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RESUMEN

En el presente estudio se evaluo el efecto de la suplementacion dietaria con aceites
esenciales de Origanum vulgare y Silybum marianum sobre el crecimiento, la
supervivencia y algunos parametros inmunologicos y sanitarios de juveniles de
Penaeus vannamei. Se establecieron dos tratamientos experimentales:
experimento 1 (3 mL/kg) y experimento 2 (7 mL/kg), ademas de un grupo control
sin suplementacion. Los organismos, con un peso promedio inicial de 3,2 g, se
cultivaron a una densidad de 22 individuos por metro cubico en nueve tanques
circulares durante 28 dias, bajo aireacion constante y recambio diario de agua. Los
resultados mostraron que la supervivencia no present6 diferencias significativas
entre los grupos (p > 0,05). En cuanto a los parametros inmunoldgicos, la
concentracion de fenoloxidasa, anidon superdxido y proteinas plasmaticas no
evidencié diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, el
conteo total de hemocitos fue significativamente mayor en los grupos
suplementados con aceites esenciales en comparacion con el control (p < 0,05), sin
diferencias entre las dos dosis evaluadas. Respecto al crecimiento, el tratamiento
con 7 mL/kg presentd los valores significativamente superiores de peso final,
incremento de peso y biomasa (p < 0,05), indicando un efecto positivo de la
suplementacion sobre el rendimiento productivo. Asimismo, la inclusién de aceites
esenciales redujo significativamente la carga bacteriana de Vibrio spp. en el
hepatopancreas, lo que evidencia un efecto sanitario favorable y una mejora del
estado de salud de los organismos. En conjunto, los resultados demuestran que la
suplementacién con aceites esenciales en la dieta de juveniles de camardn puede
mejorar el desempefio productivo, fortalecer la respuesta celular inmune y reducir
la carga bacteriana, constituyendo una alternativa natural prometedora para

optimizar la produccion acuicola.

PALABRAS CLAVE: aceites esenciales, crecimiento, estado de salud, respuesta

inmune, Penaeus vannamei.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of dietary supplementation with essential oils from
Origanum vulgare and Silybum marianum on the growth, survival, and certain
immunological and health parameters of juvenile Penaeus vannamei. Two
experimental treatments were established: Experiment 1 (3 mL/kg) and Experiment
2 (7 mL/kg), in addition to a control group without supplementation. The shrimp, with
an average initial weight of 3,2 g, were reared at a density of 22 individuals per cubic
meter in nine circular tanks for 28 days, under constant aeration and daily water
changes. The results showed that survival did not differ significantly among the
groups (p > 0,05). Regarding immunological parameters, the concentrations of
phenoloxidase, superoxide anion, and plasma proteins showed no significant
differences among treatments (p > 0,05). However, the total hemocyte count was
significantly higher in the groups supplemented with essential oils compared to the
control (p < 0,05), with no differences between the two doses evaluated. With regard
to growth, the treatment with 7 mL/kg showed significantly higher values for final
weight, weight gain, and biomass (p < 0,05), indicating a positive effect of
supplementation on production performance. Furthermore, the inclusion of essential

oils significantly reduced the bacterial load of Vibrio spp. in the hepatopancreas

KEY WORDS: Essential oils, Growth, Health status, Immune response, Penaeus

vannamei.
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. INTRODUCCION

La disponibilidad de agua y alimento en cantidades suficientes ha sido y continuara
siendo un requisito clave para una existencia humana saludable y sostenible. Sin
embargo, la producciéon agricola no cubre la creciente demanda de proteina
generada por el acelerado aumento de la poblacion mundial. En este contexto, la
acuicultura se ha consolidado como una de las industrias con mayor crecimiento a
nivel global, aportando proteina de alta calidad, generando empleo e ingresos, y

posicionandose como una alternativa a la proteina animal terrestre (FAO, 2024)

En el ambito de la camaronicultura, la especie Penaeus vannamei representa la de
mayor importancia por su rapido crecimiento, buena supervivencia y capacidad de
adaptacion a diversos sistemas de cultivo. En 2020 alcanzé una producciéon de 5,8
millones de toneladas, equivalente al 51,7% de la acuicultura de crustaceos (FAO,
2022). En el Peru, su cultivo se concentra principalmente en Tumbes y Piura, siendo

una actividad relevante para la economia local (PRODUCE, 2023).

No obstante, la industria enfrenta dos problematicas principales: el alto costo del
alimento balanceado que representa hasta el 50 % de los costos operativos—y las
enfermedades infecciosas provocadas por bacterias, virus, hongos y parasitos, que
generan pérdidas economicas significativas y afectan la biomasa y supervivencia
en los estanques de cultivo (FAO, 2018). Para controlar infecciones bacterianas, el
uso de antibidéticos ha sido una practica comun; sin embargo, su aplicacion
indiscriminada ha provocado resistencia antimicrobiana, afectacién del ecosistema,
transferencia de genes resistentes y riesgos para la salud humana (Pepi y Focardi,
2021; Sotomayor et al., 2019).

“El surgimiento de resistencia para uno o varios antibioticos en las cepas de Vibrio
spp es un asunto preocupante para el cultivo de Penaeus vannamei’ (Stalin y
Srinivasan, 2016).

18



El uso de antibidticos ha generado resistencia en el cultivo de Penaeus vannamei
(talin y Srinivasan, 2016); si bien los bactericidas y bacteriostaticos sintéticos
comerciales son opciones comunes, los fitobidticos con actividad antimicrobiana
inespecifica ofrecen una alternativa prometedora. Especificamente, los
compuestos fendlicos derivados de extractos vegetales se estan investigando como
posibles sustitutos de los antibidticos para prevenir y controlar enfermedades
infecciosas en la acuicultura. En este contexto, es plausible que bacterias
patogenas en el cultivo de langostinos, como las especies de los géneros Vibrio y
Pseudomonas, sean susceptibles a los compuestos antimicrobianos presentes en

el aceite esencial de orégano (Garcia et al., 2012).

Los fitobioticos emergen como una alternativa prometedora, extractos vegetales
como el aceite esencial de Origanum vulgare han mostrado actividad
antimicrobiana frente a bacterias patégenas de importancia en la camaronicultura,
como Vibrio y Pseudomonas (Garcia et al., 2012). Asimismo, el extracto de Silybum
marianum ha demostrado efectos beneficiosos sobre la digestibilidad, absorcién de
nutrientes, salud intestinal e inmunidad en especies acuaticas, ademas de mitigar

los efectos negativos de los antibidticos en el ambiente (Hassaan et al., 2019).

En este marco, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
aplicaciéon de Origanum vulgare y Silybum marianum sobre el crecimiento,
supervivencia y sistema inmunolégico de Penaeus vannamei, como una alternativa

sostenible al uso de antibidticos en la acuicultura.
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Il. REVISION DE LITERATURA

21. Bases teodrico cientificas
2.1.1. Microorganismos bacterianos asociados al cultivo del langostino.

Son microorganismos procariotas unicelulares, poseen diferentes formas como
bacilos, espirilos, cocos, su tamano puede ser de los 0,5 a 3,0 um. Generalmente
no requieren de otros organismos para vivir, pero hay algunas excepciones,
conocidos como intracelulares obligados, siendo unos ejemplos las clamidias y
rickettsias. Su estructura estd comprendida de pared celular conformado por
peptidoglucano, no poseen membrana nuclear porque no disponen de
compartimientos intracelulares determinado por membranas pueden o no poseer

flagelos. Se dividen: Gram negativas y Gram positivas (Armijos y Vacacela 2022).

2.1.2. Especies del género Vibrio vinculadas a infecciones en el cultivo del

langostino.

Los Vibrios forman parte de la familia Vibrionaceae. Dentro del género Vibrio se
encuentran mas de 100 especies identificadas, varias de las cuales son patégenas
para el hombre; los principales patdogenos en acuicultura incluyen V.
parahaemolyticus, V. anguillarum, V. harveyi y V. fischeri (Pérez-Sanchez et al.,
2022).

2.1.3. Aplicacion de antibiéticos en la produccion de Penaeus vannamei.

El uso inadecuado de antibidticos en acuicultura puede generar resistencia
bacteriana y problemas de salud publica, por lo que es fundamental realizar un
diagnodstico preciso, aplicar tratamientos solo por especialistas y verificar su

eficacia.

Si bien los antimicrobianos son esenciales para la sostenibilidad de la produccion
animal y el bienestar de los organismos, su mal uso ha favorecido el desarrollo de

resistencia a los antimicrobianos (RAM). Esta situacion compromete la promesa de
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la acuicultura como fuente de proteina de alta calidad, lo que hace necesario un

manejo responsable de estos agentes (FAO, 2021).

En el caso del camarodn, la vibriosis suele tratarse con oxitetraciclina, enrofloxacina,
florfenicol o, en ocasiones, norfloxacina. Sin embargo, su uso preventivo sin
diagndstico ni pruebas de sensibilidad favorece la resistencia bacteriana (Aguirre
et al., 2021).

Romero et al. (2012) sefialan que las infecciones bacterianas en acuicultura
generan grandes pérdidas econdmicas, lo que impulsa el uso de antibidticos con
fines preventivos y terapéuticos, ya sea como bacteriostaticos o bactericidas,
generalmente administrados de forma oral por periodos cortos. Asimismo, Li et al.
(2024) indican que en algunas piscigranjas los antibidticos se suministran en el
alimento, el agua o por inyeccion, pero cuando se incorporan al alimento pueden

acumularse en restos no ingeridos y heces, concentrandose en el sedimento.
2.1.4. Fitobidticos

Los fitobidticos son compuestos bioactivos derivados de plantas como hierbas,
especias y aceites esenciales que se incorporan a la alimentacién de camarones
con el fin de mejorar su salud y rendimiento. Se destacan por sus propiedades
inmunoestimulantes, antioxidantes, promotoras del crecimiento, fortalecedoras del
sistema nervioso y mitigadoras del estrés, lo que los posiciona como una alternativa
natural, accesible y sostenible frente al uso de antibi6ticos en la acuicultura marina
(Seong Wei et al., 2024).

2.1.5. Empleo de fitobiéticos en la producciéon de Penaeus vannamei.

Los fitobidticos son aditivos de origen vegetal, compuestos principalmente por
extractos, aceites esenciales o metabolitos secundarios de plantas, que se emplean
en la acuicultura como alternativa a los antibidticos. Su uso ha ganado importancia
en el cultivo de camaron debido a la necesidad de reducir la resistencia a los
antimicrobianos y mejorar la sostenibilidad de la produccion (Chakraborty et al.,
2014).

Los fitobioticos tienen actividad antimicrobiana: inhiben el crecimiento de bacterias

patégenas como Vibrio spp., frecuentes en el cultivo de camarén (Citarasu, 2010).
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Estimulan el sistema inmunoldgico promoviendo la activacion de parametros
inmunes no especificos, aumentando la resistencia del camardon frente a
enfermedades infecciosas (Harikrishnan et al., 2011). Mejora digestiva vy
crecimiento: estimulan la secrecion de enzimas digestivas, lo que se refleja en un
mejor indice de conversion alimenticia (Li et al., 2009). Tiene efecto antioxidante,
algunos compuestos como flavonoides y terpenoides reducen el estrés oxidativo,

favoreciendo la salud y supervivencia de los organismos (Reverter et al., 2014).

En el cultivo de L. vannamei, se han evaluado extractos de plantas como ajo (Allium
sativum), orégano (Origanum vulgare), curcuma (Curcuma longa), neem
(Azadirachta indica) y canela (Cinnamomum verum), demostrando reduccion en la
incidencia de enfermedades bacterianas y virales, asi como mejor desempefo

zootécnico (Vaseeharan & Thaya, 2014).

Aguirre et al. (2021), reportan que los extractos etandlicos de la hoja de orégano,
procesados con soxhlet y rotaevaporador, pudieron controlar el crecimiento de

cepas de Vibrio spp, incluido los resistentes a los antibidticos.

Huapaya (2024), comenta sobre el uso de los fitobidticos, que tienen propiedades
inmunomoduladoras y antioxidantes, como en Typha angustifolia contra el virus del
White spot y Cynodon dactylon contra la enfermedad de la cola blanca en el
camaron gigante de malasia, mejorando la salud intestinal y enzimatica. También
Eleutherine bulbosa, que ha mostrado aumentar la flora intestinal y mejora la

digestién en camarones.

Mabrok et al. (2018) indican que el aceite esencial de Origanum vulgare L., en la
dieta de tilapias, influye positivamente en la activacion de la inmunidad innata y
aumenta la resistencia de los peces a V. anguillarum. Asimismo, Zhang et al (2020),
demostraron que el aceite esencial de Origanum vulgare L. aumenta la capacidad
antioxidante y estimula la resistencia de enfermedades bacterianas de la Carpa

carpio.

