cosechas de emergencia, con lo que se
reducen las pérdidas economicas por causa de agentes infecciosos en los camarones. De la misma manera,
en todas las zonas criticas debe haber avisos con las recomendaciones del caso y las prohibiciones expresas,
que indiquen los riesgos implicitos.

Revision de alimentacion fresca: El suministro de productos frescos sigue siendo una practica
generalizada en instalaciones de reproduccion y, en menor medida, en otras fases del ciclo de cultivo del
camaron. Esto se explica por la buena aceptacion de tales productos entre los camarones, asi como a los
excelentes desempefos productivos que suelen conferir. No obstante, sus implicaciones sanitarias son tan
graves que es imprescindible sopesar los riesgos con los beneficios. De considerarlo imprescindible, deben
tomarse en cuenta todas las implicaciones sobre su origen y procesamiento. Es un hecho que numerosos
brotes patogénicos en camarones cultivados han sido causados por alimentos frescos (Hasson et al. 2006).
El empleo de alimentos balanceados especificamente formulados para maduracion de camarones, reduciria
significativamente los riesgos, aunque pueda impactar el rendimiento reproductivo de los padrotes. Otra
alternativa viable es la irradiacion de los productos frescos para minimizar la carga microbiana (con rayos
gamma, por ejemplo), ya asumida por algunos proveedores de alimentos.

Mayor control del entorno: Como sefiala Newman (2019a), la consecucion de altos niveles de
bioseguridad, permite que los camarones se expongan menos a ambientes no controlados. El cultivo en
grandes extensiones al aire libre ird cediendo terreno a una camaronicultura mas regulada, con condiciones
mas bioseguras como piscinas cubiertas, con sistemas de recirculacion de agua, con restriccion de acceso a
posibles vectores de patégenos. Ello va de la mano con la tendencia hacia la intensificacion, dado que tales
adecuaciones implican costos. Aunque inicialmente se orientaba a buscar las mayores productividades, la
intensificacion estd llamada a permitir los niveles necesarios de control del entorno para asegurar
producciones libres de eventos patologicos.

Apropiada disposicion de residuos organicos: El Codigo Acuatico (WOAH 2010) define claramente
que todos los animales afectados por una enfermedad o aquellos sospechosos de exposicion, deberan ser
sacrificados y retirados apropiadamente del entorno, bien por incineracion, entierro o algun otro mecanismo
efectivo. Esta medida deberia ser aplicada a todos los residuos organicos provenientes de un recinto de
cultivo (camarones muertos, exuvias, restos de alimento), aunque no haya ocurrido un nivel de amenaza que
haga sospechar la ocurrencia de enfermedades. Poco interés se le suele conceder a las pequefias pérdidas
diarias; no obstante, éstas podrian ser responsables de mermas importantes por su caracter croénico o
constituir un brote de un trastorno patoldgico severo en su fase inicial. El transporte de los restos organicos
deberia cuidarse mucho por los riesgos de dispersion del patdogeno que conlleva, considerando de antemano
las rutas a seguir y los implementos a utilizar (Georgiades et al. 2016).

Manipulacion de comunidades microbianas: Conceptos como probidticos y prebiodticos estdn en la
palestra del sector camaronero. Aunque han surgido como una herramienta para apuntalar las producciones,
los probidticos basicamente tienen como principio favorecer el establecimiento de microorganismos
benignos, que confieran ventajas al cultivo, como suministro de factores nutricionales e inmunoldgicos,
bioremediacion del agua y/o suelos y control de patdgenos, como Vibrio spp. (Standen 2018). Estos
sistemas, al evitar el establecimiento y proliferacion de bacterias perjudiciales, constituyen también medidas
de bioseguridad. Los prebioticos serian aquellos productos que favorecen la proliferacion y accion de los
probidticos. En el mercado existen diversos productos comerciales con estos perfiles, con resultados
variables en campo, aunque probablemente mas vinculados a las formas de aplicacion que a las calidades de
los productos en si mismas. Kawahigashi (2018) integra ambos elementos en los sistemas simbioticos, los
cuales define como herramientas para estabilizar rapidamente el agua y suelo de las piscinas. Los resultados
exitosos que se han logrado auguran la dispersion de esta tecnologia.

Los sistemas de biofloc, emparentados con lo anterior, también han ganado adeptos entre los

camaroneros, por basarse en medios recirculantes y autonitrificantes (Taw 2014). A manera discriminativa,
en el biofloc se procesan pellets fecales, mudas y restos de organismos, mientras se estimulan en conjunto
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diatomeas, macroalgas, protozoarios, copépodos y bacterias, los cuales suelen integrar macroagregados
(floculos), que pueden contribuir en mucho a la alimentacion del camardn.

Newman (2017, 2019b) alerta sobre la existencia de muchas ideas mal concebidas sobre los
microorganismos, necesitindose mucha investigacion para entender la complejidad de los microbiomas.

Fomento de investigacién aplicada: Es vital el involucramiento de los sectores académico, publico y
privado para atender los requerimientos de la esfera productiva. Debe incrementarse la interaccion y
formularse lineas de investigacion que respondan a las necesidades reales en materia de bioseguridad, para
lo cual deberia crearse un fondo. Entre ellas pudieran citarse:

*= Desarrollo y generalizacion de pruebas diagndsticas multiespecificas: los métodos tradicionales,
dado su caracter monoespecifico, exigen laboriosidad, mucho tiempo y son costosos. Adams y
Thompson (2008) refieren de varias técnicas diagnosticas nuevas en desarrollo, como las técnicas
Multiplex que facilitan el trabajo por determinar varios patégenos a partir de una inica muestra y de
una sola reaccion de PCR. Mas recientemente, Sellars (2019) refiere la existencia de nuevas
plataformas de analisis (Shrimp Multipath), capaces de detectar 13 patégenos diferentes a partir de
una Unica muestra y de una sola reaccion de PCR. Newman (2019a) indica que los programas de
levantamiento de camarones SPF podrian beneficiarse mucho de las pruebas diagndsticas
multiespecificas, permitiendo pasar del monitoreo estadistico de la poblacion al individual, elevando
asi el nivel de confianza de los productos que ofrecen.

=  Mejoramiento y expansion de pruebas rapidas (kits) de diagndstico en campo, como ya sugirieran
Seiber y Pinto (2012), validadas por la OIE, como recomiendan Lightner y Redman (2012). Mas
instrumentos de este tipo permitirian mejores rutinas de vigilancia epidemiologica.

»  Estudio detallado de los mecanismos inmunitarios de los camarones penaeidos. Por ejemplo, Granja
et al. (2003) encontraron una correlacion positiva entre la temperatura y el nimero de células
apoptoticas, lo cual podria constituir una herramienta valiosisima para el control de enfermedades
microbianas.

* Mejoramiento de herramientas terapéuticas e inmunoestimulantes para camarones. El tamafio
relativamente pequefio del mercado camaronicultor ha establecido que pocas empresas hayan hecho
esfuerzos para el desarrollo de nuevos terapéuticos (Bondad-Reantaso el al 2012), aunque su
tendencia al crecimiento se espera que cambie dicho paradigma. Este topico se beneficiaria mucho
de estudios gendomicos (Newman 2019b, Stentiford et al. 2019). Recientemente, esta cobrando
interés el empleo en camaronicultura de determinadas combinaciones de &cidos organicos,
particularmente los de cadena corta, por sus propiedades bactericidas (Rodriguez 2019).

=  Comprensién y manipulacién de los patobiomas para las diversas condiciones de cultivo de los
camarones penaeidos. Como ya adelantaron Stentiford et al. (2019), se imponen cambios de vision
de patdgenos especificos como los grandes causantes de pérdidas para la produccion hacia una
concepcidn de patobioma, donde se reconozcan y entiendan las interacciones que diversos agentes
patdgenos pudieran desarrollar entre si y con su hospedero.

CONCLUSIONES

El mantenimiento de instalaciones camaroneras bioseguras es una tarea muy compleja, dada la
multiplicidad de agentes patogenos conocidos que las amenazan, la constante apariciéon de nuevos y los
riesgos que los involucran. Contempla desde el disefio de las instalaciones productivas, hasta abarcar
numerosas practicas y principios integrados en la totalidad de las operaciones del cultivo de camaron. Al no
ser una actividad sencilla, exige de todos los involucrados un compromiso sincero y completo, sin medias
tintas.
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Algunos aspectos de la bioseguridad son ampliamente conocidos por los productores, aunque su
implementacion no necesariamente es asumida. Entre ellos se destacan la determinacion precisa de la
condicion sanitaria de unidades productivas y compartimentos, la formulacion de planes de bioseguridad, la
utilizacion de cepas certificadas (SPF o SPR), el fortalecimiento de capacidades diagndsticas, la
incorporacion de analisis de riesgo, el control de ingreso al establecimiento acuicola, protocolizacion de
buenas practicas y la restriccion de fauna incidental.

Otros paradigmas de la bioseguridad son menos populares entre los miembros del sector camaronero,
como es el caso de la elevacion del nivel de accion, el mapeo sanitario, la formulacion de planes de
contingencia y simulacros, la implementacion de programas de compensacion, el acrecentamiento del nivel
de conocimiento sobre bioseguridad, la revision de la alimentacion fresca, un mayor control del entorno, la
apropiada disposicion de residuos organicos, la manipulacion de comunidades microbianas y el fomento de
investigacion aplicada.

La camaronicultura actual, y con mas razoén la futura, no puede concebirse sin asumir la bioseguridad
como principio rector. De lejos, las enfermedades constituyen la principal amenaza para el crecimiento del
sector, causando pérdidas cuantiosas. Es urgente que todos los actores de cada zona camaronera,
independientemente de sus roles, se aboquen a incrementar los niveles de bioseguridad donde les competa.
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Palabras clave RESUMEN | Los probidticos en acuicultura son conocidos por sus efectos benéficos
Intestino sobre el tracto digestivo y el sistema inmune de los hospederos; sin embargo, muy poco
Sangre se conoce sobre su aplicacion en Dormitator latifrons, una especie con gran potencial
Tratamientos acuicola. En ese sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dos
Alimento probidticos comerciales sobre la ganancia en peso, parametros sanguineos y cambios
Control histologicos en el tejido intestinal del Dormitator latifrons. Se implementd un disefio

experimental aleatorio conformado por un control y dos tratamientos, con tres réplicas
cada uno, y una duracion de 22 dias. Todos los organismos (n= 45), con un peso inicial
promedio de 20,8 + 7,5 g, fueron alimentados con concentrado comercial para tilapia al
35% de proteina a una tasa del 3% de biomasa. A los tratamientos 1 (T1) y 2 (T2) se les
adicion6 probi6ticos en concentraciones de 2 X 10° UFC/g y 6 X 10° UFC/g,
respectivamente, administrado en el alimento. Se registraron diariamente los parametros
de calidad del agua (temperatura, salinidad, pH y oxigeno) y se contabilizaron los
organismos muertos en cada unidad experimental. Al final del experimento, a cada
organismo se le determinaron los parametros sanguineos (hematocrito (%), hemoglobina
(g/dL) y conteo diferencial), y cinco peces de cada tratamiento fueron sacrificados para la
muestra de tejido intestinal, que fueron fijadas en formalina neutra al 10% para analisis
histologicos. A pesar de no observarse diferencias significativas entre los tratamientos
(p> 0,05), se observo una clara tendencia de que el T1 presenta mejores resultados en
cuanto al crecimiento, ganancia en peso y supervivencia (60%) y en los parametros
sanguineos ¢ histologicos respecto al largo de las vellosidades. Aunque son preliminares,
los resultados son alentadores en cuanto a las ventajas del uso de probidticos comerciales
en chames para mejorar su cultivo.

ABSTRACT | Probiotics in aquaculture are well known for their beneficial effects on the

Keywords digestive tract and immune system of hosts; however, very little is known about their
Intestine application in Dormitator latifrons, a species with great aquaculture potential. In that
Blood sense, the objective of this study was to evaluate the effect of two commercial probiotics
Treatments on weight gain, blood parameters and histological changes in the intestinal tissue of the
Food Dormitator latifrons. We implemented a randomized experimental design consisting of a
Control control and two treatments, with three replicas each, and a duration of 22 days. All

organisms (n= 45) with an initial average weight of 20.8 + 7.5 g, were fed commercial
tilapia concentrate at 35% protein at a rate of 3% biomass. To treatments 1 (T1) and 2
(T2) probiotics were added in concentrations of 2 X 10° CFU/g and 6 X 10° CFU/g,
respectively, administered in the feed. No probiotics were administered to the control
group. Water quality parameters (temperature, salinity, pH and oxygen) were recorded
daily and the dead organisms in each experimental unit were counted. At the end of the
experiment, each organism was determined blood parameters (hematocrit (%),
hemoglobin (g/dL) and differential count), and five of each treatment were sacrificed and
intestinal tissue samples were taken, which were fixed in 10% neutral formalin for
histological analysis. In spite of not observing significant differences between the
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treatments (p> 0,05), a clear tendency is observed that the T1 presents better results is in
terms of growth, weight gain and survival (60%) and in the blood and histological
parameters regarding the length of the villi. Although preliminary, the results are
encouraging in terms of the advantages of using commercial probiotics in chames to
improve their culture.