En revisidén de informacion especializada del uso de fitobioticos Huapaya (2024),
describe que la administracion dietética de extractos de orégano (Lippia berlandieri
Schauer) o nimbo de la India o neem (Azadirachta indica) muestran mejoras en la

supervivencia de postlarvas de Penaeus vannamei infectados con Vibrio
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parahaemolyticus. Es preciso indicar que el timol y el carvacrol son los compuestos
principales del aceite esencial obtenido del orégano, que son de especial interés

debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
2.1.6. Respuesta inmunolégica en Penaeus vannamei

El sistema inmune del camardn se basa exclusivamente en mecanismos innatos,
integrados por componentes celulares y humorales. Los hemocitos (prohemocitos,
hialinos, semigranulares y granulocitos) cumplen funciones clave como fagocitosis,
coagulacion, melanizacién y encapsulacién de patdégenos; estudios recientes
incluso han identificado subpoblaciones especializadas y células con
caracteristicas similares a macrofagos, capaces de expresar genes asociados a
inflamacion como NiIrp3 y Casp1 (Carcamo-Aréchiga et al., 2016; Wang, 2020; Hou
et al., 2023). A nivel humoral, se secretan péptidos antimicrobianos (penaeidinas,
crustinas, ALFs, stylicinas), enzimas como la profenoloxidasa, proteinas de
reconocimiento de glucanos y, mas recientemente, se ha demostrado que histonas
derivadas de hemocitos presentan actividad antimicrobiana, contribuyendo a la
defensa frente a bacterias, virus y hongos (Aguirre-Guzman et al., 2009; Smith et
al., 2015; Yu et al., 2024). En conjunto, estos mecanismos permiten al camaron
responder eficazmente a un amplio rango de patégenos a pesar de carecer de

inmunidad adaptativa.
2.1.7. Antimicrobiano

En la obra Principios y practicas de enfermedades infecciosas, editada por Mandell,
et al. (2001), se enfatiza que, la terapia antimicrobiana eficaz requiere alcanzar
concentraciones adecuadas del farmaco en el sitio de la infeccidn, evitando niveles
téxicos en el plasma u érganos. Ademas, se destaca la importancia de la seleccién
del agente antimicrobiano basado en la susceptibilidad del patéogeno y las

caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas del medicamento.
2.1.8. Aceites esenciales

El aceite esencial de orégano presenta propiedades bactericidas frente a bacterias
Gram negativas y positivas gracias a compuestos como timol y carvacrol, derivados

de su composicidn quimica en fenilpropanoles y flavonoides (Aguirre, 2021; Reyes
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& Valle, 2021). También contiene B-cariofileno, B-mirceno, terpinen-4-ol, linalool y
el hidrato de trans-sabineno (Luo et al., 2022, citado por Armijos & Vacacela, 2022).
Estos aceites esenciales, obtenidos por extraccidon o destilacion de distintas partes
de las plantas, se caracterizan por su volatilidad y su actividad antifungica,
antibacteriana e insecticida, debido a la accion de sus principios activos; ademas,
pueden estar conformados por mas de cien compuestos quimicos diferentes como

oxidos, cetonas, aldehidos y alcoholes (Cerda, 2020; Beltran et al., 2010).

Su mecanismo de accion incluye la desestabilizacion de las membranas celulares
bacterianas, la alteracion de los sistemas de comunicacion por deteccion de
quérum y la inhibicion de la formacion de biopeliculas. Diversos estudios han
demostrado que el aceite esencial de orégano es efectivo frente a bacterias tanto
sensibles como resistentes a antibioticos, entre ellas Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Moghrovyan y Sahakyan,
2024).

El aceite esencial de orégano de la sierra peruana contiene compuestos con
reconocida actividad antimicrobiana, lo que sugiere su potencial como alternativa
frente a bacterias, incluso resistentes a antibioticos. Su composicién puede variar
segun el entorno y la altitud de cultivo. Por ello, es necesario compararlo con aceites
de otros origenes y evaluar su efecto sobre microorganismos de interés en salud
publica, con posibles beneficios para la salud animal y humana (Tejada-Mufioz et
al., 2024).

2.2, Antecedentes

En la produccién animal se esta usando cada vez mas compuestos a partir de
hierbas, es una tendencia global de mejora en los sistemas de produccién animal.
Los compuestos fitobidticos presentes en las hierbas mejoran la salud y el aumento
del potencial antioxidante, esto contribuye en forma positiva al rendimiento del

crecimiento.

Mendoza y Ordinola (2023) evaluaron el efecto de tres extractos de menta (Mentha
piperita) sobre la supervivencia de camarones infectados experimentalmente con

Vibrio spp., determinando que el extracto etandlico en bafio maria fue tan eficiente
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como la oxitetraciclina para incrementar la supervivencia, el crecimiento y reducir

la carga bacteriana en el hepatopancreas.

Segun Abdel-Tawwab et al. (2022), la suplementacion dietética con aceite esencial
de manzanilla en Penaeus indicus mejord significativamente el desempefio
productivo, evidenciado por una mayor ganancia de peso, mejor eficiencia
alimenticia y crecimiento especifico superior respecto al grupo control. Asimismo,
los tratamientos suplementados mostraron una respuesta antioxidante e
inmunologica mas robusta, lo que se tradujo en mayor supervivencia frente al
desafio con Vibrio parahaemolyticus. Los autores concluyen que este fitobidtico
puede emplearse como aditivo funcional para optimizar el crecimiento y la

resistencia sanitaria en el cultivo de camaron.

Fadel et al. (2025) indican que la inclusion de extractos herbales de Artemisia
herba-alba, Lonicera japonica y Lilium candidum en las dietas de Litopenaeus
vannameij constituye una estrategia innovadora dentro del manejo sanitario
acuicola, ya que contribuye a la reduccién de patégenos y al mejoramiento del
desempenio productivo. Asimismo, resaltan la relevancia de implementar enfoques
sostenibles que promuevan la salud y el bienestar de los organismos cultivados. En
conjunto, estos resultados respaldan el uso de alternativas biotecnolégicas como

herramientas eficaces para optimizar los sistemas de produccién acuicola.

Dominguez (2020) sugiri6 que los aceites esenciales representan herramientas
eficientes para el control de la vibriosis en los sistemas de produccion de P.

vannamei.

Hoa et al. (2023) demostraron que la suplementacion dietaria con mezclas de
moléculas activas derivadas de aceites esenciales puede mejorar el desempeno
productivo del camardn. En particular, la inclusion de PAB a una dosis de 2 g/kg en
la dieta de Penaeus vannamei incrementoé significativamente los parametros de
crecimiento, incluyendo el peso final, la ganancia diaria y la biomasa total, ademas
de mejorar otros indicadores productivos como el FCR y la tasa de crecimiento
especifico. Asimismo, se observd una reduccién en la mortalidad y en la carga

bacteriana durante desafios con Vibrio parahaemolyticus.
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Asadi et al. (2018) evaluaron la inclusion dietaria de aceite esencial de comino a
concentraciones de 5y 10 g/kg, tanto en su forma libre como nanoencapsulada en
particulas de hierro, en juveniles de Penaeus vannamei. Tras 56 dias de cultivo, los
organismos suplementados alcanzaron pesos finales significativamente superiores
y mayores tasas de crecimiento en comparacion con el grupo control, evidenciando
un efecto positivo del aditivo sobre el desempeno productivo. Asimismo, se
observaron mejoras en parametros hematoldgicos, enzimaticos y antioxidantes, lo
que sugiere una mejor condicion fisiologica e inmunoldgica. Los autores concluyen
que la suplementacion con aceite esencial de comino, especialmente en su forma
nanoencapsulada, puede optimizar el crecimiento y fortalecer la respuesta

fisiologica del camardn cultivado.

He et al. (2017) investigaron el efecto de una mezcla dietética de acidos organicos
y aceites esenciales incluida entre 0,3 y 1,2 g/kg en juveniles de Penaeus
vannamei. Los autores reportaron que la suplementacion no produjo mejoras
significativas en el crecimiento ni en la supervivencia; sin embargo, si estimuld
parametros inmunoldgicos, la actividad antioxidante y la diversidad microbiana
intestinal. Asimismo, se observd mayor resistencia frente a Vibrio
parahaemolyticus, particularmente a dosis bajas, lo que sugiere que este tipo de
aditivos actua principalmente como modulador inmunolégico y promotor de la salud
intestinal mas que como estimulante directo del crecimiento. Estos hallazgos
permiten interpretar que los fitobidticos pueden influir en el desempefio productivo
de forma indirecta mediante el fortalecimiento del sistema inmune y la estabilidad

fisiologica del hospedador.

Ahmadifar et al. (2021), ofrecen una vision general de los beneficios de los
polifenoles dietéticos y aditivos ricos en polifenoles en la salud de los animales
acuaticos. Destacan que los polifenoles, compuestos derivados de plantas, poseen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas que pueden mejorar
el rendimiento del crecimiento, la inmunidad y la resistencia a enfermedades en
especies acuaticas. Ademas, se enfatiza la necesidad de investigaciones
adicionales para determinar las dosis Optimas y comprender los mecanismos de

accion de estos compuestos en diferentes especies acuaticas. El estudio sugiere
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que la inclusion de polifenoles en las dietas acuicolas podria ser una estrategia

prometedora para mejorar la salud y el bienestar de los animales acuaticos.

Las semillas de cardo mariano contienen una serie de sustancias que mejoran la
homeostasis del cuerpo, es decir, silibinina, silidianina, isosilicristina, silicristina e

isosilibina A y B (Hlangothia et al., 2016, citado por Bendowski et al.,2018).

El estudio de Garcia-Meilan et al. (2019), concluyd que la incorporacién de
concentrados de hojas de Salvia officinalis y Lippia citriodora en la alimentacion de
la dorada (Sparus aurata), mejora el incremento de peso y refuerza el sistema
inmunoldgico de los peces, haciéndolos menos susceptibles a enfermedades y
reduciendo la necesidad de antibidticos en la acuicultura, de esta manera la
incorporacion de plantas medicinales en la alimentacién de peces puede ser una
estrategia sostenible y saludable para mejorar la produccion acuicola y proteger la

salud humana y el medio ambiente.

Bionte (2024), refiere que la curcumina y la silimarina, por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y hepatoprotectoras, pueden mitigar los impactos
negativos de las micotoxinas en peces y camarones. Su incorporacion en la dieta
aumenta el crecimiento, la inmunidad y la salud general de los organismos
acuaticos, siendo una estrategia natural y efectiva para fomentar acuicultura

sostenible y saludable.

En un estudio experimental, Angel |. Campa-Cérdova, Antonio Luna-Gonzalez et
al. (2011) evaluaron la respuesta inmune del camardn blanco Litopenaeus
vannamei mediante la suplementacién dietética con inmunoestimulantes y su
posterior exposicion a patdégenos bacterianos y virales. Los autores determinaron
el conteo total de hemocitos como indicador del estado inmunolégico, encontrando
valores promedio de 19,9 x 10® + 2,0 x 10° células/mL en el control no infectado,
13,8 x 10 = 1,0 x 10° células/mL en el grupo infectado con Vibrio, y 17,6 x 10°
2,0 x 10¢ células/mL en los organismos tratados con inmunoestimulantes antes del
desafio bacteriano. El incremento significativo del numero de hemocitos en
organismos suplementados evidencié una activacion del sistema inmune celular y
una mayor capacidad de respuesta frente a patdgenos. Estos resultados

demuestran que la manipulacién nutricional puede fortalecer los mecanismos
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defensivos del camardn, permitiendo mejorar su resistencia sanitaria en sistemas

de cultivo intensivo.

En un estudio experimental, Zahra Sheikh et al. (2021) evaluaron la eficacia
repelente de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus 'y Syzygium aromaticum
mediante bioensayos tipo Klun & Debboun utilizando hembras adultas de
Anopheles stephensi. Se probaron concentraciones entre 3 y 10% para E. globulus
y entre 0.5 y 5% para S. aromaticum, asi como combinaciones de ambos aceites.
Los resultados mostraron que el aceite de eucalipto al 10% alcanzé una repelencia
de 77,78 + 18,14%, mientras que el aceite de clavo al 1% logr6 88,89 + 12,83%. La
combinacion de ambos aceites en proporcion 10% de E. globulus y 1% de S.
aromaticum produjo la mayor eficacia repelente, con 94,44 + 11,11%, superando a
los tratamientos individuales y mostrando una eficacia comparable al DEET al 40%.
Estos hallazgos evidencian que las mezclas de aceites esenciales pueden
presentar efectos sinérgicos que incrementan su actividad biolégica, lo cual
respalda el potencial de los fitobidticos vegetales como alternativas funcionales en

el control de organismos vectoriales o patdégenos.

Bendowski et al. (2018), en su experimento muestran que la adicidon de extracto de
cardo mariano al agua de bebida para pollos de engorde tiene un efecto positivo en

el rendimiento de los animales.

Gbémez et al. (2019), evaluaron el efecto sinérgico de extractos alcohdlicos
combinados de canela—eucalipto y tomillo—guayaba frente a vibrios presentes en
camarones, agua de mar y biomasa; la actividad inhibitoria se determiné mediante
difusion en placa durante 24 horas y, posteriormente, se aplicaron distintas dosis
en el alimento y en el agua, cuantificando la carga bacteriana. La combinacion
tomillo—guayaba a 400 pL/g en el alimento elimind completamente los vibrios (0
UFC) en hepatopancreas y agua, evidenciando un efecto bactericida sinérgico y su
potencial como alternativa para el control de la vibriosis en la producciéon de

camaron.

Tello y Terrones (2024), en su estudio con el extracto de Cardo Mariano
concluyeron que la inclusién de Silimarina en la dieta de la tilapia del Nilo mejora

significativamente su rendimiento productivo. Los peces que la recibieron
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mostraron una mayor ganancia de peso y talla, asi como una mejor conversion

alimenticia en comparacién con el grupo control.

Surai (2015), concluyé en su estudio que la silimarina se comporta como un
antioxidante eliminando los radicales libres, la inhibicion de su formacion, la
modulacién de la respuesta inflamatoria y la activacién de genes protectores. Estos
mecanismos sugieren su potencial como agente hepatoprotector y antioxidante en

estrategias de nutricion y prevencion de enfermedades en humanos y animales.

En el estudio de Esmaeil et al. (2017), concluyeron que la silibinina ejerce efectos
antiinflamatorios significativos en modelos animales de colitis. Su administracion

redujo marcadores inflamatorios y mejoré parametros histolégicos del colon.

El estudio de Ahmadi et al. (2012), investigaron los efectos protectores de la
silimarina contra la hepatotoxicidad inducida por plomo en pollos de engorde. Los
resultados mostraron que la administracion de silimarina redujo significativamente
los niveles de enzimas hepaticas indicativas de dafo hepatico, como la alanina
aminotransferasa (ALT) y el aspartato aminotransferasa (AST). Ademas, se
observd una mejora en los parametros histopatolégicos del higado, sugiriendo que
la silimarina puede mitigar el dafio hepatico causado por la exposicion al plomo en

aves de corral.

Segun Sozmen et al. (2014), investigaron los efectos de la silimarina en la
hepatotoxicidad inducida por fumonisina B1 en ratones BALB/c. Los resultados
mostraron que la silimarina redujo significativamente los niveles de caspasa-8 y del
factor de necrosis tumoral alfa, asi como las expresiones de VEGF y FGF-2, que
habian sido elevadas por la fumonisina B1. Estos hallazgos sugieren que la
silimarina puede mitigar el dafio hepatico téxico causado por la fumonisina B1,
indicando su potencial terapéutico en casos de hepatotoxicidad inducida por

micotoxinas.

El estudio de Mohammadi et al. (2021), evalud los efectos de un extracto de
Origanum vulgare en el rendimiento de crecimiento, las respuestas inmunitarias y
la resistencia a Aeromonas hydrophila en peces cebra (Danio rerio). Los resultados
mostraron mejoras significativas en el aumento de peso, la tasa de crecimiento

especifico y el factor de conversién alimenticia en los grupos que recibieron el

29



extracto. Ademas, se observaron incrementos en las actividades de enzimas
antioxidantes y en los niveles de inmunoglobulina en suero y moco, asi como una
mayor supervivencia tras el desafio con A. hydrophila. Estos hallazgos sugieren
que la inclusién de extracto de orégano en la dieta puede mejorar el crecimiento,
potenciar el sistema inmunolégico y aumentar la resistencia a infecciones

bacterianas en peces cebra.

Reverter et al. (2014), revisaron el uso de extractos de plantas en la acuicultura
como alternativa a la quimioterapia, destacando que diversas plantas, incluyendo

Origanum vulgare, han mostrado propiedades beneficiosas en peces.

Estudios han demostrado que el extracto de Origanum vulgare puede mejorar el
crecimiento, potenciar el sistema inmunolégico y aumentar la resistencia a

infecciones bacterianas en peces cebra (Rashidian et al., 2021).

El estudio de Giannenas et al. (2012), investigo los efectos de la suplementacion
dietética con orégano y/o acetato de a-tocoferilo en la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentada con dietas que contenian aceite de soya. Los
resultados indicaron que la inclusion de orégano y acetato de a-tocoferilo mejoro el
rendimiento de crecimiento y los parametros hematoldgicos de los peces. Ademas,
se observo una actividad antioxidante aumentada, lo que sugiere que estos
suplementos pueden contrarrestar el estrés oxidativo inducido por el aceite de soya
en la dieta. Estos hallazgos respaldan el uso de orégano y acetato de a-tocoferilo

como aditivos dietéticos beneficiosos en la acuicultura.

Aly et al. (2022), investigaron los efectos de la suplementacion dietética con aceite
esencial de orégano en parametros inmunoldgicos de la tilapia del Nilo. Durante 60
dias, los peces fueron alimentados con una dieta que contenia un 2% de aceite de
orégano, seguido de un desafio bacteriano con Aeromonas hydrophila. Los
resultados mostraron mejoras significativas en los niveles de hemoglobina,
recuento de glébulos rojos y blancos, actividad de la lisozima, actividad fagocitica,
niveles de oxido nitrico y regulacion al alza de citocinas en el grupo suplementado
en comparacion con el grupo control. Ademas, se observd una mejora
histopatoldgica en el bazo de los peces suplementados. Estos hallazgos sugieren
que la incorporacién de un 2% de aceite esencial de orégano en la dieta de la tilapia
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del Nilo puede mejorar parametros hematologicos, inmunologicos e

histopatolégicos, aumentando la resistencia a infecciones bacterianas.

Fakharzadeh et al. (2020), investigaron la actividad antimicrobiana del extracto de
Origanum vulgare (OVE) y su forma nano (NOVE) contra Streptococcus iniae en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). In vitro, NOVE mostré una mayor zona de
inhibicién (26,066 mm) en comparacion con OVE (21,7 mm), y presento valores de
concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida (MBC)
mas bajos, indicando una mayor eficacia antimicrobiana. In vivo, tras alimentar a
los peces con dietas suplementadas y desafiarlos con S. iniae, la tasa de mortalidad
y el recuento bacteriano en el bazo fueron significativamente menores en el grupo
NOVE en comparacion con OVE vy el grupo control. Estos hallazgos sugieren que
la suplementacién con NOVE puede ser una medida profilactica efectiva contra la

estreptococosis en trucha arcoiris.

Tejada-Mufoz et al. (2024), evaluaron los diametros de las zonas de inhibicion para
cada cepa mediante el método de Kirby-Bauer. El analisis de chi-cuadrado
evidencié una relacion significativa entre la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de orégano (OEOQ) y el crecimiento bacteriano. El mayor halo de inhibicién
(20 mm) se registré en S. aureusy E. coli ATCC 25922 con OEO al 100%, mientras
que el menor (16 mm) correspondié a S. aureus ATCC 25923. En general, los
diametros fueron similares entre cepas en todas las diluciones; sin embargo, S.
aureus ATCC 25923 presentd menor sensibilidad a la concentracién del 60% de
OEO.

Sonmez et al. (2015), investigaron los efectos de la suplementacion dietética con
aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum vulgare) en
la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Se utilizaron tres dosis de cada aceite:
0,5%, 1,0% y 2,0% en la dieta. Los resultados mostraron que las dosis mejoraron
el rendimiento de crecimiento y la conversion alimenticia, sin afectar la composicion
corporal. Sin embargo, las concentraciones mas altas de aceites (2%) provocaron
alteraciones histolégicas en el higado, sugiriendo que las dosis elevadas pueden

tener efectos negativos en la salud hepatica de los peces.
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Burt (2004), revisa la evidencia sobre las propiedades antibacterianas de diversos
aceites esenciales y su aplicacion potencial en la conservacion de alimentos.
Destaca que aceites como el de orégano, tomillo y clavo, muestran actividad
inhibidora contra bacterias in vitro a concentraciones generalmente en el rango de
0,01% a 0,1% (v/v). El mecanismo de accion se fundamenta en la alteracion de las
membranas celulares y la interferencia con funciones enzimaticas esenciales de los
microorganismos. Sin embargo, la aplicacion practica en matrices alimentarias
suele requerir concentraciones mayores, lo que puede afectar el sabor y la
aceptacion sensorial del producto. La revision concluye que, aunque los aceites
esenciales tienen un gran potencial como conservantes naturales, es necesario
optimizar las formulaciones para lograr un equilibrio entre eficacia antimicrobiana y

calidad sensorial.

Guroy et al. (2012) evaluaron el efecto de la suplementacion dietética con extractos
herbales en el bagre africano (Clarias gariepinus). En el experimento se utilizé una
dosis del 2% de suplementos herbales incorporados a la dieta, cuyos resultados se
compararon con un grupo control sin suplementacion. Los peces alimentados con
la dieta suplementada presentaron un crecimiento significativamente mayor y una
mejor conversion alimenticia. Asimismo, se observé una mejora en la composicion
corporal y un incremento en la actividad antioxidante, lo que sugiere un efecto
protector de los suplementos. Estos hallazgos indican que la inclusién del 2% de
extractos herbales puede constituir una estrategia nutricional eficaz para mejorar el

desempefo productivo y el estado fisiolégico del bagre africano.
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del taller de Recursos
Acuaticos Il de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de
la Universidad Nacional de Tumbes (UNTUMBES), situado en Villa Puerto Pizarro
s/n, Tumbes. Cuya ubicacién geografica en coordenadas UTM es de 0567428 E,
9612561 N, en la zona 17 (Figura 1).

Figura 1

Lugar de ejecucion del proyecto: taller de recursos acuaticos I, FIPCM

PESEEY iecias del...

(Fuente: Google Earth, 2024).

3.2 Tipo y diseino de la investigacion

Esta investigacion, de tipo aplicada-experimental, evalu6 los efectos de los
fitobidticos en la acuicultura. Mediante diversas pruebas, se aplicé el conocimiento
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cientifico para mejorar los parametros de produccién de P. vannamei, reducir el uso

de antibidticos y promover la sostenibilidad ambiental.

La investigacién se estructuré en torno a tres grupos experimentales. El primer
grupo se dosific6 con 3 mL de aceites esenciales por kilogramo de alimento,
compuesto por 1 mL/kg de aceite esencial de orégano (AEO) y 2 mL/kg de extracto
de cardo mariano (ECM). Un segundo grupo recibié una concentracion de 7 mL de
aceites esenciales por kilogramo de alimento, distribuidos en 3 mL/kg de AEO y 4

mL/kg de ECM. El tercer grupo sirvi6 como control, sin fitobidticos.

3.3. Diseno experimental

Para este estudio, se implementé un disefio completamente aleatorizado (DCA). Se
utilizaron nueve tanques de polietiieno de alta densidad, cada uno con una
capacidad de 1 m3. El factor experimental fue la adicion de fitobidticos, la cual se
configurd en tres niveles: un grupo control (sin adicién), un grupo con 3 ml, y otro
con 7 ml. Cada uno de estos tratamientos contd con tres réplicas (Tabla 1), lo que

resultd en un total de nueve unidades experimentales.

El analisis estadistico de los parametros de productividad, inmunolégicos y fisico-
quimicos del agua al final del estudio se llevo a cabo mediante un disefio de ANOVA
unifactorial con medidas repetidas, fijando un nivel de significancia del 5%. Previo
al analisis principal, la normalidad y la homogeneidad de varianzas fueron
evaluadas con las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Al
confirmar que los datos cumplian con dichos supuestos, se procedi6 a realizar una
prueba de comparaciones multiples utilizando el método de Tukey-HSD. Todo el
procesamiento y analisis de los datos se ejecutd con el software estadistico SPSS

Statistics version 21.
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Tabla 1
Nomenclatura de los tratamientos en el experimento de suplementacién con

fitobioticos en la dieta.

Grupos experimentales

Repeticiones Control Experimento 1 Experimento 2
AEOCM: 0 mL/kg AEOCM: 3 mL/kg AEOCM: 7 mL/kg
1 CR10 T1R13 T2R17
2 CR20 T1R23 T2R27
3 CR30 T1R33 T2R37

La reparticion completamente al azar de las unidades experimentales se muestra

en la figura 2.