INTRODUCCION

La intensificacion de la produccién acuicola ha incrementado la aparicion de patogenos y enfermedades
en los cultivos. Esto ha llevado a implementar dietas enriquecidas con probidticos, para mejorar la
degradacion del alimento, promover el crecimiento, estimular el sistema inmune de los organismos y
mejorar el comportamiento productivo animal sin producir efectos para el consumidor (Nutrivet 2009). Los
probidticos contribuyen al equilibrio microbiano intestinal mejorando la degradacion del alimento y
favoreciendo una mayor absorciéon y utilizacion de los nutrientes. Segin Lara et al. (2002) los
microorganismos probidticos una vez asentados en el tracto intestinal, inhiben otras poblaciones
bacterianas, cominmente patdégenos oportunistas, y aumentan sus productos terminales, especialmente
aminoacidos libres que favorecen el sistema inmune de los peces. La adicion de probidticos en el alimento
también promueve una mejora en el crecimiento, como lo ha sefialado Martinez (2011), quien incorpor6
probidticos a la dieta de larvas y juveniles de lenguado senegalés y obtuvo un mayor contenido de proteina
en musculo y mayor ganancia en peso con respecto a los organismos con dietas no suplementadas.

En Ecuador, el chame D. latifrons es una especie muy apetecida que se cultiva principalmente en la
provincia de Manabi, Ecuador, en sistemas extensivos con densidades de siembra que no sobrepasan los 5
organismo/m® (FAO 2011). En la actualidad existen productores que han intensificado los esfuerzos por
cultivar la especie, lo que podria aumentar el riesgo de aparicion de enfermedades, principalmente de origen
bacteriano. Por ejemplo, Centeno (2009) ha mencionado que el chame cultivado es afectado por
forunculosis bacteriana, una enfermedad infecciosa causada por Aeromonas sp.; mientras que Freire (2001)
ha reportado Vibrio anguillarum como un patdégeno oportunista que habita en el microbiota intestinal de
chames silvestres y cultivados, capaz de provocar cuadros septicémicos y mortalidades. Estas y otras
bacterias como las Pseudomonas spp., son consideradas bacterias oportunistas que forman parte de la
microbiota de los ecosistemas acudticos y de la pared intestinal de muchas especies de peces, pero que en
condiciones de estrés pueden ocasionar mortalidades de los hospederos. En ese sentido, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de dos probidticos comerciales sobre la ganancia en peso, parametros
sanguineos y cambios histologicos en el tejido intestinal de Dormitator latifrons en condiciones
experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron un total de 76 ejemplares de chames en el Sistema Carrizal-Rio Chone (La Segua),
provincia de Manabi, Ecuador. Los organismos fueron transportados al laboratorio de nutricion en la
Escuela de Acuicultura y Pesqueria de la Universidad Técnica de Manabi, extension Sucre, donde fueron
aclimatados por 48 horas en un tanque de fibra con un volumen de 500 litros de agua. Durante este tiempo
fueron alimentados y se observé su comportamiento, para detectar mortalidad o signos clinicos de
enfermedad.

Se seleccionaron aleatoriamente 45 ejemplares de tamafio homogéneo, los cuales fueron colocados en
acuarios de 25 litros de capacidad a razén de cinco animales por unidad muestreal. Se distribuyeron los
acuarios en tres grupos, un control y dos tratamientos, con tres réplicas cada uno. La temperatura, el
oxigeno, salinidad y pH fueron similares en todas las unidades experimentales. Todos los organismos
fueron alimentados al 3% de la biomasa con una frecuencia de tres raciones por dia (08:00, 12:00 y 17:00
horas), con alimento balanceado de tilapia 35% de proteina, ajustada semanalmente durante tres semanas,
acorde al incremento de la biomasa. Al alimento del T1 se le adicion6 el probidtico comercial Terminate,
cuya composicion se basa en Bacillus cougulans, Bacillus laterosporus, Bacillus EHC 100 strain, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus licheniformis, con una concentracion de 2
X 10° UFC/g, mientras que al T2 se le adiciond el probidtico comercial PondToss™, compuesto por
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Bacillus  pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus licheniformis con una
concentracion de 6 X 10° UFC/g. Las dosificaciones de los probidticos se realizaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante en una dosis diaria de aplicacion. Al grupo control no se le administro
probidtico en el alimento.

Durante todo el experimento se monitorearon los parametros de calidad de agua (temperatura, oxigeno,
pH y salinidad) dos veces al dia (10:30 am y 15:30 pm) con una sonda multiparamétrica (Apera Instruments
PC60). Se realizaron recambios de agua del 30% del volumen total, cada 72 h. Semanalmente se realizé la
biometria y se registraron los datos de talla con una cinta métrica y de peso con una balanza gramera (Scout
Pro OHAUS de 0,1 gramos). La relacion peso-longitud se estimé mediante la funcion alométrica P= aL’
(Csirke 1980) donde P es el peso en g y L la longitud en cm del pez, a es el origen de la funcién o factor de
condicion y b es el coeficiente de alometria, que es un indicador del tipo de crecimiento que exhibe una
especie.

Para realizar los analisis hematoldgicos, al finalizar el ensayo (luego de tres semanas) se realizo la
extraccion de sangre a los ejemplares (n= 18), por el método de puncion caudal con una jeringa de 1 ml
impregnada de EDTA (anticoagulante) a una concentracion de 1.8 mg/ml. Inmediatamente se realizaron
extendidos sanguineos los cuales se dejaron secar a temperatura ambiente, y posteriormente fueron fijados
con metanol por 5 minutos y tefiidos con May-Gruwanld—Giemsa (Malachowski y Romanowskyen 1890).
Para el conteo diferencial se contabilizaron 200 células y se determind la proporcién de tipos celulares
respecto al total de células contadas con ayuda de un microscopio 6ptico (Olympus® BHS53). El valor del
hematocrito se determiné por la técnica de micro hematocrito mediante la centrifugacion a 4000 g por 10
min de los capilares con sangre heparinizada; de acuerdo al procedimiento descrito por Martinez (2012),
mientras que la hemoglobina se determind con un hemoglobindmetro Mission®.

Para los analisis histologicos fragmentos de 3 mm’ de intestino de cinco ejemplares por tratamiento
fueron colectados posteriormente al sacrificio. Los fragmentos de tejido fueron fijados en formalina neutra
al 10%, procesados mediante la técnica histologica de inclusion de parafina, cortados en secciones finas de
5 um y tefiidas con los colorantes de rutina hematoxilina y eosina (Humason 1979).

Para determinar diferencias de crecimiento y de parametros hematologicos e histologicos entre los
tratamientos, se realizaron ANDEVA con un nivel de significancia p< 0,05, después de confirmar la
homogeneidad de varianzas (test de Levene) y la normalidad de los datos (test de Shapiro — Wilk) (Zar
2010), se us6 un modelo potencial de regresion de la forma P= aL®, donde b es el coeficiente de alometria
Csirke (1980). Los datos se presentan con el valor promedio + desviacion estandar.

RESULTADOS

El oxigeno promedio durante el estudio fue de 3,66 + 0,71 mg/l, la temperatura fue de 28,12 =+ 0,40°C,
el pH fue de 8,29 = 0,21 y la salinidad fue de 0,21 + 0,03 UPS.

Los modelos de regresion peso-talla mostraron un mejor ajuste en los organismos del control (P= 0,014
L"2,940 con R*= 0,764) y T1 (P= 0,011 L"3,043 con R*= 0,794) que los organismos del T2 (P= 0,137
L"2,028 con R*= 0,509). Control y T1 mostraron una relaciéon positiva, mientras T2 mostrd una relacion
negativa (Fig. 1).
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Figura 1 Modelos de regresion peso-talla de juveniles de D. latifrons alimentados con complementos de probidtico
durante 21 dias de cultivo. A. Control; B. Tratamiento 1; C. Tratamiento 2.

La talla y el peso de los organismos del Control, T1 y T2 (F43 = 0,65; p> 0,05) no mostraron diferencias
significativas, sin embargo, los peces del T1 mostraron una tendencia a una mayor ganancia de peso (Tabla

1.

Tabla 1 Analisis de varianza (ANDEVA) de una via de las variables peso y talla de juveniles de D. latifrons
alimentados con un complemento probidtico durante 21 dias de cultivo.

Tratamiento Peso Talla

Control 23,43 £5,17 12,47 + 0,88
Tratamiento 1 25,41 +7,32 12,49 + 1,05
Tratamiento 2 22,775 +5,78 12,27 +£ 1,06

Los valores de hemoglobina (Hq = 2,30; p> 0,05), hematocrito (Hq,16= 0,87; p> 0,05) y conteos
diferencial de neutrofilos (H, = 1,65; p> 0,05), de monocitos (Hp 5= 1,95; p> 0,05) y de linfocitos
(He,16= 0,52; p> 0,05) no mostraron diferencias significativas entre tratamientos. Los valores de
hematocrito, hemoglobina y neutr6filos mostraron valores mas bajos en el tratamiento 2 con relacion al
control y tratamiento 1; mientras los linfocitos y monocitos mostraron valores mas altos en el tratamiento 2
que en el control y tratamiento 1 (Tabla 2).

Tabla 2 Valores hematologicos obtenidos posteriormente a los tratamientos con probidticos en el chame Dormitator
latifrons.

Parametros Control (n=23) Tratamiento 1 (n=9) Tratamiento 2 (n= 6)
Hematocrito (%) 24,66 £ 4,51 24,88 +£7,36 21,25 +6,18
Hemoglobina (g/dL) 5,6 +0,99 7,16 1,72 N/D
Neutrofilos (%) 30,66 22,37 24,88+ 8,43 19 + 8,17
Linfocitos (%) 65+ 25,12 71+ 11,54 73 £ 12,75
Monocitos (%) 3,33 +2,51 4,38 £3,42 7+4,55

N/D: No datos

n: tamafio de muestra
El largo de las vellosidades intestinales no mostrd diferencias significativas (p> 0,05) entre los

tratamientos. Sin embargo, se observa una tendencia a vellosidades de mayor tamafio en el T1 respecto al
control y T2 (Figs. 2-3).
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Figura 2 Seccion longitudinal de intestino (I) de Dormitator latifrons mostrando las vellosidades. A) Control. B)
Tratamiento 1. C) Tratamiento 2. Noétese el mayor tamafio y ramificacion (flechas) en las vellosidades de los
organismos del tratamiento 1. H-E, Escala de barra = 300 um.
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Figura 3 Tamaflo promedio y desviacion estandar de las vellosidades intestinales de Dormitator latifrons por
tratamiento. Control: Tratamiento 1; Tratamiento 2.

DISCUSION

El modelo de regresion peso — talla mostré una relacion positiva para el T1 y negativa para T2. El T1
tuvo un coeficiente de alometria de 3,04, indicando un crecimiento proporcional entre peso y talla (Csirke
1980); mientras que el T2 tuvo un coeficiente de 2,028, mostrando una alometria negativa entre peso y talla
(Delgadillo et al. 2012). El crecimiento alométrico positivo indica ganancia de peso en carne, lo cual es
favorable en la acuicultura. Este crecimiento puede estar dado porque los organismos asimilaron mejor el
alimento suministrado con los probiodticos, lo que refuerza el criterio del efecto beneficioso de los
probidticos hacia una forma de crecimiento mas favorable (Froese, 2006). En otros estudios, se obtuvieron
valores alométricos positivos de 3,19 en el chame dando peces cada vez mas robustos conforme crecen. En
el caso de T2, el crecimiento alométrico negativo indica que los organismos no aprovecharon o fueron
incapaces de asimilar el alimento y los probioticos. Sin embargo, estudios posteriores podran esclarecer las
causas de este resultado.

Los parametros hematoldgicos, hemoglobina, hematocrito, monocitos y linfocitos de los animales
alimentados con probidticos podrian indicar una mejora en la respuesta inmune de chames mantenidos en
los tratamientos 1 y 2 respecto al grupo control. A pesar de que no se observaron diferencias significativas
entre unidades experimentales, la mayoria de los parametros fueron mas altos en el tratamiento 1, seguido
del tratamiento 2. Algunos estudios en trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y tilapia roja Oreochromis
niloticus han encontrado que dietas suplementadas con probidticos incrementan los parametros
hematoldgicos de los organismos (Merrifield ef al., 2010c; Alvarez, 2014; Elsabagh et al., 2018). Mientras
que otros autores mencionan que los parametros hematoldgicos no han mostrado diferencias significativas
con el uso de probidticos (Raida et al., 2003; Merrifield et al., 2010a). Estos resultados podrian estar de
acuerdo con Merrfield ef al. (2010c) que sugieren que los parametros hematologicos pueden variar como
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una respuesta especifica para cada especie ante el uso de probioticos. Dado el poco conocimiento sobre
Dormitator latifrons en sistemas de cultivo, nuestros hallazgos son resultados preliminares, por lo que
recomendamos incluir en futuras investigaciones parametros hematologicos que evaliien estrés (cortisol,
glucosa), respuesta inmune (conteo de eritrocitos y linfocitos) y respuesta metabolica (creatinina), lo que
permitiria dar resultados mas concluyentes.