Figura 2
Unidades experimental distribuidas completamente al azar de acuerdo a cada
tratamiento
T1R23 CR30 T1R33
T2R37 CR10 T2R27
\ T1R13 T2R17 CR20 j
3.4. Poblacion, muestra y muestreo

3.4.1. Poblacién

La poblacién estuvo conformada por 50 000 juveniles de Penaeus vannamei
procedentes del estanque 5 del Taller de Ensefianza Experimental de Acuicultura
y Produccion Acuicola (codigo SLO4TAO5) de la FIPCM de la Universidad Nacional

de Tumbes.
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Muestra y muestreo

Estuvo conformada por 198 juveniles de Penaeus vannamei, con un peso promedio
inicial de 3,2 g. Los organismos fueron cultivados en nueve tanques de un metro
cubico cada uno, con una densidad inicial de 22 individuos por metro cubico (22
ind./m3). Previo al primer muestreo, se retiraron dos organismos por tanque para la
realizacion de los muestreos iniciales, por lo que la densidad experimental se ajusto
posteriormente a 20 individuos por metro cubico (20 ind./m3). Al inicio del
experimento, se seleccionaron aleatoriamente 18 juveniles de Penaeus vannamei
(seis por tratamiento, dos de cada tanque como se indicé anteriormente) para llevar
a cabo analisis iniciales. Estos analisis comprendieron evaluaciones en fresco y del

sistema inmunoldgico.

Durante las cuatro semanas de cultivo experimental, se realizaron muestreos
semanalmente. En cada muestreo, todos los juveniles de Penaeus vannamei de
cada unidad experimental fueron pesados para monitorear su crecimiento y se

contabilizaron para determinar la supervivencia.
3.5. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.5.1. Material biolégico

Se utilizaron 198 juveniles de Penaeus vannamei con un peso promedio de 3,2
gramos extraidos del estanque 5 del Taller de ensefianza experimental de

Acuicultura y Produccion Acuicola.
3.5.2. Acondicionamiento de tanques

Los tanques fueron lavados y desinfectados con una solucion de cloro a 10 ppm.
Posteriormente, se enjuagaron minuciosamente hasta asegurar la completa
eliminacion de cualquier residuo de cloro. Una vez limpios, se dejaron secar a la
intemperie para luego ser llenados con el agua tratada. Asimismo, cada tanque

contd con aireacion y un sistema de drenaje de agua.
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3.5.3. Captacioén del agua y llenado de los tanques

El suministro de agua se obtuvo del estero Puerto Rico mediante una bomba de 2
pulgadas, dirigiendo el flujo hacia los dos reservorios de 42 m® de capacidad,
ubicados dentro del Taller de Recursos Acuaticos Il (codigo SLO4TAO04). En estos
reservorios, el agua fue sometida a un tratamiento con hipoclorito de sodio a 10
ppm. Posteriormente, tras verificar la volatilizacion completa del cloro residual con
un Kit colorimétrico marca Hanna y modelo HI3831F, se procedidé al llenado de las
nueve unidades experimentales, consistentes en tanques de 1 m?® distribuidos

dentro del mismo taller.
3.5.4. Recepcion de los juveniles de P. vannamei

Se seleccionaron juveniles de Penaeus vannamei en buen estado de salud del
estanque 5 del Taller de Ensefianza Experimental de Acuicultura y Produccion
Acuicola. Estos juveniles fueron transportados al Taller de Recursos Acuaticos I,
los que posteriormente fueron pesados y se realizé el conteo para asegurar una
distribucion proporcional en cada unidad. Los animales seleccionados fueron
evaluados por sus caracteristicas morfoldgicas: sin necrosis, apéndices completos,

tracto lleno, traslucido, branquias limpias y sin deformaciones.
3.5.5. Caracteristicas de los productos comerciales

El estudio incorporé dos productos comerciales de origen vegetal en la dieta de los
langostinos Penaeus vannamei. Se utilizé un aceite esencial liquido de orégano
Origanum vulgare al 20%, por su alto contenido de compuestos fendlicos,
principalmente carvacrol y timol, los cuales son responsables de su marcada
actividad bioldgica (Burt, 2004; Kordali et al., 2008). Estos compuestos le confieren
propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias e
inmunoestimulantes, con eficacia demostrada frente a bacterias patégenas de
interés acuicola, incluyendo especies del género Vibrio (Nazzaro et al., 2013; El-
Hack et al., 2016). Por otro lado, se usé Silybum marianum al 10%. se distingue por
su contenido de compuestos bioactivos con elevada capacidad antioxidante y
hepatoprotectora, destacando el complejo flavonolignano conocido como
silimarina, compuesto principalmente por silibina, silicristina y silidianina (Abenavoli
et al., 2010; Bijak, 2017).
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3.5.6. Mezcla de los fitobiéticos con el alimento balanceado

Se utilizé alimento balanceado comercial con un 35% de proteina y una
presentacion de 1,2 mm de diametro. Este alimento se mezclé con aceites
esenciales de Origanum vulgare (orégano) y Silybum marianum (cardo mariano)

segun lo especificado en el item 3.2.

Una vez mezclado, el alimento se dejo reposar por un periodo de una hora antes
de su aplicacién. Para la dosificacion, el alimento balanceado se peso utilizando

una balanza digital, para los aceites esenciales se utilizé una micropipeta.
3.5.7. Alimentacién

La alimentacion se realizo tres veces al dia, a las 8 horas, 11 horas y 15 horas,
siguiendo un régimen ad libitum. El alimento no consumido se retird al dia siguiente

mediante sifoneo.

Este proceso de sifoneo consisti6 en detener la aireacién por 15 minutos

empleando una manguera transparente de 3/4 de pulgada.
3.5.8. Registro de parametros de calidad de agua

El registro de temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad eléctrica, potencial
oxido-reduccion, salinidad, nitrito, nitrato, nitrdgeno amoniacal, amoniaco, amonio
y fosfato se detalla en la Tabla 2 donde se indica la frecuencia, el horario y el

instrumento o método empleado para cada medicion.

Tabla 2
Registro de parametros de calidad de agua de las unidades experimentales:

horario, frecuencia e instrumentacion.

Parametro Horario y frecuencia Instrumental o Método
Temperatura 6:00 h, 12:00 hy 18:00 h, Termoémetro YSI Pro20
Diariamente
Oxigeno disuelto 6:00 h, 12:00 h y 18:00 h, Termdmetro YSI Pro20
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Parametro

Horario y frecuencia

Instrumental o Método

Potencial hidrégeno

Conductividad eléctrica

Potencial oxido-reducciéon

Salinidad

Nitrdgeno amoniacal total

Amonio

Amoniaco

Nitrito

Nitrato

Fosfato

Diariamente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h

Semanalmente

8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h
Semanalmente
8:00 h

Semanalmente

Multiparametro Meter
modelo C-100
Multiparametro Meter
modelo C-100
Multiparametro Meter
modelo C-100
Refractometro

Salindbmetro 0-100ppt Stx-3

Vee Gee

Fotometria/YSI9100

Fotometria/YSI9100

Fotometria/YSI9100

Fotometria/YSI9100

Fotometria/YSI9100

Fotometria/YSI9100

3.5.9. Crecimiento de Penaeus vannamei

Consistio en pesar todos los juveniles de P. vannamei de cada unidad experimental.

Para esta actividad, se utilizé una balanza analitica registrando el peso total,

posteriormente, el numero de individuos. El peso promedio se obtuvo al dividir el

peso total entre el numero de individuos, una operacion matematica basica utilizada

para este fin.

Donde:

Wx = P/N°
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Wx = peso promedio
P = Peso

N° = Numero de individuos pesados

El incremento de peso se realizé haciendo la diferencia del peso actual con el peso

anterior

AWx= Wx1-Wxo
Donde:
AWX: incremento de peso
Wx1: peso actual

Wxo: peso anterior

3.5.10. Supervivencia de juveniles

La supervivencia se determiné semanalmente mediante el conteo de los ejemplares
de cada unidad experimental hasta la finalizacién del experimento. Para su calculo,

se utilizé la siguiente formula:

S= (Nt/No) x100%
Donde:
S = Supervivencia (%)
Nt = Poblacion actual

No = Poblacion inicial

3.5.11. Estado sanitario

La evaluacion del estado sanitario se realiz6 al inicio y al final del experimento, se
efectuaron analisis de patologia en fresco. En este procedimiento se seleccionaron
aleatoriamente seis organismos por tratamiento (2 de cada tanque al inicio del
experimento), se realizé la diseccion del hepatopancreas para colocarlo en
portaobjetos con solucion salina al 2,5% y observarlo al microscopio (10X y 40X),

El analisis tuvo como finalidad identificar posibles deformaciones en los tubulos
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hepatopancreaticos y determinar su grado de severidad, de acuerdo con el Anexo
19 propuesta por Morales y Cuéllar-Anjel (2014), asociando los hallazgos a la
posible presencia de patdogenos. Se examinaron las branquias para detectar
ectoparasitos, necrosis o presencia de detritus, y el intestino para verificar
contenido (alimento o detritus) y endoparasitos. Paralelamente, se realizaron
analisis microbiolégicos en un laboratorio externo para determinar la carga
bacteriana de Vibrio y Pseudomonas en el hepatopancreas. Asimismo, se analizd
la hemolinfa con el objetivo de medir la actividad de la fenoloxidasa, relacionada
con la melanizacion, la produccion de anion superéxido como indicador de radicales

téxicos y la concentracion de proteinas plasmaticas.
3.5.12. Actividad antibacteriana de fitobiéticos

La actividad antibacteriana de los fitobioticos se evalu6 mediante la técnica de
difusion en disco en agar descrito por Jorgensen et al. (2020). Para ello, se enfrenté
una cepa patogena de Vibrio parahaemolyticus contra dos productos fitobiéticos:

Origanum vulgare (orégano) y Silybum marianum (cardo mariano).

El procedimiento inici6 con la inoculacién de 100 yL de un cultivo de V.
parahaemolyticus ajustado a una concentracion de 10° UFC/mL (equivalente a un
estandar de McFarland 0.5 con lectura de ODesoo nm €n un fotdmetro YSI 9300) sobre
placas de agar. Posteriormente, se depositaron por triplicado discos estériles,
impregnados con 20 pL de cada fitobiético en concentraciones de 10%, 5% vy 2.5%,
las cuales fueron obtenidas mediante diluciones seriadas a partir de la
concentracion inicial de los productos descrita en el item 3.5.5, asegurando una
distribucion equidistante. Asimismo, se incluyé un disco de oxitetraciclina (30 ug)
como control positivo, por ser uno de los antibiéticos mas empleados en la industria
langostinera. Tras 48 horas de incubacién a 30 °C, la actividad antibacteriana se
determin6 midiendo los halos de inhibicion alrededor de cada disco con un vernier
digital.

3.6. Procesamiento y analisis de datos

Los datos se recolectaron mediante hojas de calculo electronicas en Microsoft

Excel. Para determinar las diferencias en el crecimiento y la supervivencia de P.
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vannamei, se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente

al azar y un nivel de significancia de a=0.05.

Este analisis se realizd con un nivel de confianza del 95% y se proceso utilizando

el software estadistico SPSS 25.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Crecimiento y supervivencia

El experimento 2 mostré un crecimiento superior desde la primera semana
comparado con el experimento 1y el grupo control, como se observa en la Figura
3.

Al finalizar el cultivo, el experimento 2 alcanzé un peso promedio de 11,78 £0,38 g,
superior (p > 0,05) a los 10,68 £0,14 g del experimento 1 y los 10,78 +0,28 g del
grupo control. Ademas, el incremento de peso semanal y la biomasa fue
significativamente mayor (‘p > 0,05) en el experimento 2 que el resto de los

tratamientos (Tabla 3, Anexo 3, 4, 5y 6).

Figura 3
Curva de crecimiento de los langostinos en los diferentes tratamientos

durante el periodo de cultivo.

13,00
12,00 Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg)
11,00 == Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg)
==@®==Control (AEOCM: 0 mL/kg)

)
N
o
o
o

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 #
2,00

Peso promedio (g

0 7 14 21 28
Dias de cutlivo

Estos resultados destacan el tratamiento del experimento 2 que recibieron una

dosis de 7 mL/kg de aceite esencial, como el mas efectivo para optimizar el
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rendimiento en el cultivo de langostinos (p<0,05) al final del estudio en comparacion
con el experimento 1 y el grupo control. Estos parametros incluyeron el peso
promedio, el incremento de peso, la biomasa y el factor de conversién alimenticia
(FCR). Estos hallazgos son consistentes con estudios previos, como el de Hoa et
al. (2023), quienes también obtuvieron un rendimiento de crecimiento
significativamente mayor (p<0,05) en P. vannamei suplementados con aceites
esenciales comerciales (con dosis de 1y 2g/kg). De manera similar, Sheikh et al.
(2018) y Abdel-Tawwab et al. (2022) demostraron resultados comparables al usar
aceites esenciales (con dosis de 1 y 2g/kg) y (con dosis de 1, 3 y 5 g/kg),
respectivamente, en la dieta de langostinos, alcanzando un crecimiento superior al
de sus respectivos grupos de control. Esta tendencia también se ha observado en
otras especies, lo que corrobora la efectividad de la suplementacion. Por ejemplo,
Telloy Terrones (2024) encontraron que la administracion de Cardo Mariano mejoré
el rendimiento productivo de la tilapia del Nilo y Bionte (2024) indicé que la
curcumina y la silimarina aumentaron el crecimiento en organismos acuaticos.

Al finalizar el estudio, se registré una supervivencia del 100% en los langostinos
Penaeus vannamei en todos los tratamientos y en el grupo control, sin que se
observaran diferencias significativas entre ellos (p>0,05). Estos resultados
concuerdan con los hallazgos de He et al. (2017), quienes también reportaron altas
tasas de supervivencia en langostinos infectados con Vibrio parahaemolyticus. En
su investigacion, las dosis de 0; 0,3; 0,6; 0,9 y 1,2 g/kg de un suplemento resultaron
en supervivencias que oscilaron entre 94,29% y 99,05%, sin diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05). Asimismo, Hoa et al. (2023) llevaron
a cabo una prueba de infeccién experimental en Penaeus vannamei con Vibrio
parahaemolyticus. Tras 14 dias de infeccion, la supervivencia en el tratamiento con
2 g/kg de aceites esenciales comerciales fue significativamente mayor (p<0,05),
alcanzando un 60%, en comparacion con el resto de los tratamientos (0 y 1 g/kg).
De manera similar, Abdel-Tawwab et al. (2022), en un estudio de infeccién con
Vibrio parahaemolyticus, encontraron que las dosis de 3 y 5 g/kg de un suplemento
lograron una supervivencia significativamente mayor (p<0,05) que el resto de los
tratamientos y el grupo control, con valores del 80,0% y 86,7%, respectivamente, al
finalizar el ensayo. Segun Mohammadi et al. (2021), sugieren que la inclusion de

extracto de orégano en la dieta puede mejorar el crecimiento, potenciar el sistema
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inmunoldgico y aumentar la resistencia a infecciones bacterianas en los organismos

acuaticos.

Tabla 3
Parametros de crecimiento y supervivencia de los langostinos en los

diferentes tratamientos y control.

Experimento 1 Experimento 2 Control
Parametro (AEOCM: 3 (AEOCM: 7 (AEOCM: 0
mL/kg) mL/kg) mL/kg)
Peso inicial (g) 3,18 £ 0,162 3,2+0,102 3,21 £ 0,232
Peso final (g) 10,68 £ 0,142 11,78 £ 0,38 10,78 £ 0,282
Incremento de peso
1,07 £ 0,022 1,23 + 0,04 1,08 £ 0,02°
(g/semana)
Biomasa inicial (g) 57,30 £ 0,892 57,6 £ 1,802 57,78 + 4,082
Biomasa final (g) 192.,30 £2,60% 212,10 £6,75° 194,10 + 5,00°
Factor de conversion relativo
1,12+ 1,122 0,89 £ 0,12° 1,11 £ 0,012
(FCR)
Supervivencia (%) 100 + 0® 100 + 02 100 + 02
4.2, Parametros Inmunolégicos

No se encontré diferencia significativa (p > 0.05) en el conteo total de hemocitos
entre los tratamientos con aceites esenciales. Sin embargo, los valores en estos
grupos (22,67x10% + 2,64x10% y 29,00x10® + 8,78x10% cél/mL) fueron
significativamente diferentes (p < 0.05) en comparacién con el grupo control
(1,87x106 +1,25x108 cél/mL). Los demas parametros inmunoldgicos, como la
concentracion de proteinas totales, la fenoloxidasa y el anién superdxido, no
presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos evaluados (Tabla
4, Anexo 7, 8,9y 10).
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Tabla 4

Parametros inmunolégicos de Penaeus vannamei por tratamientos al final del

estudio.
Experimento 1 Experimento 2 Control (AEOCM: 0
Parametro (AEOCM: 3 . )
mL/kg) (AEOCM: 7 mL/kg) mL/kg)

Conteo final de hemocitos 22,67 x10+9,29 2900x10°+529x 1,87 x1086 +1,25x
(cél./mL) x 1080 1060 1062
Concentracion final de
fenoloxidasa total (mD.O) 213,33 £ 5,772 213,33 + 15,282 190,00 + 10,002
Concentracion final de anion
superoéxido (D.O) 1,33 + 0,082 1,38 + 0,182 1,30 + 0,102
Concentracion final de
proteinas plasmaticas 54,25 + 7,592 52,33 + 12,052 55,67 + 2,402

(mg/mL)

Los langostinos P. vannamei que recibieron dietas suplementadas con aceites
esenciales de Origanum vulgare (orégano) y Silybum marianum (cardo mariano)
mostraron una mayor concentracion de hemocitos. Este hallazgo es consistente
con lo encontrado por Campa-Cérdova et al. (2011), observaron un incremento
similar al usar extractos de plantas, con rangos de 17,6 x 106+ 2,0 x 10° cél/mL a
24,0 x 106+ 3,0 x 108 cél/mL, en contraste con el valor del control de 13,8 x 106 +
1,0 x 108 cél/mL. Asimismo, Sheikh et al. (2018) reportaron un aumento significativo
de células en la hemolinfa de P. vannamei (minimo de 23,20 x 10° cél/mL y maximo
de 26,55 x 10° cél/mL) al usar aceites esenciales de Cuminum cyminum con
nanoparticulas de hierro, superando al grupo control (19,45 x 10° cél/mL). En otro
estudio, Eslami et al. (2025) lograron una concentracion de hemocitos de 13 x 106
cél/mL con una dieta que contenia 1% de extracto de Citrus limon, lo que represento
una diferencia significativa (p<0.05) frente a los demas tratamientos y al grupo de

control.

Por otra parte, los niveles de actividad enzimatica y proteina total de la hemolinfa
no mostraron una diferencia significativa entre las dosis de aceites esenciales y el
grupo control. Estos hallazgos contrastan con He et al. (2017) quienes reportaron
que el uso de una mezcla de acidos organicos y aceites esenciales provocd un

aumento significativo (p<0,05) en la actividad de enzimas como la fosfatasa alcalina
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sérica, la glutation peroxidasa y la fenoloxidasa. Del mismo modo, Sheikh et al.
(2018) encontraron que la suplementacién con aceite esencial de Cuminum
cyminum y nanoparticulas de hierro incrementé significativamente (p<0,05) los
niveles de superéxido dismutasa y la actividad de la fosfatasa alcalina en P.
vannamei. Ademas, se observdé que glutation peroxidasa, junto con las
concentraciones de glucosa y colesterol, disminuyeron significativamente en los

camarones que recibieron las dietas suplementadas en comparacién con el control.

4.3. Estado sanitario

Al inicio del estudio, los langostinos examinados no presentaron signos clinicos
externos compatibles con la presencia de agentes bacterianos. Sin embargo, al

finalizar el periodo experimental, se observaron los siguientes signos clinicos:

a) Intestino, no se observo infestacion de gregarinas ni al inicio ni al final del

estudio, sin embargo, se evidencio presencia parcial de alimento balanceado.

b) Branquias, al inicio presentaron un grado de infestacidén de epibiontes entre G1

a G4, en cambio, al final se observé la ausencia en todos los tratamientos.

c) Hepatopancreas, al inicio se observaron grados de deformacion de tubulos (G1
a G2) y un porcentaje de lipidos entre 70% a 85%. Al final del estudio, se
observé una diferencia notable entre los tratamientos donde el control presentd
mayor deformacion de tubulos (G1 a G3) y un porcentaje de lipidos entre 0% a
70% a diferencia de los tratamientos con grados de deformacién entre G1 a G2

y un porcentaje de lipidos entre 75% a 95% (Figura 4 y anexo 16).
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Figura 4

Nota. Deformacién tubular y contenido lipidico en Hepatopancreas de Penaeus vannamei.
(A) Hepatopéancreas con deformacion tubular y pérdida total de lipidos (grupo control al
final del estudio). (B) y (C) Hepatopancreas con ligera deformacién tubular y baja pérdida
de lipidos (tratamientos con dosis de aceites esenciales al final del estudio) 40 X

Los resultados indicaron una mejora en la salud de los langostinos P. vannamei
alimentados con dosis de aceites esenciales 3 mL/kg (experimento 1) y 7 mi/kg
(experimento 2). Esta observacién coincide con estudios previos que resaltan los
beneficios de los compuestos bioactivos en la acuicultura. Fadel et al. (2025)
indican que los suplementos herbales mejoran el estado de salud de P. vannamei
en comparacion con el grupo control. Las caracteristicas observadas en los
ejemplares suplementados incluyen una natacién muy activa, mayor apetito, mejor
rendimiento de crecimiento, y un aspecto saludable: cuerpos translucidos,
exoesqueleto mas duro, tracto digestivo lleno y coloracion normal sin melanizacion.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado por otros estudios, Ahmadifar et al.
(2021) encontraron que los polifenoles presentes en extractos de plantas como el
cardo mariano y el orégano contribuyen a la salud de los animales acuaticos. De
manera similar, Bionte (2024 ) sefialé que la curcumina y la silimarina, debido a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y hepatoprotectoras, pueden mitigar

los efectos negativos de las micotoxinas en peces y camarones. Adicionalmente,
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Surai (2015) concluyé que la silimarina actia como antioxidante al eliminar
radicales libres, inhibir su formacién, modular la respuesta y activar genes

protectores.

Por otra parte, en la Figura 5, se evidencia una reduccion significativa de la carga
bacteriana de Vibrio spp. en hepatopancreas de Penaeus vannamei en el
experimento 2, donde los valores descendieron drasticamente de 4 833 UFC/g a
menos 100 UFC/g. Le sigue el experimento 1, que también mostré una disminucion,
pasando de 4 000 UFC/g a 1 408 UFC/mL. En contraste, el grupo control
experimentdé un aumento en los niveles de Vibrio spp., ascendiendo de 4 333
UFC/mL a 7 533 UFC/mL.

Figura 5

Variacion de carga bacteriana de Vibrio spp, en hepatopancreas de
Penaeus vannamei por tratamiento al inicio y al final del estudio.
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Se observé que los aceites esenciales redujeron significativamente la carga
bacteriana de Vibrio spp. en el hepatopancreas de Penaeus vannamei. Estos
hallazgos son consistentes con investigaciones, como la de Gémez et al. (2019),
quienes también observaron que el uso de extractos de plantas inhibié el
crecimiento de Vibrio spp. en bioensayos. De manera similar, Dominguez (2020)
sugirid que los aceites esenciales representan herramientas eficientes para el

control de la vibriosis en los sistemas de produccion de P. vannamei. Sumado a
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esto, Mendoza y Ordinola (2022), reforzaron la idea de que los aceites esenciales
pueden ser una alternativa eficaz para reemplazar los antibiéticos en los sistemas

de cultivo de P. vannamei.

Por otra parte, existen reportes que demuestran que la suplementacion con aceites
esenciales de orégano en dietas para especies acuaticas mejora la inhibicion del
crecimiento de bacterias del género Vibrio. Donde, Mabrok et al. (2018), indican
que el aceite esencial de Origanum vulgare L., en la dieta de tilapias, influye
positivamente en la activacion de la inmunidad innata y aumenta la resistencia de
los peces a V. anguillarum. Asimismo, Zhang et al (2020), demostraron que el aceite
esencial de Origanum vulgare L. aumenta la capacidad antioxidante y estimula la

resistencia de enfermedades bacterianas de la Carpa carpio.

En cuanto a la carga de Pseudomonas spp. en el hepatopancreas de P. vannamei,
esta fue minima o ausente (<100 UFC/mL) en todos los tratamientos a lo largo del

estudio, ya que no se obtuvo crecimiento en los cultivos iniciales ni finales.

La ausencia de crecimiento bacteriano observada en los cultivos iniciales y finales
sugiere que las condiciones experimentales no favorecieron la colonizaciéon de
Pseudomonas spp., 0 que su abundancia se mantuvo por debajo del limite de
deteccidon del método empleado. Asimismo, diversos estudios recientes indican que
el uso de fitobidticos puede ejercer efectos antimicrobianos selectivos, reduciendo
la carga de bacterias gramnegativas oportunistas y favoreciendo un microbioma
mas equilibrado en Penaeus vannamei (Dawood et al., 2021). En concordancia,
Naiel et al. (2023) sefialan que la baja carga de bacterias patégenas se asocia a
las propiedades antibacterianas de los fitobidticos, las cuales se manifiestan

cuando estos compuestos son incorporados en la dieta de organismos acuaticos.