En este estudio no se observaron diferencias significativas entre tratamientos respecto al largo de las
vellosidades, probablemente debido al corto tiempo de experimentacion (tres semanas). Los analisis
histologicos para evaluar el efecto de probidticos en el tamafio de las vellosidades intestinales han sido
ampliamente utilizados en otras especies de peces como truchas (Harper et al., 2011; Gisbert, 2013) y
tilapias (Mello et al., 2013; Reda & Selim, 2015; Ramos ef al., 2017), con tiempos de experimentacion que
variaron entre cinco y nueve semanas. Por ejemplo, Merrifield ef al. (2010b) demostraron que el uso de
Pediococcus acidilactici como probidtico en truchas Oncorhynchus mykiss aumenta la altura de las
microvellosidades en un tiempo de cinco semanas; mientras que Elsabagh et al. (2018) reportd que el uso
de alimento enriquecido con probidticos comerciales produjo un incremento significativo del largo
intestinal y de las vellosidades en Tilapias Oreochromis niloticus al cabo de 10 semanas de
experimentacion. Los resultados de este estudio muestran una tendencia a que los organismos tratados con
probidticos tengan vellosidades intestinales mas largas que los organismos no tratados, lo cual podria
corroborarse ampliando el tiempo de experimentacion dado que los cambios histologicos necesitan periodos
de tiempo mas largos para manifestarse que los cambios bioquimicos o los parametros sanguineos (Nayak,
2010). El aumento en la altura de las vellosidades implica un aumento de la superficie que mejora la
absorcion de los nutrientes, lo que se traduce en un incremento en peso o en talla (Caspary 1992, Gisbert,
2013). Esta podria ser la explicacion a que el tratamiento 1 nos solo muestre una tendencia a mayor tamaiio
de las vellosidades intestinales sino también a un mayor incremento en peso de los organismos. Sin
embargo, se necesitara reproducir el experimento incrementando el tiempo de aplicacion de probidticos
para demostrar si existen diferencias significativas entre los tratamientos a un tiempo mayor de exposicion.

CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados demostraron que la suplementacion dietética con cepas de Bacillus
probidtico del T1, con 2 X 10° UFC/g tuvo una mejor tendencia en la ganancia de peso, mejorando también
ciertos marcadores fisiologicos y de respuesta inmune de manera particular en la hemoglobina, hematocrito,
monocitos y linfocitos. Ademas, de mejorar la altura de las vellosidades en el intestino del pez.
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Palabras clave RESUMEN | Se realizé un estudio fitoquimico y de bioactividad a los extractos en
Artemia salina cloroformo, acetato de etilo y metanol del alga Kappaphycus alvarezii Doty (recolectada
Fitoquimica en la Isla de Cubagua, Venezuela). Los valores de CL50 en el bioensayo realizado con

todos los extractos obtenidos, mostraron toxicidad ante larvas del crusticeo Artemia
salina (CL50 < 300 pg.ml-1). Mediante cromatografias en columna y capa fina
preparativa, se fraccionaron continuamente los extractos en cloroformo y en acetato de
Toxicidad etilo, analizdndose algunas subfracciones obtenidas mediante CG-EM e identificandose
algunos de sus constituyentes por sus patrones de fragmentacion y comparacion de sus
espectros de masas con los existentes en la base de datos. Encontrandose que la fraccion
A2 proveniente del extracto en acetato de etilo presentd como componentes mayoritarios
al acido hexadecanoico, dibutilftalato y el compuesto esteroidal colestano; ademas de 2,6-
diter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona, 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, acido 2-
fenilacético y 1-(1-propoxi) propano. Mientras que la fraccion FD del extracto en
cloroformo exhibi6 a los 4cidos grasos saturados palmitico, estearico y miristico, como
componentes abundantes; y en menor proporcion a la 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona.
En la fraccion EM7 proveniente del fraccionamiento del extracto metanoélico, se logrd
identificar al acido octadecanoico a través de RMN uni y bidimensional. En la fraccion
FG del extracto en cloroformo, se caracterizé al 1-fenilbutan-1-ol, mediante esta misma
técnica espectroscopica. Los distintos metabolitos secundarios identificados constituyen
el primer reporte para K. alvarezii y posiblemente sean los responsables de la
bioactividad in vitro observada. Se puede inferir que esta alga roja es una fuente
promisoria de compuestos bioactivos.

Kappaphycusalvarezii
Metabolitos secundarios

Keywords ABSTRACT | A phytochemical and bioactivity study was carried out on the chloroform,
Artemia salina ethyl acetate and methanol extracts of the Kappaphycus alvarezii Doty algae (collected
Phytochemistry on the Island of Cubagua, Venezuela). The LCs, values obtained in the bioassay

performed with all the extracts, showed toxicity to crustacean larvae Artemia salina (LCs
<300 pg.ml-1). By means of column chromatography and preparative thin layer, the
extracts were continuously fractionated with chloroform and ethyl acetate, some sub-
fractions obtained by GC-MS were analyzed, and some of their constituents were
identified by their fragmentation patterns and comparison of their mass spectra with the
existing in the database. Finding that fraction A2 from the ethyl acetate extract showed
hexadecanoic acid, dibutyl phthalate and the steroidal compound cholestane as major
components; in addition to 2,6-diter-butylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione, 6,10,14-
trimethyl-2-pentadecanone, 2- phenylacetic acid and 1- (1-propoxy) propane as minor
components. While the FD fraction of the chloroform extract exhibited saturated palmitic,
stearic and myristic fatty acids as abundant components, and 3-ethyl-4-methyl-1H-
pyrrole-2,5-dione in smaller proportion. Octadecanoic acid was identified in the EM7
fraction from the methanolic extract through uni and two-dimensional NMR. 1-
phenylbutan-1-ol was characterized by the same spectroscopic technique in the FG
fraction of the chloroform extract. The different secondary metabolites identified are the
first report for K. alvarezii and are possibly responsible for the in vitro bioactivity
observed. It can be inferred that this red algae is a promising source of bioactive
compounds.

Kappaphycus alvarezii
Secondary metabolites
Toxicity
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INTRODUCCION

Los organismos marinos se han revelado como una fuente importante de sustancias bioactivas, de gran
valor para el tratamiento de numerosas enfermedades por sus propiedades terapéuticas (antivirales,
antiinflamatorias, antioxidantes, antibioticas, entre otras). Dentro de ellos, se encuentran las algas de agua
dulce y marinas, las cuales han desarrollado estrategias de defensa que dan lugar a un nivel significativo de
diferentes estructuras quimicas, de diversas rutas metabodlicas (Puglisi et al., 2004; Barros et al., 2005).
Encontrandose grupos de metabolitos como: diterpenos, eicosanoides, lectinas, esteroles y alcaloides (Lenis
et al., 2007). La biodiversidad de las especies de algas marinas, junto a la diversidad quimica encontrada en
cada especie, constituye un recurso practicamente ilimitado que puede ser utilizado de forma beneficiosa,
para el desarrollo de biofarmacos antitumorales, antivirales y antibidticos (Valdés et al., 2003).

En relacion con bioproductos provenientes de algas, las tendencias recientes en la investigacion de las
drogas procedentes de fuentes naturales, sugieren que las algas son un grupo prometedor para suministrar
nuevas sustancias bioquimicamente activas (Mayer y Hamann, 2004; Mayer y Hamann, 2005; Singh et al.,
2003). Siendo numerosas las revisiones que sefialan a las algas como uno de los principales productores de
compuestos bioactivos (Faulkner, 2002), en algunos casos con estructuras moleculares no encontradas en
otros organismos, con posibles usos antibacterianos, anticancerigenos, cardiotoénicos, antivirales,
antitumorales, antiinflamatorios y anticoagulantes, entre otros (Freile, 2001). Desde el punto de vista
ambiental, el cultivo y explotacion de algas marinas representan una actividad amigable al medio ambiente,
ya que no genera desechos ni efluentes; aumenta, asimismo, la biodiversidad local al servir como sustrato y
refugio a numerosas especies de peces e invertebrados y diversifica las actividades productivas
tradicionales, reduciendo la pesca de ciertas especies amenazadas como las tortugas marinas, caracol de
pala y langosta (Ondarza y Rincones, 2008).

Cabe destacar, que son muy pocas las publicaciones cientificas realizadas en Venezuela, en las que se
hayan caracterizado metabolitos provenientes de algas marinas de costas venezolanas y determinado su
actividad bioldgica, pudiendo asi establecerse el mecanismo de accidn de esos compuestos activos
identificados. Entre los que se encuentra el estudio de la actividad antimicrobiana de macroalgas marinas
del Oriente de Venezuela, concluyéndose que las tres especies de algas rojas Gracilariopsis tenuifrons,
Gelidium serrulatum y Kappaphycus alvarezii producen metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana (Brito y Crescente, 2009). Las especies de algas invasoras y comercialmente importantes,
pertenecen a la familia Solieriaceae; Kappaphyccus alvarezii (Doty) Doty ex Silva (Gigartinales,
Rhodophyta), es una de las carragenofitas cultivadas que ha tenido mayor éxito en mares tropicales,
constituyendo la principal fuente mundial de materia prima para la produccion de carragenina kappa-I
(Estévez et al., 2000).

Todos los trabajos de investigacion existentes de K. alvarezii, hacen referencia a aspectos taxonomicos,
bioldgicos, de cultivo, respecto a sus propiedades antioxidantes (Suresh et al., 2007; Kanatt et al, 2015) y
antiinflamatoria (Ranganayaki et al., 2014), caracterizacion biologica y quimica (Pérez, 2013); asi como
estudios quimicos enfocados a la identificacion de los polisacaridos que presenta (Pereira et al., 2007),
principalmente en el aspecto econdomico de produccion. Acerca de la identificacion de algunos metabolitos
secundarios, su caracterizacion, asi como la determinacion de la actividad bidlogica, solo se ha realizado
una investigacion, donde las muestras de K alvarezii provenian del estado Nueva Esparta (Venezuela),
donde se identificaron el 5- octadeceno, el 1- octadeceno y el eicosiltriclorosilano entre otros;
determinandose ademas la actividad antibacteriana (Brito y Crescente, 2009). Ademas, en otro estudio
realizado por Prabha et al. (2013) a esta alga marina recolectada en la region Mandabam (India), se
caracterizaron algunos compuestos bioactivos en extractos de tres solventes distintos con sensibilidad
antimicrobiana.

Una evaluacion del potencial letal o toxico, y la caracterizacion quimica de sus metabolitos secundarios,
aporta informacion cientifica relevante y abre la posibilidad de concretar investigaciones en biotecnologia
marina, con aplicaciones en la industria farmacéutica y nutracéutica. Es de gran importancia el cultivo in
situ (en el mar y en tanques) de esta especie, a fin de disponer de la materia prima necesaria, obtener un
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desarrollo sostenible en la zona costera, y un producto atractivo para la industria que dé oportunidades
econdmicas a los cultivadores.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de 1a muestra

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva (Gigartinales, Rhodophyta) fue recolectada en las aguas
costeras de Cubagua, municipio Tubores, estado Nueva Esparta, Venezuela, a 10°50°23”" Lat. N y
64°05°08”° Lat. W, por el Prof. Jorge Barrios del Instituto Oceanografico de Venezuela (I1.0.V.), quién
realiz6 también la identificacion taxonomica. Fue almacenada en una cava con hielo y trasladada al
Laboratorio de Productos Naturales y Lipidos, para su respectivo analisis. La cantidad de muestra algal total
de los muestreos fue de 5 Kg, aproximadamente, en masa humeda.

Obtencion de los extractos del alga

El material vegetal recolectado fue lavado varias veces con abundante agua destilada, se deshidrato a
temperatura ambiente y a la sombra durante un periodo de 5 dias. Luego, se procedio a pulverizarla en un
molino eléctrico y se pesod la muestra en una balanza analitica. Los diferentes metabolitos secundarios o
principios activos se extrajeron exhaustivamente con 500 mL de éter de petroleo, por espacio de 72 horas;
posteriormente, se separ6 el filtrado y el residuo se macer6 o volvio a re-extraer sucesivamente con 500 mL
de cada uno de los solventes mas polares (polaridad creciente de cloroformo, acetato de etilo y metanol),
siguiendo el proceso de extraccion anteriormente sefialado. Cada uno de los filtrados se combinaron y
fueron concentrados a presion reducida en un rotaevaporador Hildolph a una temperatura menor de 45°C,
obteniéndose los extractos crudos en los distintos solventes, se pesaron y almacenaron bajo refrigeracion
para andlisis posteriores.

Actividad toxica contra Artemia salina

Se prepard una solucion de 10 000 pg/ml del extracto, en una mezcla H,O/DMSO seguin la solubilidad
de éste y, a partir de ésta, se prepararon soluciones de 1 000 - 0,01 pg/ml mediante diluciones sucesivas con
agua de mar bifiltrada, en viales que contenian 10 nauplios de 4. salina, eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron tres réplicas y un control con igual ntimero de réplicas.
La cuantificaciéon de la mortalidad de los nauplios se llevo a cabo pasadas las 24 y 48 horas de haber
montado dicho ensayo. Los datos obtenidos se utilizaron para calcular la concentracion letal media de los
extractos y fracciones ensayadas, mediante la aplicacion del software LC50 V2.5 disefiado para tal fin, que
considera los analisis estadisticos computarizados (Probit, Binomial, Logit y Moving Average) con limites
de confianza de 95 % (Stephan, 1977; Meyer et al., 1982).

Fraccionamiento del extracto mas letal o toxico

Para el aislamiento de los metabolitos secundarios, provenientes de los extractos del alga, se llevo a
cabo el respectivo fraccionamiento, mediante las técnicas Comatograficas de Columna (con silica gel 75
mesh a una proporcion m/m silica: muestra de 1:30 y mezclas de solventes de distintas polaridades, segun
fuese el caso) y Capa Fina Preparativa (en placas de vidrio de 20x20 cm® recubiertas con silica gel 60 mesh,
con un espesor de 0,5 mm, y mezclas de solventes en diferentes proporciones como fases moéviles).

Cromatografia de gases- espectrometria de masas (CG-EM)

Distintas fracciones de los extractos del alga K. alvarezii, fueron analizadas por esta técnica. Las
cromatografias de gases acoplada a espectrometria de masas se realizaron en un equipo marca VARIAN
modelo Saturno 2000, con una fuente de ionizacidén por impacto electronico (70 eV) y un detector de
trampa de iones. Se utilizé una columna de CP-SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25 D.I y helio (He) como gas de
arrastre. Se inyectd una muestra de 1 uL a la columna capilar. La temperatura del inyector fue de 280°C, la
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temperatura inicial del horno fue de 100 °C con una rapidez de calentamiento de 5 °C por minuto, hasta
llegar a una temperatura final de 295°C. Posteriormente, la identificacion de los componentes se realizo por
comparacion computarizada con las librerias WILEY y NIST.

Espectroscopia de RMN

Los metabolitos aislados y/o fracciones obtenidas fueron analizados en un equipo de RMN marca
Bruker AVANCE de 400 MHz de la Universidad Simén Bolivar (USB), asi como también en el equipo de
RMN marca Bruker AVANCE de 300 MHz perteneciente al Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). Para la obtencion de estos espectros, las muestras fueron disueltas en un solvente
deuterado y colocadas en un tubo de resonancia, el cual se introdujo en el equipo de RMN. Para la
obtencion de un buen espectro se disolvieron entre 5-10 mg de muestra en un volumen de 0,65 mL, que
equivalen a una altura en el tubo de resonancia de 5 cm. Los desplazamientos quimicos () obtenidos en los
espectros de 'H y "°C, se reportaron en ppm relativo a un estandar interno de tetrametilsilano (TMS).
También, se empled el experimento Distortionless Enhancement through Polarization Transfer (DEPT).

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad toxica de K. alvarezii frente al crustaceo Artemia salina

Las concentraciones letales media (CLs) de los extractos del alga K. alvarezii frente a Artemia salina,
luego de 24 y 48 horas de exposicion, se muestran en la Tabla 1. Al haber transcurrido las primeras 24
horas ya se observaba un efecto toxico de los extractos del alga en las larvas. El resultado de mortalidad de
las larvas significa la existencia de grupos de compuestos potencialmente activos. E1 CLs, obtenido para el

extracto en acetato de etilo de (6,85 pg-ml™), permite posicionarlo como un blanco para posteriores
estudios farmacoldgicos con los cuales se puedan aprovechar las propiedades terapéuticas que se le
adjudican a K. alvarezii. Un extracto o sustancia es considerada potencialmente 1util como citotoxico,

cuando su CLsp es < 30 ug-ml' (Meyer ef al, 1982), aunque un CLsy < 1 000 pg-ml” se considera
significativo o no despreciable. Cabe mencionar que el bioensayo basado en nauplios de A. salina presenta
una correlacion positiva con la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la
linea celular 3PS (P388) (leucemia in vivo) (McLaughlin ef al., 1998). También se ha empleado este ensayo

con éxito en la biisqueda de compuestos citotoxicos del tipo de las acetogeninas (Amaro et al., 2009).

Por otro lado, el extracto en cloroformo presentd el mayor CLsy a las 48 horas (461,82 pg-ml™); esta
concentracion letal media es baja en comparacion con la que exhibid el de acetato de etilo. Considerando el
efecto toxico de todos los extractos ante el crustaceo y analizando los valores de CLjs, obtenidos, se puede
inferir que todos son significativos y posiblemente letales o toxicos, debido a que estan en el rango de 100-1

000 pg-ml™.

Tabla 1 Actividad biotoxica de los extractos crudos de K. alvarezii contra A. salina.

CLsy(pg-mI’")

Crustaceo Extracto 24 horas 48 horas [ptervalo de confianza 95%
EC 945,23 461,82 100-1000
Artemia salina
EAE 784,15 6,85 0,10-1000
EM 816,30 152,88 96,6-253,73

EC: Extracto en cloroformo, EAE: Extracto en acetato de etilo, EM: Extracto en metanol.

De acuerdo a los resultados obtenidos del efecto de toxicidad de los extractos de K. alvarezii frente a
éste crustaceo, se pudo comprobar que es un ensayo general de amplio uso que determina el efecto letal de
los extractos en las larvas de A. salina y asi predecir un efecto potencial primario de los compuestos
quimicos, presentes en los extractos. Pudiendo dar inicio a estudios posteriores en lineas celulares
cancerigenas en cultivos de tejidos, efecto insecticida o pesticida y ejercer un amplio rango de actividades
farmacoldgicas (Parra ef al., 2001; Pino, y Lazo, 2010).
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Caracterizacion estructural

La fraccion D, reveld una concentracion letal media, considerablemente alta, en el bioensayo de

toxicidad realizado, con un CLsy de 24,91 ug.ml-1, después de 24 horas de exponer las larvas de 4. salina
ante esta fraccion (CLsp de 4,38 pg.ml-1, a las 48 horas). Debido a su actividad toxica y a que la CCF
mostrd dos manchas con Ry definidos, esta fraccion fue seleccionada para ser analizada por CG-EM.
El cromatograma de la fraccion D evidencio que se trataba mayormente de una mezcla de seis compuestos,
entre los cuales se logro identificar los que estaban presentes en mayor abundancia, siendo éstos: 3-etil-4-
metil-1H-pirrole-2,5- diona (I) y los acidos tetradecanoico (II), hexadecanoico (III) y octadecanoico (IV), a
los tiempos de retencion que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Compuestos identificados en la fraccion D mediante CG-EM.

Pico Tr(min) M Compuesto Grupo Quimico Foérmula molecular
1 7,60 139  3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona Cetona C;HgNO,
II 12,99 228 Acido tetradecanoico Acido graso C14H2802
I 15,12 256 Acido hexadecanoico Acido graso C16H3202
1\ 16,39 284 Acido octadecanoico Acido graso C18H3602

El espectro de masas del metabolito, 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona, de la fraccion D (Tr =7,60
minutos), despleg6 un i6n molecular a m/z 139 [M+], y los fragmentos correspondientes a los picos de los
iones mas abundantes a m/z 124 y 53. El espectro de masas del 4cido tetradecanoico, de la fraccion D
(Tr= 12,986), exhibidé un ién molecular a m/z 228 [M+], y los fragmentos correspondientes a los picos de
los iones mas abundantes a m/z 185, 129, y 73 (pico base).

El tercer pico observado en el cromatograma, que aparece en mayor abundancia respecto a todos los
compuestos identificados en la fraccion D, a un tiempo de retencion de 15,12 minutos, corresponde al acido
hexadecanoico (IIT). El espectro de masas de este compuesto mostré un ié6n molecular a m/z 256 [M '], el
cual corresponde a la formula molecular C;sH3,0, y los picos correspondientes a los iones mas abundantes
se observaron a m/z 227 [M'-C,Hs], 213 [M'-C3H,], 199 [M'-C4Ho], 185 [M'-CsH,;], 71 [M'-C¢H,s],
157 [M'-C/H;s], 143 [M'-CgH;;], 129 [M'-CoHypo], 115 [M'-CjoHy ], 97 [M'-CoHy30], 83 [M'-
C11H250], 73[M"-C3Hx7] (pico base), 57 [M'-C,H,30,] y 43 [M'Cy3H,505].

Un estudio realizado a tres algas rojas, de diferentes ordenes, determind que las especies de distintos
ordenes presentaban patrones similares de acidos grasos, con cuatro acidos dominantes: palmitico, oleico,
araquidénico y eicosapentanoico (Lenis et al., 2007). Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos en este estudio, debido a que entre los acidos grasos identificados en K. alvarezii, perteneciente al
orden Gigartinales, se identificaron por medio de CG-EM, la presencia de los acidos palmitico, miristico y
estearico, resultando los dos primeros los mas abundantes. En contraste a la presencia de estos acidos,
recientemente, una investigacion realizada por Pérez (2013) en K. alvarezzi recolectada en Panama reporta
la extracion de ficocoloides como acido alginico, agar y carragenano para fines comerciales.

La subfraccion G2 (sélido blanco) fue analizada resonancia magnética nuclear de protén, a campo alto
se observan cinco sefiales, la primera a oy 0,86 ppm, la cual integra para tres protones, visualizandose como
un triplete, correspondiente a un metilo terminal, que probablemente se encuentra enlazado a un metileno,
el segundo desplazamiento quimico se encuentra en Oy 1,24 ppm, la cual integra para dos protones,
asignables a un metileno; la tercera sefial aparece a oy 1,53 ppm, integrando para dos protones asignables a
un metileno unido a un C-H (metinico), como cuarta sefial se observo a oy 3,84 ppm un singlete
correspondiente a un protén unido a un carbon oxigenado, a oy 4,42 ppm esta presente la sefial de un proton
anomeérico, correspondiente al carbono unido al grupo hidroxilo. La sefial de los protones aromaticos se
considera que esta superpuesta con la sefial del solvente (cloroformo deuterado) a campo bajo de (oy 7,15-
8y 7,30) ppm. En la Tabla 3 se detallan cada una de las sefiales del espectro de RMN-"H.
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Tabla 3 Desplazamientos quimicos (8H) de la subfraccion G2 y sus respectivas sefales

Asignacion Multiplicidad Oy (ppm) Asignacion
Hil Triplete (t) 0,86 -CH;
Hio Multiplete (m) 1,24 -CH,-CH,-CH3-

Ho Cuarteto (q) 1,53 CH-CH,-CH,

Hg Singulete (s) 3,84 -OH

H, Triplete (t) 4,42 CH-OH
Hi-He Singulete (s) 7,15-17,30 Ar-H

En la (Fig. 1) se muestran los diferentes desplazamientos quimicos &y tedricos para una estructura
similar, segin el programa predictor del ChemBioDraw, los cuales fueron comparados con los datos
experimentales del RMN-'H de la subfraccion G,. Resultando varias sefiales con &y muy parecidas,
reiterando la estructura propuesta para dicha subfraccion.

3.65
OH

Figura 1 Posible estructura propuesta para G,, indicando 8y tedricos

El cromatograma de gases de la fraccion A, presentd cuatro constituyentes en mayor proporcion: el
dibutilftalato (VI), el acido hexadecanoico (V), el 1-(1-propoxietoxi)propano (II) y el colestano (VII), los
cuales fueron observados a tiempos de retencion de 19,10; 14,90; 9,34 y 22,92 min, respectivamente (Tabla
4). El espectro de masas del compuesto I mostré un ién molecular a m/z 136 [M '], el cual corresponde a la
formula molecular CgHgO,. Los picos correspondientes a los iones mas abundantes se observaron a m/z
91(pico base), 65 y 39.

Tabla 4 Compuestos identificados en la fraccién A, mediante CG-EM.

Pico Tr(min) M+ Compuesto Grupo Quimico Férmula
I 7,74 136 Acido 2-fenilacético Acido carboxilico CsH;s0,
II 9,34 146 1-(1-propoxietoxi)propano Alcano CgH1802

1 10,19 220 . . Cetona aromatica C14H2002
dieno-1,4-diona
v 13,75 268 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona Cetona alifatica C18H360
\Y% 14,90 256 Acido hexadecanoico Acido graso C16H3202
VI 19,10 278 Dibutilftalato Ester aromatico C16H2204
Vil 22,92 372 Colestano Esterol C27H48

El compuesto identificado con el numero dos (II) fue uno de los que se encontraba en mayor proporcion
en la fraccion A2 y por consiguiente uno de los mas abundantes en la mezcla, y tuvo relacion con el 1-(1-
propoxietoxi) propano, el cual se detectd con un tiempo de retencion de 9,34 min y no evidencid el ion
molecular correspondiente a m/z 146[M+], en el respectivo espectro de masas. A un tiempo de retencioén de
13,76 minutos, aparecido la 6,10,14-trimetil-2- pentadecanona, encontrada en mayor proporcion en la
fraccion A2. El espectro de masas de este compuesto, desplegé un i6n molecular a m/z 250 [M+], y los
fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 210, 165 y 43 (pico base).