44, Actividad antibacteriana de fitobidticos

El antibiograma demostré que el extracto de Origanum vulgare fue eficaz en la
inhibicion del crecimiento de Vibrio parahaemolyticus. A concentraciones de 2,5%,
5,0% y 10,0%, el extracto produjo halos de inhibicion de 16,53 +0,10; 12,57 £0,16
y 9,73 £0,12 mm, respectivamente. Esta actividad fue estadisticamente superior
(p<0.05) a la del extracto de Silybum marianum, que, a las mismas

concentraciones, generd un halo de 6.00 mm. La eficacia observada para Silybum
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marianum fue similar a la del antibiotico de referencia, la oxitetraciclina (30 pg),
registrandose en ambos casos un halo de inhibicion de 6.00 mm. No obstante, es
importante precisar que, de acuerdo con las especificaciones del producto, S.
marianum no presenta una accion antimicrobiana directa, sino que actua
principalmente como un inmunoestimulante en langostinos, fortaleciendo su
respuesta inmune. En este contexto, su uso en acuicultura estaria orientado a la
prevencion y mejora del estado sanitario mas que al control directo de patégenos,
a diferencia de Origanum vulgare, el cual si ha sido ampliamente reportado por su

actividad antimicrobiana (Tabla 5).

Tabla 5
Halos de inhibicion en la prueba de difusion en disco agar de aceites

esenciales frente Vibrio parahaemolyticus.

Halos de inhibicion

Antimicrobiano Concentracion
(mm)

] 10,0% 16,53 +0,10
Orlganum vulgare 5.0% 12,57 £0.16
(orégano)

2,5% 9,73 0,12

] ] 10,0% 6,00 +0,00

Silybum marianum 5.0% 6.00 0,00
(cardo mariano)

2,5% 6,00 +0,00

Oxitetraciclina 30 ug 6,00 +0,00

Nota:

S = Sensible; | = Intermedio; R = Resistente. Criterios de interpretacion para
oxitetraciclina (30 ug): =2 19 mm (S), 1518 mm (l), < 14 mm (R), segun Cayul
(2003).
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Figura 6
Halos de inhibicién en la prueba de difusion en disco agar de aceites
esenciales frente Vibrio parahaemolyticus: (O) Origanum vulgare, (L) Silybum

marianum y (OTC) Oxitetraciclina de 30 pg.

Se encontré que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) demostré una
mayor capacidad antibacteriana contra V. parahaemolyticus a diferencia del aceite
esencial Silybum marianum y el antibidtico oxitetraciclina. Probablemente V.
parahaemolyticus podria presentar genes de resistencia bacteriana a la
oxitetraciclina, destacando la eficacia del aceite de orégano como alternativa
potencial. La investigacion coincide con lo encontrado por Aguirre et al. (2021),
quienes indicaron que el aceite esencial de orégano posee propiedades
bactericidas frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. Su composicidn
quimica, basada en fenilpropanoles y flavonoides, incluye compuestos activos
como el timol y el carvacrol, los cuales han sido identificados como los responsables
de su actividad antimicrobiana (Reyes & Valle, 2021). Asimismo, se ha reportado la
presencia de otros componentes antimicrobianos como timol, carvacrol y [-

cariofileno (Moghrovyan y Sahakyan, 2024).
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En los halos de inhibicién, el aceite esencial de Origanum vulgare (10%) generd
una zona de 15.,87 £0,19 mm de diametro, superando significativamente (p<0,05)
a la de Silypbum marianum (10%) frente a V. parahaemolyticus. Estos resultados se
alinearon con los obtenidos en la prueba de difusion en disco agar. En un estudio
similar, Tejada-Mufioz et al. (2024), encontraron una mayor inhibicién con una
concentracion del 100% de Origanum vulgare alcanzo un diametro de 20,7 mm
contra Escherichia coli, y de 10,0 mm con una concentraciéon del 20%.
Adicionalmente también otros autores han demostrado la efectividad del aceite
esencial de orégano. Simirgiotis et al. (2020) observaron que una concentracion del
10% de Origanum vulgare generd halos de inhibicion de entre 7 y 16 mm frente a
diversas bacterias patdogenas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica, y Staphylococcus aureus, entre otras. Por otro lado, Pathirana
et al. (2021) indicaron que concentraciones inferiores al 5% no causaban inhibicion
bacteriana. Sin embargo, a una concentracion del 10%, el aceite esencial de
orégano produjo zonas de inhibicion de 20 mm en V. harveyi y 18 mm en V.
ichthyoenteri, respectivamente, valores que se incrementaron a 26 mm y 28 mm,

respectivamente, a una concentracion del 100%.
4.5. Parametros de calidad de agua

Durante el periodo de cultivo, los parametros fisico y quimicos del agua analizados
semanalmente registraron los siguientes valores: el pH se situé entre 6,83 y 7,67;
el potencial redox varidé de 144,45 a 165,67 mV; los solidos disueltos totales se
encontraron en un rango de 20,83 a 21,67 mg/L; la salinidad de 29,00 a 30,00 g/L
a conductividad eléctrica oscild entre 39,30 y 45,67 mS/cm; los nitritos fluctuaron
de 1,71 a 2,82 mg/L; los nitratos de 3,06 a 3,65 mg/L; el nitrbgeno amoniacal total
de 0,50 a 0,80 mg/L; el amoniaco (NH3) de 0,02 a 0,08 mg/L; el amonio (NH4+) de
0,39 a 0,92 mg/L y los fosfatos de 1,14 a 1,30 mg/L. En cuanto las mediciones
diarias registraron que el oxigeno disuelto fluctué entre 4,56 y 7,59 mg/L, mientras

que la temperatura se encontré entre 23,5y 28,0 °C.
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Figura 7
Variacion del pH registrada en los distintos grupos experimentales a lo largo del

ciclo de cultivo.
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Figura 8
Cambios observados en la concentracion de sélidos disueltos totales en

los grupos experimentales durante el desarrollo del cultivo.
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Figura 9
Comportamiento del potencial o6xido-reduccion en los tratamientos

experimentales a lo largo del periodo de cultivo.
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Figura 10
Evolucién de la conductividad eléctrica en los diferentes grupos

experimentales durante el proceso de cultivo.
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Figura 11

Dinamica del nitrégeno amoniacal total en los grupos experimentales a lo
largo del tiempo de cultivo.
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Figura 12

Variaciones en los niveles de amonio en los grupos experimentales durante

el periodo experimental.
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Figura 13

Comportamiento del amoniaco en los grupos experimentales a lo largo del

cultivo.
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Figura 14

Cambios en la concentracion de fosfato en los grupos experimentales
durante el periodo de cultivo.
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Los parametros fisico-quimicos encontrados en los tanques experimentales se

mantuvieron dentro de los niveles adecuados para el cultivo de Penaeus vannamei.
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Segun el Instituto Nacional de Pesca (2018), los rangos Optimos son: temperatura
de 20 a 35 °C, salinidad de 5 a 40 g/L, oxigeno disuelto de 4 a 10 mg/L, pHde 7 a
9, nitrito menor a 0,1 mg/L, nitrato de 0,4 a 0,8 mg/L y amonio de 0,1 a 1,0 mg/L.
Sin embargo, Sanchez et al. (2018), sefalan que estos valores pueden fluctuar
dependiendo del sistema de cultivo y de la estacion del afio, ya que la mayoria de

estos parametros estan directamente influenciados por la temperatura del agua.

Por otra parte, Boyd (2020), considera que el oxigeno disuelto considerando que
concentraciones superiores a 4 mg/L son recomendadas para camarones
peneidos. Sin embargo, valores cercanos a 4,5 mg/L podrian generar estrés
subletal y afectar el consumo de alimento, especialmente en sistemas de alta
densidad. En relacion con los compuestos nitrogenados, el nitrdgeno amoniacal
total no debe superar 1 mg/L. Asimismo, la concentracion de amoniaco no ionizado
debe estar por debajo de 0,1 mg/L, lo cual es crucial, dado que este compuesto es

altamente perjudicial para el sistema respiratorio de los camarones.

58



V. CONCLUSIONES

Al finalizar el periodo de cultivo se observaron diferencias significativas en el
peso final entre tratamientos. El grupo suplementado con 7 mL/kg presento el
mayor peso (11,78 £ 0,38 g), superando significativamente al tratamiento con
3 mL/kg (10,68 + 0,14 g) y al control (10,78 + 0,28 g), los cuales no mostraron
diferencias entre si. Estos resultados indican que la dosis mas alta del aditivo

favorecio el crecimiento en peso de los organismos.

La supervivencia no mostré diferencias significativas entre los tratamientos,
ya que todos los grupos alcanzaron un 100% de tasa al finalizar el cultivo

experimental.

La adicion de aceites esenciales a la dieta de los langostinos aumento de
manera significativa la concentracién de hemocitos totales en la hemolinfa, en

comparacion con el grupo control.

La actividad enzimatica (fenoloxidasa y del anién superdxido) y proteina total
de la hemolinfa no mostraron una diferencia significativa entre las dosis de

aceites esenciales y el grupo control.
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VI.RECOMENDACIONES

Para validar los hallazgos del estudio, se sugiere llevar a cabo una prueba de
infeccion in vivo con Vibrio parahaemolyticus en Penaeus vannamei. Esto
permitiria determinar el poder antimicrobiano de los aceites esenciales de
Origanum vulgare y Silybum marianum aplicados de forma individual y

combinada, evaluando su efecto protector contra la enfermedad.

Se sugiere evaluar el efecto de los aceites esenciales en Penaeus vannamei
al probar diferentes niveles nutricionales de alimento balanceado. Esto
permitira determinar si la suplementacion con estos aceites tiene un impacto
diferenciado en rendimiento del crecimiento de los langostinos, dependiendo
de si se utiliza un alimento de alta calidad (premium) o uno de calidad estandar

(basico).

Se recomienda llevar a cabo analisis de expresion génica para profundizar en
los hallazgos observados. Estos estudios permitiran evaluar el impacto
inmunoestimulador de los aceites esenciales a nivel molecular y confirmar los
mecanismos por los cuales estos compuestos mejoran el estado de salud de

Penaeus vannamei.
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ANEXOS
ANEXO 1

Analisis de normalidad (Shapiro-Wilk) de parametros productivos, Sanitarios

e inmunolégicos en langostinos en los diferentes tratamientos y control.

Shapiro-Wilk
Parametro
Estadistico Gl Sig.

Peso inicial del langostino (g) 0,952 9 0,707
Peso final del langostino (g) 0,854 9 0,082
Incremento de peso del langostino (g) 0,832 9 0,047
Biomasa inicial (g) 0,952 9 0,707
Biomasa final (g) 0,854 9 0,082
Factor de conversion (FCR) 0,785 9 0,014
Conteo inicial de Vibrio spp. (UFC/gHP) 0,879 9 0,154
Conteo final de Vibrio spp. (UFC/gHP) 0,724 9 0,003
Conteo inicial de hemocitos (cél./mL) 0,986 9 0,989
Conteo final de hemocitos (cél./mL) 0,787 9 0,015
Concentracion inicial de fenoloxidasa total (mD.O) 0,977 9 0,947
Concentracion final de fenoloxidasa total (mD.O) 0,972 9 0,915
Concentracion inicial de anién superoxido (D.O) 0,959 9 0,784
Concentracion final de anién superéxido (D.O) 0,926 9 0,442
Concentracion inicial de proteinas plasmaticas 0.975 9 0.933
(mg/mL) ’ '

Concentracion final de proteinas plasmaticas (mg/mL) 0,898 9 0,242

Nota: Supervivencia es constante. Se ha omitido.
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ANEXO 2

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene en datos de los parametros
productivos, sanitarios e inmunologicos en langostinos de los diferentes

tratamientos y control.

Estadistico de

Parametro Levene gl gl2 Sig.
Peso inicial del langostino (g) 1,009 2 6 0,419
Peso final del langostino (g) 2,399 2 6 0,172
Incremento de peso del langostino (g) 2435 2 6 0,168
Biomasa inicial (g) 1,009 2 6 0,419
Biomasa final (g) 2,399 2 6 0,172
Factor de conversion (FCR) 7254 2 6 0,025
(Cl)Jo;(t:e;;;'nPic):ial de Vibrio spp. 3580 2 6 0,095
(Cijogéejgjg?l de Vibrio spp. 13,961 2 6 0,006
Conteo inicial de hemocitos (cél./mL) 0,866 2 6 0,467
Conteo final de hemocitos (cél./mL) 3,949 2 6 0,080
t%?gc(?:g%i)én inicial de fenoloxidasa 1,231 2 6 0,357
t%?gc(?:g%i)én final de fenoloxidasa 1,217 2 6 0,360
Conceriradtn il o anin 2 :
i oy 40 2nkr ? °
o o) O 2 2 :
Concentracion final de proteinas 0,485 2 6 0,638

plasmaticas (mg/mL)

Nota: Supervivencia es constante. Se ha omitido.
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ANEXO 3

Datos de crecimiento de Penaeus vannamei en cada tratamiento y control, durante el periodo de estudio.

Tiempo Peso total (g) Incremento de peso (g/semana) Biomasa
Tratamiento cuclit?vo Repetici6 Repetici6 Repetici6 Promedi Repetici6 Repetici6 Repetici6 Promedi Repeticié Repeticion Repetici6 Promedi
(dias) n1 n2 n3 o n1 n2 n3 o n1 2 n3 o

0 3,25 3,30 3,00 3,18 0,00 0,00 0,00 0,00 58,50 59,40 54,00 5,.24

Experimento 1 7 4,65 4,60 4,50 4,58 1,40 1,30 1,50 1,40 83,70 82,80 81,00 82,44
(Ari?/(x): 3 14 6,65 6,60 6,50 6,58 2,00 2,00 2,00 2,00 119,70 118,80 117,00 118,44
21 8,85 8,80 8,60 8,75 2,20 2,20 2,10 217 159,30 158,40 154,80 157,50

28 10,85 10,60 10,60 10,68 2,00 1,80 2,00 1,93 195,30 190,80 190,80 192,24

0 3,10 3,20 3,30 3,20 0,00 0,00 0,00 0,00 55,80 57,60 59,40 57,60

Experimento 2 7 4,50 5,10 4,80 4,80 1,40 1,90 1,50 1,60 81,00 91,80 86,40 86,40
(AEEI(':(“;) 7 14 6,65 7,40 7,00 7,02 2,15 2,30 2,20 2,22 119,70 133,20 126,00 126,36
21 8,85 9,50 9,50 9,28 2,20 2,10 2,50 2,27 159,30 171,00 171,00 167,04

28 11,35 12,00 12,00 11,78 2,50 2,50 2,50 2,50 204,30 216,00 216,00 212,04

0 3,00 3,18 3,45 3,21 0,00 0,00 0,00 0,00 54,00 57,24 62,10 57,78

Control 7 4,17 4,48 4,80 4,48 1,17 1,30 1,35 1,27 75,06 80,64 86,40 80,64
(ArE\EI(l:(ZI) 0 14 6,07 6,48 6,80 6,45 1,90 2,00 2,00 1,97 109,26 116,64 122,40 116,10
21 8,47 8,68 8,80 8,65 2,40 2,20 2,00 2,20 152,46 156,24 158,40 155,70

28 10,47 10,88 11,00 10,78 2,00 2,20 2,20 2,13 188,46 195,84 198,00 194,04
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ANEXO 4

Distribucién descriptiva de los diametros de halos de inhibiciéon en el método de difusién en agar por disco.

95% del intervalo de

Parametro Tratamiento N Media Desviacio  Error confianza para la media Minimo Maximo
n estandar estandar
Limite inferior Limite superior
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 10,6833 ,14434 ,08333 10,3248 11,0419 10,60 10,85
Peso final del Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 11,7833 ,37528 ,21667 10,8511 12,7156 11,35 12,00
langostino (g) Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 10,7833 27791 ,16045 10,0930 11,4737 10,47 11,00
Total 9 11,0833 ,58071 ,19357 10,6370 11,5297 10,47 12,00
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 1,0733 ,02887 ,01667 1,0016 1,1450 1,04 1,09
Incremento de peso  Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 1,2267 ,04163 ,02404 1,1232 1,3301 1,18 1,26
del langostino (g) Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 1,0833 ,01528 ,00882 1,0454 1,1213 1,07 1,10
Total 9 1,1278 ,07886 ,02629 1,0672 1,1884 1,04 1,26
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 192,3000 2,59808  1,50000 185,8460 198,7540 190,80 195,30
Biomasa final (g) Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 212,1000  6,75500  3,90000 195,3197 228,8803 204,30 216,00
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 194,1000 5,00236  2,88811 181,6735 206,5265 188,46 198,00
Total 9 199,5000 10,45279 3,48426 191,4653 207,5347 188,46 216,00
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 1,1200 ,02646 ,01528 1,0543 1,1857 1,10 1,15
Factor de Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 ,8867 ,12097 ,06984 ,5862 1,1872 75 ,98
conversion relativo  Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 1,1067 ,01528 ,00882 1,0687 1,1446 1,09 1,12
Total 9 1,0378 ,12950 ,04317 ,9382 1,1373 ,75 1,15
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Desviacio

Error

95% del intervalo de

Parametro Tratamiento N Media ) ) confianza para la media Minimo Maximo
n estandar estandar
Limite inferior Limite superior
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 100,0000 ,00000 ,00000 100,0000 100,0000 100,00 100,00
, , Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 100,0000 ,00000 ,00000 100,0000 100,0000 100,00 100,00
Supervivencia (%)

Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 100,0000 ,00000 ,00000 100,0000 100,0000 100,00 100,00

Total 9 100,0000 ,00000 ,00000 100,0000 100,0000 100,00 100,00
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ANEXO 5

Analisis de varianza (ANOVA) de datos de los parametros crecimiento y

supervivencia de langostinos al final del estudio en diferentes tratamientos y

control.

Media

Parametro Suma de cuadrados gl cuadratica F Sig.
p inicial del Entre grupos 0,001 2 0,001 0,019 0,981
eso inicial de
langostino (g) Dentro de grupos 0,174 6 0,029
Total 0,175 8
] Entre grupos 2,220 2 1,110 13,939 0,006
Peso final del Dentro de grupos 0.478 6 0.080
langostino (g) ’ ’
Total 2,698 8
E
Incremento de ntre grupos 0,045 2 0,022 25,479 0,001
peso del Dentro de grupos 0,005 6 0,001
langostino (g) Total 0,050 8
Entre grupos 0,353 2 0,176 0,019 0,981
Biomasa inicial (g) Dentro de grupos 56,462 6 9,410
Total 56,815 8
Entre grupos 719,280 2 359,640 13,939 0,006
Biomasa final (g)  Dentro de grupos 154,807 6 25,801
Total 874,087 8
Entre grupos 0,101 2 0,050 10,080 0,012
Factor de Dentro de grupos
conversion (FCR) grup 0,030 6 0,005
Total 0,131 8
Entre grupos 0,000 2 0,000
Supervivencia (%) Dentro de grupos 0,000 6 0,000
Total 0,000 8
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ANEXO 6

Prueba post hoc Tukey (a=0,05) de los parametros de productividad que arrojaron

diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

Peso final del langostino (g)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N , ;
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 10,6833
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 10,7833
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 11,7833
Sig. 0,903 1,000

Nota: Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Incremento de peso (g)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N
1 2
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 10733
Control (AEOCM: 0 mL/kg)
3 1,0833
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 12267
Sig. 0,916 1,000

Nota: Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Biomasa final (g)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N
1 2
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 192.3000
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 194,1000
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 212 1000
Sig. 0,903 1,000

Nota: Utiliza el tamafno de la muestra de la media armodnica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Factor de conversion relativa

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N ’ .
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 ,8867
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 1,1067
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 1,1200
Sig. 1,000 0,972

Nota: Utiliza el tamafo de la muestra de la media armdnica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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ANEXO 7

Parametros inmunolégicos de langostinos en los tratamientos con aceites esenciales y control, al inicio y final del estudio.

Concentracion de

Conteo de hemocitos Concen?racién e Cop'c entracic'?n- e proteinas plasmaticas
. . fenoloxidasa total anioén superoxido
Tratamiento  Repeticion (cell/mL) (mD.O) (D.0) (mg/mL)
Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
) 1 2,00E+06  2,00E+06 210,00 210,00 1,55 1,35 60,00 50,25
E’EK‘E’(')"C‘:H‘_‘; 1 2 1,00E+06  1,50E+06 190,00 220,00 1,05 1,25 55,00 63,00
m,_,kg)' 3 3,00E+06  3,30E+06 180,00 210,00 1,45 1,40 56,00 49,50
Promedio 2,00E+06  2,27E+06 193,33 213,33 1,35 1,33 57,00 54,25
) 1 2,50E+06  2,50E+06 220,00 230,00 1,20 1,40 58,00 66,25
E’EK‘E’(')"C‘:H‘_‘? 2 2 2,30E+06  1,50E+06 250,00 210,00 1,24 1,55 40,00 45,50
ml_,kg)' 3 2,50E+06  3,05E+06 230,00 200,00 1,59 1,20 45,00 45,25
Promedio  2,43E+06  2,35E+06 233,33 213,33 1,34 1,38 47,67 52,33
1 1,50E+06  1,30E+06 210,00 190,00 1,10 1,30 60,00 53,50
Control (AEOCM: 2 3,00E+06  1,00E+06 280,00 200,00 1,34 1,40 45,00 58,25
0 mL/kg) 3 430E+06  3,30E+06 240,00 180,00 1,40 1,20 55,00 55,25
Promedio 2,93E+06  1,87E+06 243,33 190,00 1,28 1,30 53,33 55,67
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ANEXO 8

Descriptivos de los datos de los parametros inmunolégicos del langostino al inicio y final del estudio por cada tratamiento

y control.
95% del intervalo de . ..
X . Minimo Maximo
, . Desviacién Error confianza para la media
Parametro Tratamiento Media
estandar estandar Limite Limite
inferior superior
Concentracion final de Experimento 1 (AEOCM: 3
) 213,3333 5,77350 3,33333 198,9912 227,6755 210,00 220,00
fenoloxidasa total (mD.O)  mL/kg)
Experimento 2 (AEOCM: 7
213,3333  15,27525 8,81917 175,3875 251,2792 200,00 230,00
mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 190,0000 10,00000 5,77350 165,1586 214,8414 180,00 200,00
Total 205,5556  15,09231 5,03077 193,9546 217,1565 180,00 230,00
Experimento 1 (AEOCM: 3
133,3333 7,63763 4,40959 114,3604 152,3062 125,00 140,00
mL/kg)
Concentracion final de Experimento 2 (AEOCM: 7
N . 138,3333  17,55942  10,13794 94,7133 181,9534 120,00 155,00
anion superoéxido (D.O) mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 130,0000 10,00000 5,77350 105,1586 154,8414 120,00 140,00
Total 133,8889  11,39566 3,79855 125,1294 142,6484 120,00 155,00
Experimento 1 (AEOCM: 3
Lkg) 22666666 9291573 5364492 -414881 45748214  1,50E+7 3,30E+7
mL/Kkg
Conteo final de hemocitos  Experimento 2 (AEOCM: 7
] 29000000 5291502 3055050 15855179 42144821  2,50E+7 3,50E+7
(cél./mL) mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 1866667 1250333 721880 -1239333 4972667 1,00E+6 3,30E+6
Total 17844444 1341995 4473319 7528951 28159937 1,00E+6 3,50E+7
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95% del intervalo de . ..
Minimo Maximo

. . Desviacion Error confianza para la media
Parametro Tratamiento N Media
estandar  estandar Limite Limite
inferior superior

Experimento 1 (AEOCM: 3
3 54,2500 7,58700 4,38035 35,4029 73,0971 49,50 63,00

mL/kg)
Concentracién final de Experimento 2 (AEOCM: 7
. 3 52,3500 12,03869 6,95054 22,4442 82,2558 45,25 66,25
proteinas mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 79,0000 14,13993 8,16369 43,8745 114,1255 65,25 93,50
Total 9 61,8667 16,32198 5,44066 49,3205 74,4128 45,25 93,50
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ANEXO 9

Analisis de varianza (ANOVA) de datos de los parametros inmunolédgicos de

langostinos en diferentes tratamientos y control.

Parametro SEICE Gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados

Conteo final de Entre grupos 4.87E+12 2 2,44E+12 0,786 0,497
he'rln/octos Dentro de
(cel./mL) grupos 1,86E+13 6 3,10E+12

Total 2,35E+13 8
Concentracion Entre grupos 1088,889 2 544,444 4,455 0,065
final de. Dentro de
fenoloxidasa total 733,333 6 122,222

grupos ’ ’
(mD.0)

Total 1822,222 8
Concentracion Entre grupos 105,556 2 52,778 0,339 0,725
final d? fadnlore) o Dentro de
superoxido (D.O) grupos 933,333 6 155,556

Total 1038,889 8
(;oncentracic')p Entre grupos 1326,395 2 663,198 4944 0,054
f|:1al dc’at.protelnas Dentro de
plasmaticas grupos 804,860 6 134,143
(mg/mL)

Total 2131,255 8
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ANEXO 10

Prueba post hoc Tukey (a=0,05) de los parametros de inmunolégicos que

arrojaron diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

Conteo de hemocitos (cel/mL)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 1866667
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 22666667
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 20000000
Sig. 1,000 471

Nota: Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

ANEXO 11

Concentracion de Vibrio spp. en Penaeus vannamei por tratamiento con aceites

esenciales y control al inicio y final del estudio.