Este metabolito, también conocido como hexahidrofarnesil acetona, ha sido reportado en diversas
especies de plantas tales como: la fraccion hexanica de las hojas de Ludwigia octovalvis, la cual presenta
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actividad toxica contra Artemia salina, antibacteriana contra S. aureus y citotoxica en huevos de erizo de
mar Lytechinus variegatus (Noguera, 2007). También ha sido informado en la literatura, que existen otros
compuestos producidos por las algas marinas como los acidos grasos, que presentan actividad
antiinflamatoria y efectos en el sistema inmune (Ondarza y Rincones, 2008). Especificamente, el acido
hexadecanoico (C16) junto a otra variedad de acidos grasos, ha sido reportado en una variedad de especies
de algas y celenterados (Ordaz et al, 2009).

A un tiempo de retencion de 22,93 minutos, aparecié el esterol colestano, uno de los compuestos
mayoritarios de la fraccion A,. Pudiendo observarse el pico caracteristico del ién molecular en el
correspondiente espectro de masas. Los otros fragmentos significativos se observaron a m/z 357 [M-CH;] ",
315 [M-C4Ho] ", 217 [M-C; Hxs]"™, 149 [M-C¢H3,]", 109 [M-CjoHss]™ y 43 [M-Cy4H4]™, los mismos
indicaron la presencia de un sistema esteroidal, grupo quimico detectado en el analisis quimico preliminar
del EAE (prueba positiva para esteroles).

La fraccion EM;, analizada a través de resonancia magnética de proton (RMN- 'H), del extracto
metanolico, mostro la presencia a campo alto de un triplete con un desplazamiento quimico de dy 0,89 ppm,
correspondiente a un (-CHj3) terminal, unido a un metileno (H;;7) que integra para tres hidrogenos. A campo
menos alto, aparecido un multiplete (H;), asignado a protones de metilenos mas desapantallados con un
desplazamiento de 6H 1,59 ppm. Ademas, en la misma zona alifatica, se evidencio6 a oy 1,23-1,31 ppm, un
multiplete (Hy-Hy4) bastante intenso; en el mismo rango de estos metilenos, se considera que se encuentra
superpuesta la sefial del Hyp, que sale a 1,29 ppm, debido a que se encuentra menos apantallado por la
cercania al oxigeno (Tabla 5).

Tabla 5 Desplazamientos quimicos (dy) de la subfraccion EM; y sus respectivas sefales.

Posicién Multiplicidad oy (ppm) Asignacion
Hiq Triplete (t) 0,86 -CH;
Hs-H, Multiplete (m) 1,23 -CH,-CH,-CHj;-
H; Multiplete (m) 1,59 CH,-CH,-COO.
H, Triplete (t) 2,33 CH,-COO.

Mediante el experimento DEPT- 135°, se pudieron establecer los diferentes tipos de carbonos presentes
en la estructura, resultando la existencia de un carbono metilico (Cg) y un atomo de carbono cuaternario
correspondiente al del grupo carboxilo (C;). Segun el anélisis combinado de los espectros RMN-'H, RMN-
C y DEPT 135°, concretamente, debido a los desplazamientos quimicos y las multiplicidades en el caso de
RMN 'H, se pudo determinar que el compuesto que conforma la fraccion EM5, es el 4cido octadecanoico
(Figura 2), el cual ya fue identificado por CG-EM en la fraccion D, perteneciente al extracto soluble en
cloroformo, junto con otros metabolitos; sin embargo, se logrd aislar en el extracto metanolico y
caracterizar estructuralmente. Este hecho evidencia nuevamente la abundancia de los acidos grasos en las
algas rojas. La presencia del acido hexadecanoico, octadecanoico, entre otros, ha sido reportada en muestras
de algas y otras especies marinas, a los cuales se les atribuye actividad biologica, y que su biosintesis en el
organismo, pudiera no estar dirigida hacia funciones de defensa (Ordaz et al, 2009; Pastrana et al, 2016).

Figura 2 Estructura del compuesto (acido octadecanoico) de la fraccion EM;.
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CONCLUSIONES

Los extractos de metanol, acetato de etilo y cloroformo de K. alvarezzi y algunas de sus fracciones
cromatograficas mostraron actividad biologica significativa; en tal sentido se podria decir que los distintos
metabolitos identificados posiblemente sean los responsables de la bioactividad in vitro observada en los
nauplios de A. salina. Ademas, constituyen una fuente promisoria de compuestos bioactivos con posible
actividad antitumoral.

Todos los componentes quimicos identificados en los extractos del alga, constituyen el primer reporte de
los mismos para K. alvarezii, tanto en Venezuela como en otras latitudes.
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Palabras clave RESUMEN | Se realizdo un estudio en juveniles de Crassostrea gigas para
Probioticos investigar el potencial efecto probidtico de Streptomyces spp. (cepas V4, N7 y
Streptomyces RLS8) y de una mezcla de Bacillus (BMix) teniendo como variable de respuesta
Bacillus su crecimiento. Las bacterias fueron adicionadas con el alimento vivo
Crassostrea gigas (microalgas), para ser ingeridas por los ostiones mediante filtracion. El disefio

experimental incluyd cuatro tratamientos bacterianos: [T1 (Streptomyces sp.
V4); T2 (Streptomyces sp. N7); T3 (Streptomyces sp. RL8); T4, una mezcla de
bacilos BMix (Bacillus tequilensis YC5-2, Bacillus endophyticus C2-2 'y
Bacillus  endophyticus YC3-B] y un tratamiento Control (T5) con solo
microalgas como alimento. Estas cepas potencialmente probidticas fueron
suministradas a una concentracion final de 1 x 10° UFC mL" y las microalgas
(Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en proporcion 1:1) a una densidad
de 70-80 x 10° células mL™). Los tratamientos T1y T3 (Streptomyces spp. V4 y
RL38, respectivamente), incrementaron significativamente el area y el diametro
teorico de la concha de C. gigas. Esto sugiere que la adicion Strepromyces spp.
V4 y RL8 puede mejorar el crecimiento de C. gigas durante el proceso de
preengorda de semillas en laboratorio.

ABSTRACT | A study was conducted in juveniles of Crassostrea gigas to

Keywords . .

Probiotics investigate the potential probiotic effect of Streptomyces spp. (strains V4, N7
Streptomyces and RL8) and a mixture of Bacillus (BMix) having as a response variable its
Bacillus growth. The bacteria were added with the live food (microalgae), to be ingested

by the oysters by filtration. The experimental design included four bacterial
treatments: [T1 (Streptomyces sp. V4); T2 (Streptomyces sp. N7); T3
(Streptomyces sp. RL8); T4, a mixture of BMix bacilli (Bacillus tequilensis
YC5-2, Bacillus endophyticus C2-2 and Bacillus endophyticus YC3-B) and a
Control treatment (TS) with only microalgae as food. Those potential probiotic
strains were supplied at a final concentration of 1 x 10° CFU mL’ and
microalgae (Isochrysis galbana and Chaetoceros calcitrans in a 1: 1 ratio) at a
density of 70-80 x 10° mL™ cells). Treatments T1 and T3 (Streptomyces spp. V4
and RLS, respectively), significantly increased the area and the theoretical
diameter of the C. gigas shell. It suggest that the addition Strepromyces spp. V4
and RLS8 can improve the growth of C. gigas during the process of spat nursery
and hatchery seed production.

Crassostrea gigas
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INTRODUCCION

El cultivo de moluscos bivalvos ha contribuido de manera importante en la produccion mundial de
alimentos por medio de la acuicultura. El afio 2018 la produccion mundial de estos organismos filtradores
alcanzo los 17,1 millones de toneladas (USD $ 29 200 millones), representando aproximadamente el 27%
del total de la produccion acuicola (FAO, 2018). El ostion japonés o del Pacifico Crassostrea gigas, es una
de las especies mas importantes en la produccion acuicola, debido a su rapido crecimiento, alta resistencia a
enfermedades y gran adaptabilidad a diversos ambientes (Wang et al., 2012).

La acuicultura intensiva implica el manejo de altas densidades de organismos por unidad de area o
volumen, lo cual, en el caso de los laboratorios productores de juveniles (“semillas”) de moluscos, implica
condiciones de estrés y el medio de cultivo ideal para la proliferacion de agentes patdogenos y sus
enfermedades asociadas. El uso excesivo de los antibidticos en la acuicultura, particularmente bajo
condiciones de cultivo intensivo, favorece el desarrollo de bacterias acuaticas cada vez mas resistentes a
diversos agentes antimicrobianos que podrian contaminar los productos comercializados para el consumo
humano (Cabello et al., 2013; Ryu et al., 2012). Los mismos patrones de resistencia incrementada
observados en la cria de animales terrestres se encuentran presentes en la acuicultura (Done et al., 2015) y
en funcion de esa realidad, se ha hecho un llamado a realizar un uso racional en su aplicacién acuicola.

Los probidticos tienen un efecto benéfico en los procesos digestivos, promoviendo el consumo de
nutrientes y vitaminas (Ringe y Gatesoupe, 1998). La aplicacion de bacterias probioticas a los sistemas de
produccion promueve beneficios directos sobre la digestion y el sistema inmunoldgico de los organismos;
promueve mejoras significativas en la calidad del agua, lo cual se ve reflejado en la salud y a su vez en la
supervivencia de los organismos (Verschuere et al., 2000).

En la actualidad existen muy diversos productos comerciales que se emplean como probidticos (Ferreira
et al., 2017; Javadi y Khatibi, 2017); no obstante, el aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas
bacterianas benéficas y potencialmente probidticas constituye un campo de investigacion muy dinamico, en
particular cuando los microorganismos son aislados del ambiente y/o del hospedero de interés (Franco et
al., 2016a; Franco et al., 2016b).

Entre los probioticos cominmente utilizados en la acuicultura se incluyen bacterias acido lacticas Gram
positivas de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, bacterias Gram positivas como
Enterococcus y Bacillus y bacterias Gram negativas como Vibrio y Pseudomonas (Martinez Cruz et al.,
2012).

Las actinobacterias marinas son bacterias Gram positivas y filamentosas que se reconocen como
importantes productores de metabolitos secundarios (Procopio et al., 2012). Entre las Actinobacterias, el
género Streptomyces es un poderoso productor de metabolitos funcionales con una amplia gama de
actividades farmacéuticas como la actividad antimicrobiana, antitumoral, antiviral y probidtica (Sathish y
Kokati, 2012; Naine ef al., 2015). Hoy en dia, algunos estudios consideran a las actinobacterias marinas
como posibles probidticos en la acuicultura ya que estas cepas marinas pueden inhibir el crecimiento de
Vibrio spp. (Das et al., 2010; You et al., 2017). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto
probidtico de las cepas de Streptomyces spp. y de una mezcla de Bacillus sobre el crecimiento de juveniles
de C. gigas, un ostreido de alto valor nutritivo y comercial.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas

Las cepas de Streptomyces spp. (V4, RL8 y N7) fueron seleccionadas a partir de estudios previos in
vitro ¢ identificadas por medio de técnicas moleculares, segun resultados obtenidos por Garcia-Bernal ef al.

(2015). La mezcla de Bacillus, denominada BMix, fue formulada con las cepas Bacillus tequilensis (YC5-
2), B. endophyticus (C2-2) y B. endophyticus (YC3-b) en proporcion 1:1:1, pertenecientes a la coleccion de
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microorganismos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) y con probada
actividad probidtica en estudios in vitro e in vivo (Luis-Villasefor ef al., 2011).

Cultivo de microorganismos

Todos los microorganismos se cultivaron en caldo triptona soya (Difco) suplementado con NaCl 3%; los
actinomicetos se incubaron con agitacion a 30 °C durante siete dias y los bacilos con los cuales se prepard
la mezcla BMix, se incubaron a 35 °C durante 24-48 h. Después del tiempo de incubacion, los cultivos se
centrifugaron a 4 696 x g a 4 °C durante 10 min, eliminando el sobrenadante y lavando dos veces con agua
de mar estéril. La biomasa resultante se resuspendié con agua de mar estéril, en la proporcion requerida
para obtener una densidad Optica equivalente a 600 nm para los actinomicetos (Gopalakrishnan ez al., 2014)
y a 540 nm para bacilos (Luis-Villasefior et al., 2015), a fin de obtener una concentracion final de trabajo de
1 x 10° UFC mL™". Las suspensiones resultantes fueron ajustadas a 1 x 10° UFC mL"™ para cada tratamiento
y fueron correlacionadas con el conteo de UFC (unidades formadoras de colonias), usando diluciones de
1/10 y sembrando en placas con agar triptona soya (Difco).

Evaluacion de actinomicetos y bacilos en funcion del crecimiento

Se utilizaron juveniles de ostion del Pacifico C. gigas con una talla promedio inicial de 2.5 mm,
producidas en el laboratorio de la empresa Acuacultura Robles, La Paz, B.C.S., México. Después de su
aclimatacion durante una semana, los juveniles fueron mantenidos durante 30 dias en unidades
experimentales de plastico de 4 L de capacidad, con agua de mar filtrada a 1 pm y esterilizada por luz
ultravioleta, salinidad de 37 ups y aireacion constante. Las unidades fueron dispuestas en tanques de fibra
de vidrio con sistema tipo baflo maria recirculante, para mantener una temperatura constante de 29°+1 °C.
En cada unidad experimental se colocaron 100 organismos, para conformar cinco tratamientos, con tres
réplicas cada uno, incluyendo las tres cepas de actinomicetos: (T1) Streptomyces sp., V4; (T2) Streptomyces
sp., N7; (T3) Streptomyces sp., RL8; (T4) mezcla de bacilos BMix (B. tequilensis YC5-2, B. endophyticus
C2-2 y B. endophyticus YC3-B; en proporcion 1:1:1) y un grupo Control C (sin adicion de bacterias). Los
juveniles fueron alimentados con una mezcla de las microalgas Isochrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans en proporcion 1:1, a una densidad de 70-80 x 10° células mL™'. Se realizaron cambios de agua
eliminando el 50% cada 24 h y los tratamientos de agregaron directamente al agua de cultivo, a una
concentracion de 1 x 10® UFC mL™. El bioensayo tuvo una duracién de 30 dias.

Para efectos de la evaluacion, se realizaron biometrias al inicio y al final del experimento mediante
fotografias que posteriormente fueron analizadas con ayuda de un microscopio optico marca Olympus BX-
41 y con objetivo 40X. Se realizaron las mediciones correspondientes utilizando el software Image Pro Plus
version 6.0 para determinar el diametro teodrico de la concha (Saout ef al., 1999) y el area de la concha.

Se midieron 90 organismos por tratamiento, mismos que fueron seleccionados al azar. Dado que la
forma de la concha de C. gigas se desvia notablemente de un formato esférico, el diametro tedrico (DT) se
calculo a partir del area total (Ao) de cada concha mediante la siguiente formula:

DT = V4Ao/  (Saout et al., 1999)
Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante analisis de varianza segun disefio completamente aleatorizado. Antes
de aplicar el ANOVA se procedio a verificar la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk
y para la homogeneidad de la varianza se utiliz6 la prueba de Levene (Sokal y Rohlf, 1995). Para detectar
diferencias significativas entre los valores asociados al crecimiento en funcion de los tratamientos
(candidatos probioticos suministrados) y el grupo control sin adicion de bacterias, se aplico la prueba de
rangos multiples de Tukey (1949). Para todos los analisis efectuados, el nivel de significacion fue de
P<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS version 21 para
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Windows (SPSS Inc., Chicago I1).
RESULTADOS

Al concluir el bioensayo experimental se obtuvieron diferentes respuestas con relacion al area de la
concha de los juveniles de C. gigas cuando se trataron con tres cepas diferentes de Streptomyces y la mezcla
BMix (Fig. 1). Los ostiones de C. gigas tratados con T1 y T3 tuvieron un area significativamente mayor

(P<0,05) en comparacion con el grupo control, pero no con T2 y T4 (P>0,05) (Fig. 1).
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Figura 1 Area de la concha de semillas de Crassostrea gigas, tratados con probioticos. Los datos se expresan como
media + desviacion estandar. Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05) del grupo de
control.

El didametro tedrico de la concha de los juveniles de C. gigas presentd un comportamiento similar al area
de la concha de estos organismos. Los ostiones tratados con T1 y T3 presentaron un didmetro tedrico
significativamente mayor (P< 0,05) que los organismos del grupo control, no asi los ostiones de los
tratamientos T2 y T4 (Fig. 2).
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Figura 2 Diametro tedrico de la concha de semillas de Crassostrea gigas tratados con probidticos. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar. Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05)
del grupo de control.

DISCUSION

La aplicacion de probidticos en la acuicultura se ha incrementado de manera continua como una
alternativa natural y eficiente, ante el uso y abuso de antibidticos y de diversos compuestos quimicos que
pueden afectar la salud del consumidor, ademas de que los probidticos pueden mejorar la calidad del agua
de cultivo e incrementar la supervivencia, desempefio y productividad de los organismos cultivados
(Balcazar et al., 2006; Villamil y Martinez- Silva, 2009). El uso de probidticos en la acuicultura se ha
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asociado con incrementos en la eficiencia de los procesos de digestion, absorcion y asimilacion del alimento
ingerido, debido a que estos microorganismos tienen la capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal del
organismo tratado, y secretar in-situ nutrientes y enzimas digestivas que mejoran los procesos metabolicos
y las respuestas inmunologicas de los hospederos (Glinther y Jiménez-Montealegre, 2004; Balcazar et al.,
20006)

Al concluir el presente bioensayo, se determind que el area de la concha de los juveniles de C. gigas
tratados con T1 (Streptomyces sp. V4) y T3 (Streptomyces sp. RLS), fueron significativamente mas altas
con respecto al grupo control sin tratamiento bacteriano. Garcia-Bernal et al. (2019) evaluaron estos
microorganismos como probidticos en Crassostrea sikamea y C. corteziensis. Estos autores afirman que en
la especie C. corteziensis se observd un incremento en peso en los grupos tratados con la cepa RLS de
Streptomyces y también con la mezcla de bacilos BMix, pero no con las cepas V4 y N7 de Streptomyces,
con respecto al grupo control. Para ambas especies de ostiones, no se encontraron diferencias con respecto
al incremento en talla, entre los grupos tratados con actinomicetos y el grupo control.

Campa-Cordova et al. (2009), reportaron un incremento en el crecimiento de C. corteziensis, con una
dosis diaria de 5 x 10* UFC mL" de Lactobacillus sp. (cepa NS6.1), aislado de almeja mano de leén
Nodipecten subnodosus. Aguilar-Macias et al. (2010) reportaron un mayor crecimiento y supervivencia en
juveniles de la ostra perlera Pinctada mazatlanica, cuando se les administré diariamente 1 x 10® UFC mL"
de una cepa de Lactobacillus sp., que también fue aislada de N. subnodosus.

En un estudio realizado por Douillet y Langdon (1994) se informé que la tasa de crecimiento para el
ostion del Pacifico, Crassostrea gigas, aument6 cuando la bacteria probidtica Alteromonas sp. se
proporcioné a razon de 0.1 millones de células mL™.

En una investigacion realizada por Subhash y Lipton, (2007) en la Ostra perlera (Pinctada
margaritifera), se demostré un efecto positivo del probidtico Lactobacillus acidophilus, reflejado como
incremento en peso y longitud de este molusco, en comparacion con los individuos no tratados del grupo
control.

Alavandi et al. (2004) y Banerjee et al. (2010) encontraron que al adicionar bacterias lacticas en un
cultivo del camardn Penaeus monodon, se mejoraron sus procesos de asimilacion del alimento ingerido y se
incrementd la supervivencia de los camarones. Este caso es similar a lo reportado por Ismail y Soliman
(2010) quienes en el cultivo del langostino Macrobrachium rosenbergii, adicionaron al agua cepas de L.
acidophilus, Streptococcus cremoris y L. bulgaricus obteniendo una alta supervivencia.

Independientemente de los beneficios esperados en materia de produccion bioldgica, el impacto
favorable de los probiodticos en la acuicultura va mas alld de un incremento en crecimiento. Kesarcodi-
Watson et al. (2008) demostraron que, en respuesta a un ambiente adverso, los probidticos pueden mejorar
el sistema inmunoldgico de los organismos tratados, obteniendo ademas efectos positivos en la
supervivencia.

Otro de los parametros o variables de respuesta evaluados durante la presente investigacion, fue el
diametro teérico de la concha de los juveniles de C. gigas. Al respecto, los ostiones que recibieron los
tratamientos T1 y T3 alcanzaron un mayor diametro teérico de la concha que los del grupo control, no asi
los grupos T2 y T4. Esto significa que las cepas Streptomyces sp. (V4) y Streptomyces sp. (RL8) tienen la
mayor potencialidad para su aplicacion en juveniles de C. gigas. No obstante, se considera necesario
profundizar en nuevos estudios aplicando la mezcla de bacilos BMix (Bacillus tequilensis YCS-2, B.
endophyticus C2-2 y B. endophyticus YC3-B). Un estudio realizado por Ma et al. (2019) reveld que el uso
de Bacillus aquimaris T16 como probidtico en el pectinido Japones Patinopecten yessoensis, mejoro el
crecimiento de estos bivalvos tratados, con respecto al grupo control.
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El modo de accion de los probidticos es diverso y pueden ser suministrados como complementos
nutricionales a una dieta de microalgas con calidad deficiente, pero también pueden mejorar la digestion de
esas mismas microalgas, una vez que son ingeridas por el organismo tratado (Douillet y Langdon, 1993;
Moal et al., 1996). Por ejemplo, algunas cepas bacterianas son ricas en acido pantoténico, una vitamina que
es deficiente en algunas dietas microalgales (Gu y Li, 2016).

Los resultados del presente estudio demuestran que las cepas Streptomyces spp. V4 y RLS tienen una
accion benéfica en juveniles de C. gigas, ya que los ostiones tratados con V4 y RL8 tuvieron un mayor
crecimiento con relacion a los grupos y tratamientos restantes. Esto probablemente podria ser atribuido a la
accion positiva de las enzimas extracelulares (proteasas y amilasas) que son sintetizadas por estos
microorganismos (Garcia-Bernal et al., 2015)

CONCLUSIONES

Las cepas Streptomyces spp. V4 y RL8 ofrecen una accion benéfica en el cultivo de juveniles de ostion
japonés o del pacifico (Crassostrea gigas); tienen aplicabilidad potencial para mejorar su crecimiento e
incrementar su desempefio durante el proceso de produccion y preengorda de semillas en ambiente
controlado de laboratorio.
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Palabras clave RESUMEN | La ostra del Pacifico Crassostrea gigas es uno de los moluscos con mayor
Hipoclorito produccion a escala global y el éxito de su cultivo depende principalmente de la
Vitamina C produccion de semillas bajo condiciones controladas, siendo la calidad del agua utilizada
Larvas pediveliger un factor preponderante. Se evalud la produccion de postlarvas, tanto en el desarrollo
Tratamiento del agua larvario como en etapa postlarvaria temprana, bajo distintos tratamientos fisicos y
Tratamiento UV quimicos comtinmente utilizados en el cultivo de invertebrados, teniendo como base la

filtracion y exposicion del agua a la luz ultravioleta-UV (tratamiento 1-control) y sus
variantes con adicion de: hipoclorito + tiosulfato, hipoclorito + vitamina C, hipoclorito +
tiosulfato + 4cido etilendiamino tetraacético-EDTA, hipoclorito + tiosulfato + vitamina C
+ EDTA y antibiotico oxitetraciclina. Los resultados en menor tiempo del desarrollo
larvario, mayor tasa de crecimiento y talla de larvas competentes demuestran la eficacia
del tratamiento fisico del agua filtrada e irradiada con UV en flujos de 10 L min, y de la
terapia basada en oxitetraciclina para aumentar la supervivencia, asi como también
afectar positivamente en la tasa de asentamiento; sin embargo, no recomendamos el uso
de antibidticos en la produccion de semillas de C. gigas, por generar menor condicion
fisiologica de las larvas (retardo de 2 dias en el desarrollo larvario) y sus efectos de crear
resistencia dentro y fuera de la hatchery. Se recomienda para la produccion de postlarvas
de C. gigas el uso del agua filtrada hasta 1 pm y posterior exposicion a luz UV, asi como
estudios para la busqueda de alternativas de desinfeccion o fortalecimiento inmunolégico
con el uso de productos naturales y probidticos para la optimizacion del desarrollo
larvario y postlarvario.

Keywords ABSTRACT | The Pacific oyster Crassostrea gigas is one of the mollusks with greater
Hypochlorite production on a global scale. The success of its cultivation depends mainly on the
Vitamin C, production of seeds under controlled conditions, for which the quality of water used is a
Pediveliger larvae preponderant factor. Production of C. gigas spat was evaluated, both in the larval and
Water treatment pediveliger stages, under physical and chemical treatments commonly used in the
UV treatment production of invertebrates. The different water treatments were based on the filtration

and exposure of water to ultraviolet light-UV (1-control treatment) and its variants with
the addition of hypochlorite + thiosulfate, hypochlorite + vitamin C, hypochlorite +
thiosulfate + ethylenediaminetetraacetic acid -EDTA, hypochlorite + thiosulfate +
vitamin C + EDTA and oxytetracycline antibiotic. The results, expressed in less time of
larval development, higher growth rate and size of larvae competent to the settlement,
demonstrate the effectiveness of the physical treatment of the filtered water and irradiated
with UV in flows of 10 L min-1, and of the therapy based on oxytetracycline to increase
the survival, as well as positively influencing the settlement rate. However, we do not
recommend the use of antibiotics in the spat production of C. gigas, because it generated
a lower physiological condition of the larvae (2-day delay in larval development) and its
effects on promoting resistance inside and outside the hatchery. For the production of
postlarvae of C. gigas the use of filtered water up to 1 pm and subsequent exposure to
UV rays is recommended, as well as studies searching for alternatives of disinfection or
immune strengthening with the use of natural products and probiotics for optimization of
larval and postlarval development.
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INTRODUCCION

Los moluscos producidos por cultivo suponen una remarcable cifra en la producciéon mundial, contando
para el afio 2017 unos 17.4 millones de toneladas. Dentro de este volumen, la ostra del pacifico u ostra
japonesa Crassostrea gigas figura como una de las especies mas importantes, aportando mas de 600.000 t,
siendo Asia (China, Corea, Japon y Taiwan), Europa (Francia) y Estados Unidos los principales productores
(FAO 2020), lo cual es indicativo de la utilizacion de procesos optimizados para la produccion de semillas a
gran escala y del consecuente engorde en el mar y estuarios.

En Ecuador la ostra Japonesa fue introducida en 1990 (Alvarez et al. 2008), no obstante, recientemente
es que su cultivo ha comenzado a desarrollarse, gracias al incentivo de produccion de las comunidades
costeras promovido por el gobierno nacional y regional, particularmente en las costas de la provincia de
Santa Elena, asi como de algunas iniciativas privadas e investigaciones que registran su gran factibilidad de
cultivo tanto en el mar como en los estuarios (Lombeida 1997, Lodeiros et al. 2018, Trevifio et al. 2020),
todo ello prevé a futuro proximo una posible expansién a gran escala, por lo que se necesitard una
produccion masiva de semillas de la especie.

Aunque existen varios estudios de la produccion de semillas de C. gigas, particularmente en zonas
templadas y subtropicales, en el tropico estos estudios son practicamente inexistentes. Dentro de los
estudios realizados en otras latitudes, se dan a conocer la afeccion de variables exdgenas en el cultivo de C.
gigas, como por ejemplo la acidez, cuyo aumento en el agua afecta severamente el desarrollo embriogénico,
larvario y la calcificacion a nivel general (Kurihara et al. 2007, Barros et al. 2013, De Wit et al. 2016). Asi
mismo, sustancias toxicas como el cobre, cromo, arsénico, niquel, mercurio y zinc causan una afectacion
significativa (Martin ez al. 1981, Jones 2006), por otra parte, la necesidad de mantener una buena calidad
fisico-quimica del agua utilizada es muy importante para control de patdgenos, e inclusive para la expresion
genética (Sussarellu ef al. 2018).

De esta manera, la composicion quimica del agua asi como sus cambios fisicos, quimicos y bioldgicos
son muy complejos e influyentes (Boyd et al. 2016), por ello la importancia de la desinfeccion y el buen
manejo del agua de cultivo, siendo fundamental ademas para prevenir la introduccion y propagacion de
enfermedades infecciosas en acuicultura (Kasai ef al. 2002).

Existen muchos métodos utilizados de desinfeccion, por ejemplo, para el tratamiento del agua, es
frecuente utilizar hipoclorito en criaderos de larvas de crustaceos, y su uso esta extendido a escala global
(Boyd and Massaut 1999, Kasai et al. 2002), otros métodos de desinfeccidbn como la ozonizacion,
hipoclorito por electrolisis, permanganato, agua pasteurizada, etc., cuyo uso incluye la desinfeccion de
superficies, tanques y pequefios accesorios, ademas de antisépticos como el alcohol y jabon liquido usados
por el personal de manejo son también importantes. Por otra parte, la irradiacion adecuada del agua de mar
con UV es también muy utilizada y ha mostrado resultados que han mejorado la produccion acuicola, ya
que su eficacia pueden disminuir en > 95% las bacterias Gram negativas (Kasai ef al. 2002). Otra forma de
control de calidad de agua es el uso de antibidticos como tratamiento antibacteriano, lo cual no es
recomendado por la resistencia que éstos podrian generar en los cultivos de moluscos bivalvos y en la
microbiota aledafia (Miranda et al. 2013, Dubert et al. 2016).

Helm et al. (2004) mencionan entre los factores que influyen en el asentamiento y metamorfosis de
bivalvos, la superficie del sustrato, reduccion de la temperatura del agua y la disponibilidad de reservas de
energia acumuladas durante la fase larvaria, pero no mencionan la calidad fisico-quimica del agua como un
factor influyente en el proceso, lo cual es de importancia para el éxito de los cultivos.

El presente estudio tiene como objetivo determinar la influencia del tratamiento fisico-quimico del agua
comunmente utilizada en la produccion de larvas de organismos acuaticos sobre el crecimiento, la
supervivencia y la tasa de asentamiento de larvas de C. gigas.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivos previos a los bioensayos

Los desarrollos larvarios se establecieron mediante la induccion de organismos de Crassostrea gigas de
80-100 mm, procedentes del banco de reproductores del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones
Marinas de la Escuela Superior Politécnica del Litoral de Ecuador (CENAIM-ESPOL), mantenidos en
acondicionamiento en el reservorio de la estacion experimental Palmar (2° 00’ 51,40"” S ; 80° 43 21,17" O),
finca experimental de engorde de camaron con influencia estuarina. En el laboratorio, la induccion se
realizd bajo procedimiento estandarizado del CENAIM-ESPOL; asi unos 50 animales se limpiaron
externamente, eliminando epibiontes de la concha, para someterlos a un proceso de desecacion por 12 h.

Luego de este primer estimulo, los organismos se expusieron a shock térmico, haciendo cambios de
temperatura de 24 a 31°C y viceversa, obteniéndose el desove de 4 hembras y 25 machos. Los organismos
en desove se separaron por sexo ubicandolos en recipientes de 20 L. La fertilizaciéon se realizd en
proporcion 10:1 (espermas:ovocito), y en unos 5 min se observd >90% de los 6vulos fertilizados
(observacion de la formacion del primer cuerpo polar), validando la produccion de ovocitos competentes
para su desarrollo; seguidamente, luego de 15 min empezaron las divisiones celulares y los embriones se
transfirieron a un tanque de 1000 L, a una densidad de 50 embriones.mL"!, donde transcurrieron los
restantes cambios embrionarios.

Las larvas veliger D de C. gigas (26 h postfertilizacion-PF) se recolectaron en tamices con malla de 30
pm, para ser luego transferirlas a 3 tanques de 1000 L (5 larvas.rnL'l). El agua de mar utilizada fue filtrada
por 10 pm (filtro celulosa), 5 y 1 um (filtros de hilo), para finalmente ser irradiada con luz UV, con una
velocidad de circulacion para el llenado de las unidades experimentales de ~10 L.min". En esta etapa la
alimentacion consistio solo de Tisochrysis lutea=Isochrysis galbana a una dosis de 15-20.000 celulas.mL ™.

Tratamientos del agua

Los tratamientos utilizados fueron la filtraciéon y exposicion del agua a la luz ultravioleta como se
describi6 para los cultivos previos (tratamiento control C) y variantes con adicion de hipoclorito + tiosulfato
(FCT), hipoclorito + Vitamina C (FCV), hipoclorito + tiosulfato + EDTA (FCTE), hipoclorito + tiosulfato +
Vitamina C + EDTA (FCVE) y oxitetraciclina (FO). Todos los tratamientos tanto para el desarrollo larvario
como para el asentamiento y desarrollo postlarvario se realizaron por triplicado.

El hipoclorito de sodio se preparé tomando 249 ml de cloro comercial (10%) aforandolo luego a 1000
mL para dosificarlo en dosis de 0,25 mL".L de agua de cultivo, eliminando posteriormente el residual con
tiosulfato de sodio (0,1 mg.L™), de acuerdo con las recomendaciones de Torrentera y Tacon (1989). Para la
declorinacion con acido ascorbico (AA) se titularon las soluciones para obtener la dosis a utilizar,
necesitando una relacion de 2 mg de AA para neutralizar 1 mg de cloro.

El 4cido etilendiamino tetraacético (EDTA) se utilizé en dosis de 1 mg. L™, segin recomendaciones en
Helm ef al. (2004). Finalmente, se incluyé un tratamiento con oxitetraciclina 98% en dosis de 4 mg™.L
siguiendo las recomendaciones en Miranda et al. (2013).

Ensayo en el desarrollo larvario

Transcurridas 72 h PF, se inici6 el experimento con larvas colectadas de cada tanque en un tamiz con
malla de 60 um (larvas con tallas dorso-ventral de DV 71,4 = 1,83 pm-indices de dispersion expresados en
error estandar), y se transfirieron a unidades experimentales cilindro-conicas de 50 L donde se desarroll6 el
cultivo larvario, a una densidad de 3 larvas.mL” manteniendo durante todo el ensayo una aireacién
moderada y recambios cada dos dias del 100% (con agua preparada segun el tratamiento). La alimentacion
establecida fue con las microalgas Chaetoceros gracilis 'y Tisochrysis lutea. Las microalgas fueron
producidas en medio f/2 (Guillard, 1975), enriqueciendo la diatomea con metasilicato de sodio al 1%. Las
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dosis alimenticias de la dieta bialgal se establecieron a partir de 25-30.000 células.mL™ en proporcién 3:1
hasta el dia 5 PF, de 30.000-50.000 celulas.mL™ en proporcion 1:1 hasta el dia 11 PF y de 50-70.000
celulas.mL™" en proporciéon 1:3 hasta la aparicion de larvas pediveliger (15 a 19 dias, dependiendo del
tratamiento).

La evaluacion del ensayo se realizd determinando la supervivencia y el crecimiento larvario, en cada
réplica de los tratamientos; cada 2 dias las larvas fueron concentradas en un tamiz de tamafio de poro
adecuado, resuspendiéndose en un beaker de vidrio de 1 L. La relacion entre la cantidad de larvas y el
volumen total del recipiente permiti6 estimar la supervivencia tras un recuento de 3 réplicas de 1 mL en un
porta objeto (vidrio-reloj). Esta misma muestra fue fotografiada, y las capturas de imagenes se usaron para
la medicién y analisis visual para determinar el porcentaje de larvas competentes al asentamiento
(desarrollo de mancha ocular) utilizando una camara LANOPTIK conectada a un microscopio trinocular
Olympus, siendo las imagenes procesadas con el software Nahwoo iworks 2.0.

Ensayo en el asentamiento y desarrollo postlarvario

Cuando las larvas alcanzaron en >50% de la etapa pediveliger, se colocaron en jarras plasticas de 2 L
(n=3) con fondo de malla 150 um, a densidad de 1 larva.mL™. El sustrato consisti6 en valvas molidas de
organismos adultos de la misma especie en tamafios de 200-250 pm. Durante 5 dias se mantuvieron las
postlarvas en estos sistemas, con recambios del 50% del agua (con agua preparada seglin tratamiento),
adicionando una dosis de alimento diario de 25.000 células.mL™" (7. lutea y C. gracilis) en proporcién 1:3,
manteniendo las unidades experimentales con aireacion moderada.

El asentamiento se evalud segun el nimero de organismos fijados al sustrato en relacion con la cantidad
de larvas pediveliger, y el crecimiento en dimension de concha luego de transcurridos 5 dias de ser
transferidos a los sistemas de fijacion. La longitud de las larvas pediveliger antes de la metamorfosis
(prodisoconcha II), de las postlarvas (prodisoconcha II+disoconcha), y de la disoconcha (deposicion de
concha luego de la metamorfosis) se midieron tomando la dimension dorso-ventral maxima segun Gosling
(2015), tal y como se observa en la Fig. 1. La medicion se realizo mediante captura de imagenes como fue
descrita para las larvas, pero conectada a un estéreo microscopio Olympus. La tasa de crecimiento diario
TCD (um.dia™) se determiné siguiendo las recomendaciones sefialadas en Abasolo-Pacheco et al. (2009).

Longitud total de semilla

1

»
| r Longitud DV de prodisoconcha II

4

L5 Longitud DV 1
he " de dispconcha

Figura 1 Postlarva de Crassostrea gigas luego de 5 dias del asentamiento mostrando en eje dorso-ventral, la longitud
total, compuestas por las longitudes de la prodisoconcha II y disoconcha, la cual es separada por la linea de crecimiento
limite larvario.

Analisis estadistico

Los promedios de los tratamientos tanto en el crecimiento alcanzado en larvas competentes, su tasa de
incremento diario y la supervivencia larvaria, asi como la tasa de asentamiento, tamafio de prodisoconcha
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11, disoconcha y longitud dorso-ventral total de las semillas obtenidas fueron contrastadas entre tratamientos
con una ANOVA simple con andlisis a posteriori de Tukey. Previamente al analisis se comprobo la
normalidad y homogeneidad de varianzas con Shapiro Wilks y Bartlett test, respectivamente. La data de
supervivencia fue transformada por logaritmo inverso en funcién de ser normalizada. Se establecidé una
probabilidad de significancia de P=0.05 y los analisis se establecieron siguiendo las recomendaciones en
Zar 2010.

RESULTADOS
Desarrollos larvarios

La Tabla 1 muestra la tasa de crecimiento, la longitud y supervivencia alcanzada en larvas competentes
para el asentamiento, asi como el tiempo del desarrollo larvario en los diferentes tratamientos.

Tabla 1 Tasa de crecimiento (um/dia™") durante el desarrollo larvario, longitud maxima y supervivencia (%) alcanzada
en las larvas pediveliger (um) y tiempo alcanzado para culminar el desarrollo larvario, en los diferentes tratamientos.

. Tasa crecimiento . Supervivencia Tiempo
Tratamientos (um/ dia™) Longitud concha (pm) (%) (dias)
C 19 037 285,5 + 4,35 13,1 + 0,49° 15
FCT 14 +041° 266,3 + 4,80° 10,6 +0,18° 19
FCV - 198,7 + 3,09¢ 0,3 +0,06° *
FCTE 13,1 £0,67° 2490 + 5,89° 2,6 +0,19¢ 19
FCVE 13 +0,78° 248,0 £ 5,01 5,1 +0,68° 19
FO 15,7 £ 0,46° 266,6 + 4,44° 21,7+0,43" 17

C=filtracién por 10, 5y 1 pm +UV (control); FCT= Control+UV-+hipoclorito+tiosulfato; FCV= Control
+hipoclorito+Vitamina C; FCTE= Control+hipoclorito+tiosulfato+EDTA; FCVE= control+hipoclorito+Vitamina
C+EDTA,; FO= Control+UV+Oxitetraciclina.

Las letras superpuestas indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05), (+ES)

*Larvas de este tratamiento no llegaron a formar mancha ocular, al dia 19 se observo la mortalidad masiva de las larvas con
este tratamiento.

El tnico tratamiento donde no se consiguid larvas competentes fue el que incluyo el aditivo de vitamina
C (FCV), manifestando una supervivencia del 0,3% y tallas menores a las 200 um al dia 19.

La mayor longitud obtenida (285,5 + 4,35 um), produjo también una significativamente mayor tasa de
crecimiento (19 pm.dia™") y fue para las larvas que se desarrollaron con el tratamiento control (C), seguido
por el tratamiento FO (266,6 + 4,44 um y 15,7 £ 0,46 um.dia’l) y FCT (266,3 £ 4,80 pm y 14 + 0,41
um.dia™), estos ultimos representan un grupo significativamente igual. El resto de los tratamientos
alcanzaron tallas con tasas de crecimiento inferiores (~250 pm; ~13 pm.dia™).

En el transcurso del desarrollo larvario todos los tratamientos mostraron un evidente descenso
progresivo de la poblacion en cada una de sus réplicas, siendo los animales bajo el tratamiento FO los que
mostraron menor mortalidad, alcanzando supervivencias de 21,7 + 0,43 % al final del desarrollo larvario
(aparicion de >50% de larvas pediveliger competentes para el asentamiento), las cuales fueron
significativamente mayores a los demas tratamientos, y casi el doble del control (13,1 £ 0,49 %), que
mostrd supervivencias significativamente iguales al tratamiento FCT (10,6 + 0,18 %); el resto de
tratamientos mostraron supervivencias <6%.

La obtencion de las poblaciones larvarias en mas del 50% en su nivel de larvas competentes se alcanzd
en el tratamiento control a los 15 dias PF, seguido el tratamiento con el antibiético (dia 17 PF). En el resto
de los tratamientos el desarrollo larvario finaliz6 a los 19 dias PF.

Asentamiento y crecimiento postlarvario

Las larvas competentes del tratamiento FO mostraron un significativo mayor porcentaje de asentamiento
(61,3 = 0,15%), seguido del control (C) con 44,8 + 0,16%. Estos porcentajes fueron muy superiores a los
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demas tratamientos (<3%) (Tabla 2).

Tabla 2 Porcentaje de asentamiento de las larvas pediveliger en los diferentes tratamientos.

Tratamientos Asentamiento (%)
C 448+ 0,167
FCT 2,3 +0,10°

*FCV 0
FCTE 0,8 +0,18¢
FCVE 0,2 +0,10°
FO 61,3+0,15

Las letras superpuestas indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05), (+ES)
*Larvas de este tratamiento no llegaron a formar mancha ocular, al dia 19 se observé la mortalidad masiva de las larvas con este
tratamiento.

En las postlarvas, la longitud dorso-ventral de la prodisoconcha II no mostr6 diferencias significativas
entre los tratamientos; sin embargo, en la longitud DV de la disoconcha, el tratamiento C mostr6 valores de
396,6 + 34,8 um, significativamente mayores a los demés tratamientos (<300 pm), estas diferencias
provocaron también una significativa mayor longitud total de semillas (894 + 11,5 um) por encima de los
demas tratamientos, le siguieron FCTE (815 £ 5 um) y FO (782,6 +13 um), y con igualdad estadistica FCT
y FCVE con valores ~710 um (Fig. 2).

1000 O Longitud total
a B Longitud prodisoncha
900 =3 b 0 Longitud disoconcha
c
800 ™
72 d d ]
= 700 ™= =
5 600
g
3 500 a
5 400 -
-t b
2 300 b T b )
£ 2
£ 200
- 100
0
C ECT FCIE FCVE FO

Figura 2 Longitud dorso-ventral de prodisoconcha II, disoconcha y total de las semillas de Crassostrea gigas
cultivadas a los diferentes regimenes de calidad del agua de cultivo.

Las barras indican el error estandar y las letras diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). C= filtracién por 10, 5y 1 pm
+UV (control); FCT= Control+UV+hipoclorito+ttiosulfato; FCV=Control +hipoclorito+Vitamina C; FCTE=
Control+hipocloritottiosulfato+tEDTA; FCVE= Control+hipoclorito+Vitamina C+EDTA; FO= Control+UV+Oxitetraciclina.

DISCUSION

La respuesta en el desarrollo larvario y postlarvario de Crassostrea gigas ante los tratamientos del agua
ensayados fue diferente en todos los parametros evaluados. Los mejores resultados fueron alcanzados con el
tratamiento control (C) y la adicién de antibiético (Oxitetraciclina 98% en dosis de 4 mg™'; FO): mientras en
C se obtuvieron significativamente las mayores tallas en larvas competentes para el asentamiento, con
mayor tasa de crecimiento en el desarrollo larvario en 15 dias y con una mayor longitud postlarvaria; en el
tratamiento FO se obtiene significativamente mayor supervivencia (casi el doble) y mayor tasa de
asentamiento, pero con 2 dias mas que el obtenido con el tratamiento C. Estos resultados sugieren que las
larvas al ser tratadas con el antibidtico sobreviven mas, aunque con menor condicion, ya que poseen menor
crecimiento y un retardo de 2 dias en el desarrollo larvario. El significativo mayor crecimiento de las
postlarvas en el tratamiento C (sin antibidtico), soporta la hipdtesis de mejor condicion larvaria que en el
tratamiento con el antibiodtico.

El objetivo con el uso de antibidticos en desarrollos larvarios de moluscos bivalvos es principalmente
disminuir la carga bacteriana, particularmente la de potencial patogenicidad, como bacterias tipo Vibrio
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(Uriarte ef al. 2001, Sowerby and Campa-Coérdova 2005, Miranda et al. 2013) llegandose a sugerir que el
tratamiento antibidtico mejora la condicién y supervivencia post-metamorfica debido a que reduce la
cantidad de energia asignada a la defensa de patogenos bacterianos (Pernet et al., 2006). La notable mejor
supervivencia en el tratamiento con antibidtico muestra un evidente problema bacteriano en el desarrollo
larvario; sin embargo, las larvas sin antibidtico (control) muestran mejor condicion, sugiriendo que el
antibidtico puede afectar negativamente en el metabolismo y estado fisiologico larvario, lo cual sugiere aun
mas limitar el uso de antibidticos en la produccion de semillas de Crassostrea gigas.

El tercer mejor tratamiento fue el FCT, el cual alcanzo6 tallas de larvas competentes significativamente
iguales a FO y supervivencias similares a C, pero con longitud postlarvaria menor y una tasa de
asentamiento mucho menor, lo cual muestra una evidente menor condicidon de las larvas tratadas con FCT
con respecto al control y a FO. La clorinacion del agua y declorinacién con tiosulfato es una técnica
bastante comun en acuicultura, especificamente en el cultivo de crustaceos donde las dosis recomendadas
van de 5 a 20 ppm (Lio-Po et al. 1989), demostrandose ademas que el cloro podria inactivar bacterias
luminosas potencialmente patogenas (Jawahar et al. 2002), asi como bacterias Gram positivas (Pascho et al.
1995) e incluso virus (Tree ef al. 1997); no obstante, en nuestro estudio el cloro y/o tiosulfato de sodio pudo
alterar la composicion quimica del agua y con ello fisioldgicamente las larvas de C. gigas, tal como lo
muestra De Wit et al. (2018) quienes encontraron que al manipular quimicamente el agua de mar el
crecimiento de la concha de larvas de mejillones y ostras se ve afectado negativamente.

De igual manera, podria existir una toxicidad a partir de las reacciones quimicas generadas en el proceso
de clorinacion sobre los organismos acuaticos, situacion confirmada con el sulfato de sodio en moluscos
(Jorge y Moreira 2005), o el sulfato de cobre en crustaceos (Mendoza-Rodriguez 2009, Scelzo 1997) y
peces (Velasco-Santamaria et al. 2006; Wu et al. 2003), en vista de ello, se hace necesario investigaciones
para determinar cémo interaccionan los quimicos usados para causar su efecto en larvas de C. gigas,
buscando dilucidar la hipétesis de toxicidad.

El resto de los tratamientos (FCV, FCTE y FCVE) que involucran la adicion de vitamina y EDTA,
mostraron los menores indices de condicion en las larvas, especialmente el tratamiento con vitamina C, en
el cual no se alcanzd a observar larvas competentes y al dia 19 practicamente existié una mortalidad casi
total (supervivencia del 0,3 %). El uso de vitaminas en larvas de moluscos se limita generalmente a la que
se encuentra en la composicion de las microalgas. Aunque se desconoce actualmente la necesidad
vitaminica en la fase larvaria de moluscos, en Pecten maximus se reporta un requerimiento de acido
ascorbico que va en incremento durante la fase larvaria (Seguineau et al. 1996). El acido ascorbico se usa
como un neutralizante eficaz del cloro y las cloraminas (Chu et al. 2010), mas que para aprovechamiento
por parte de las larvas, como es usado para algunos peces donde ademas de eliminar el cloro dafiino, es
usado también para brindar cierta proteccion contra las enfermedades, debido a la mejora del sistema
inmunologico (Peterka 1998). En el presente estudio no se observo evidencia de un aporte benéfico al usar
acido ascorbico en el agua de cultivo, por el contrario, estos tratamientos fueron los de menor desempefio
en la fase larvaria y en el asentamiento, lo cual sugiere que el acido ascorbico no aportaria mejoras al
desarrollo larvario en larvas de moluscos, al menos en C. gigas; una hipotesis alternativa es que la adicion
de acido ascorbico pueda generar una reaccion quimica en el agua al utilizarlo combinado con otros
elementos, neutralizando su efecto. Experimentos de suministro Unico de este elemento vitaminico,
contrastado con otros tratamientos son necesarios para dilucidar las hipétesis antes sefialadas.

La lixiviacion de metales pesados del agua de mar con EDTA es también muy comun en acuicultura, asi
por ejemplo, la adicion en dosis mayores a 2 ppm parece prevenir una mortalidad significativa, mejorando
la supervivencia de las larvas del crustaceo Penaeus monodon (Licop 1988). En bivalvos Helm et al. (2004)
sugiere el uso de EDTA para reducir metales pesados en el agua del cultivo. En contraparte, Tanyaros
(2011) demostro que el agua no tratada con EDTA produce una mejor tasa de supervivencia en larvas de C.
belcheri, situacion muy parecida a los resultados obtenidos en esta investigacion.

La respuesta de afeccion de los tratamientos al agua utilizada para la produccion de semillas de
moluscos, sin duda es especie dependiente (Gretchen et al. 2004), inclusive en especies dentro de una
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misma familia taxondmica, por ejemplo Abasolo-Pacheco (2009) observo una respuesta diferencial en los
desarrollos larvarios entre especies de pectinidos: para Nodipecten subnodosus las mejores tasas de
supervivencia y asentamiento larvario fue conseguido cuando el cultivo larvario se realizé con agua de mar
filtrada, en Argopecten ventricosus resultd mejor con agua de mar pasteurizada. Por otra parte, con el
tratamiento control utilizado en este estudio, se hace necesario la adicion de antibidticos para el desarrollo
larvario de los pectinoides N. subnodosus (Revilla et al. 2019a) y Spondylus limbatus (Loor et al. 2016), e
inclusive para la osta de roca u ostra nativa Striostrea prismatica (Lodeiros et al. 2017); sin embargo, no es
asi con C. gigas, sugiriendo una mayor resistencia de esta especie ante patdgenos larvarios.

Nuestros resultados demuestran la eficacia del tratamiento fisico del agua filtrada e irradiada con UV en
flujos de 10 L min, y de la terapia basada en Oxitetraciclina para aumentar la supervivencia, asi como
también influenciar positivamente en la tasa de asentamiento; sin embargo, no recomendamos el uso de
antibiodticos en la produccion de semillas de C. gigas, por generar menor condicion fisiologica de las larvas
y sus efectos de crear resistencia dentro y fuera de la hatchery, mas bien alentamos a la busqueda de
alternativas para mejorar y optimizar el desarrollo larvario, sin generar efectos colaterales, como el uso de
aceites esenciales de comprobada efectividad en la mejora de al menos el desarrollo embrionario de
moluscos bivalvos (Revilla et al. 2019b) o el uso de probidticos (Garcia-Bernal et al. 2020).
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