Concentracion de Vibrio

Tratamiento Repeticién spp. (UFC/gHP)
Inicio Final
1 4000 1475
Experimento 1 2 4000 500
(AEOCM: 3 mL/kg) 3 4000 2250
Promedio 4000 1408
1 7000 100
Experimento 1 2 5500 100
(AEOCM: 7 mL/kg) 3 2000 100
Promedio 4833 100
1 2000 8550
Control (AEOCM: 2 4000 8750
0 mL/kg) 3 7000 21500
Promedio 4333 12933
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ANEXO 12

Descriptivos de los datos de carga de Vibrio spp. en el hepatopancreas de langostinos al final del estudio por cada

tratamiento y control.

95% del intervalo de confianza

a n Desviacion Error . _ ..
Parametro Tratamiento N Media ) ) para la media Minimo Maximo
estandar estandar
Limite inferior Limite superior
Experimento 1 (AEOCM: 3
Lkg) 3 4000,0000 0,00000 0,00000 4000,0000 4000,0000 4000,00 4000,00
mL/kg
Conteo inicial de Vibrio Experimento 2 (AEOCM: 7
3 4833,3333  2565,80072 1481,36574  -1540,4690 11207,1357  2000,00 7000,00
spp- (UFC/g) mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 4333,3333  2516,61148 1452,96631 -1918,2761 10584,9428  2000,00 7000,00
Total 9 4388,8889 1833,33333  611,11111 2979,6641 5798,1136 2000,00 7000,00
Experimento 1 (AEOCM: 3
Lkg) 3 1408,3333 876,90269 506,28001 -770,0137 3586,6804 500,00 2250,00
mL/kg
Conteo final de Vibrio  Experimento 2 (AEOCM: 7
3 100,0000 0,00000 0,00000 100,0000 100,0000 100,00 100,00
spp- (UFC/g) mL/kg)
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 12933,3333  7419,62488 4283,72242  -5498,0366 31364,7033  8550,00 21500,00
Total 9 4813,8889 7166,51405  2388,83802 -694,7815 10322,5592 100,00 21500,00
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ANEXO 13

Analisis de varianza (ANOVA) de datos carga de Vibrio spp. en el hepatopancreas

de langostinos al inicio y al final del estudio.

Suma de Media
Parametro Tratamiento gl F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1055555,556 2 527777,8 0,123 0,887
Conteo final de Vibrio
Dentro de grupos 25833333,333 6 4305555,6
spp- (UFC/g)
Total 26888888,889 8
Entre grupos 299231805,556 2 149615902,8 8,041 0,020

Conteo inicial de

Vibrio spp. (UFC/g)
Total

Dentro de grupos

111639583,333
410871388,889

18606597,2

ANEXO 14

Prueba post hoc Tukey (0=0,05) de los conteos de Vibrio spp. que arrojaron

diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

Conteo final de Vibrio spp.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N .
Experimento 2 (AEOCM: 7 mL/kg) 3 100,0000
Experimento 1 (AEOCM: 3 mL/kg) 3 1408,3333
Control (AEOCM: 0 mL/kg) 3 12933,3333
Sig. 0,928 1,000

Nota: Utiliza el tamafno de la muestra de la media armodnica = 3,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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ANEXO 15
Diametros del halos de inhibicion obtenidos en la prueba de difusion en disco agar

entre los aceites esenciales frente Vibrio parahaemolyticus.

Antibacterianos Repeticion Halos de inhibicion (mm)

10% 5% 5% 30 ug
1 16.65 12.65 9.62 -
Origanum
vulgare 2 16.45 12.67 9.86 -
(orégano) 3 16.50 12.38 9.70 -
Promedio 16.53 12.57 9.73 -
D.S. 0.10 0.16 0.12 -
1 6.00 6.00 6.00 -
Silybum 2 6.00 6.00 6.00 -
marianum (cardo 3 6.00 6.00 6.00 -
mariano) Promedio 6.00 6.00 6.00
D.S. 0.00 0.00 0.00
1 - - - 6.00
2 - - - 6.00
Oxitetraciclina 3 - - - 6.00
Promedio - - - 6.00
D.S. - - - 0.00
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ANEXO 16
Parametros clinicos patologicos de Penaeus vannamei alimentados con

diferentes dosis de aceites esenciales al inicio y final del estudio.

0 dias 28 dias
Parametros clinicos LTI Grado de : ; Grado de : :
patolégicos (Dosis de aceites severidag  NivelLipidos .0 s o0 Nivel Lipidos
esenciales) in.-ma in.-ma
(min.-max.) (s S (min.-max.) (TSTTERS)
Tratamiento 1
G1aG2 70% a 85% aG2 80% a 95%
Grado de severidad a la (3mL/kg)
deformacion tubular y nivel  Tratamiento 2 o o o o
de Lipidos en (7mlkg) G1aG2 70% a 85% G1 80% a 95%
Hepatopancreas

Control (0 mL/kg) G1aG2 20% a 85% G1aG3 0% a 70%

Ectoparasito Grado Ectoparasito Grado
(min.-max.)) (min.-max.))
Tratamiento 1 o .
(3mL/kg) Epistylis sp. G1aG4 Ninguno GO
Grado de severidad de Tratamiento 2 — .
inafectacion en Branquias (7ml/kg) Epistylis sp- GlaG4 Ninguno G0
Control (0 mL/kg)  Epistylis sp. G1aG4 Ninguno GO
Porcentaje Porcentaje
AABB (mi(n;r-?r(]jgx y , AABB (mi(r?r-i?gx )
(min.-max.)) ’ 7 (min.-max.)x) ’ )
Tratamiento 1 10 a 30 Go 100 Go

(3mL/kg)
Contenido de alimento y Tratamiento 2
grado de infestacion de 11a30 GO 100 GO
- . . (7ml/kg)
gregarinas en el intestino

Control (0 mL/kg) 12a30 GO 0a100 GO

Nota:

Grado de severidad a la deformacion tubular de hepatopancreas (nimero/campo/organismo):
GO: No presenta, G1:1-5, G2:medio 6-10, G3: 11-16, G4: mayor a

16.

Grado de severidad a la infestacion de epibiontes en lamelas branquiales:

GO0: No presenta, G1:muy bajo 1-5, G2:medio 6-10, G3: alto 10-15, G4: muy alto mayor a 15.
Grado de infestacion de gregarinas

(intestino/organismo):

GO: No presenta, G1:1-15, G2:16-50, G3: 51-100, G4: mayor a

100.

Fuente: IMorales y Cuéllar-Anjel (2014).
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ANEXO 17

Parametros fisicos y quimicos de calidad de agua por cada tratamiento tomado semanalmente.

Tiempo de Selliile Potencial Potencial Conductividad e cne
. . Temperatura. disueltos . Salinidad R Nitrito Nitrato Amoniacal Amoniaco Amonio Fosfato
LLCEE LT ig‘f;‘;;’ (°C) totales h'd(’°ﬂ;*“° ’(er:\‘;;‘ (g/L) e(:ﬁgt/::'r‘;a) (mgll)  (mgll)  Total  (mglL) (mglL) (mglL)
(mglL) P (mg/L)

0 24,40 21,50 8,25 144,45 29,00 40,00 2,33 3,23 0,80 0,05 0,75 1,20

. 7 24,27 21,33 8,24 150,00 29,00 42,20 2,82 3,55 0,80 0,07 0,73 1,25
Experimento

1 (AEOCM: 3 14 23,20 21,17 8,21 161,00 30,00 39,70 2,25 3,34 0,72 0,04 0,68 1,22

mL/kg) 21 23,60 21,50 8,21 164,33 30,00 45,33 1,82 3,06 0,53 0,02 0,51 1,22

28 24,00 21,17 8,24 160,67 30,00 43,00 1,94 3,54 0,52 0,02 0,50 1,15

0 24,40 21,50 8,25 144,45 29,00 40,00 2,33 3,23 0,80 0,05 0,75 1,20

. 7 24,03 21,17 8,25 155,00 29,00 41,60 2,58 3,62 0,77 0,05 0,72 1,14
Experimento

2 (AEOCM: 7 14 23,43 20,83 8,21 162,67 30,00 39,30 2,32 3,48 0,75 0,04 0,71 1,20

mL/kg) 21 23,60 21,33 8,22 163,67 30,00 43,67 1,82 3,44 0,55 0,02 0,53 1,20

28 24,00 21,00 8,25 163,67 30,00 45,00 1,75 3,65 0,53 0,02 0,51 1,15

0 24,40 21,50 8,25 144,45 29,00 40,55 2,33 3,23 0,80 0,05 0,75 1,20

Control 7 24,43 21,67 8,26 145,67 29,00 41,67 2,32 3,51 0,70 0,08 0,92 1,30

(AEOCM: 0 14 23,30 21,00 8,23 160,33 30,00 39,97 2,26 3,32 0,70 0,04 0,66 1,22

mL/kg) 21 23,30 21,50 8,22 164,33 30,00 45,67 1,71 3,55 0,50 0,02 0,39 1,23

28 24,00 21,17 8,29 164,67 30,00 43,67 1,84 3,53 0,50 0,02 0,40 1,22
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diferentes (8 am, 12 pmy 6 pm).

ANEXO 18

Oxigeno disuelto y temperatura por tratamientos tomados en tres tiempos

Oxigeno disuelto ( mg/L)

Temperatura (°C)

Periodo de
cu[tivo e Experimento 1 Experimento Control Experimento Experimento Control
(dias) (AEOCM: 3 2 (AEOCM: 7 (AEOCM: 1 (AEOCM:3 2 (AEOCM:7 (AEOCM:
mL/kg) mL/kg) 0 mL/kg) mL/kg) mL/kg) 0 mL/kg)
8:00 a. m. 5,22 5,54 5,40 26,10 25,60 25,80
1 12:00 p. m. 4,56 6,20 5,54 26,10 26,10 25,70
6:00 p. m. 5,50 5,60 5,39 26,10 26,10 25,80
8:00 a. m. 5,96 5,40 5,36 26,40 25,90 26,43
2 12:00 p. m. 6,20 5,60 5,86 26,40 26,40 25,90
6:00 p. m. 6,25 5,82 5,43 26,40 26,10 26,50
8:00 a. m. 6,09 5,78 5,79 24,10 23,90 24,10
3 12:00 p. m. 5,51 7,59 5,82 24,20 23,80 24,00
6:00 p. m. 7,25 7,12 5,40 23,80 23,80 23,90
8:00 a. m. 5,25 5,26 5,30 26,20 26,20 26,00
4 12:00 p. m. 5,21 6,64 5,26 26,30 28,10 26,30
6:00 p. m. 6,48 6,26 5,22 28,00 28,00 27,60
8:00 a. m. 6,47 5,70 5,50 25,00 24,80 24,50
6 12:00 p. m. 5,91 5,40 5,70 24,90 24,60 24,40
6:00 p. m. 6,11 5,12 5,99 2470 24,60 24,60
8:00 a. m. 6,13 6,22 6,39 24,10 24,50 24,00
7 12:00 p. m. 5,76 6,27 5,89 24,00 24,60 24,60
6:00 p. m. 6,31 6,22 6,03 24,00 24,10 23,90
8:00 a. m. 6,48 6,35 6,50 24,20 24,10 23,70
9 12:00 p. m. 6,30 6,30 6,15 24,20 23,80 23,50
6:00 p. m. 6,15 6,37 6,14 24,00 23,80 23,80
8:00 a. m. 6,34 6,21 6,04 25,00 24,80 24,40
10 12:00 p. m. 6,22 5,80 5,44 24,80 24,40 24,50
6:00 p. m. 6,00 6,02 5,70 2470 24,70 24,60
8:00 a. m. 6,50 6,20 6,11 25,40 25,10 24,80
11 12:00 p. m. 6,27 5,83 5,35 25,10 24,80 24,90
6:00 p. m. 6,25 6,10 5,66 24,90 25,00 24,90
8:00 a. m. 6,06 5,25 6,23 25,10 25,20 24,90
13 12:00 p. m. 6,08 6,20 6,01 25,40 24,80 25,00
6:00 p. m. 5,93 5,90 6,10 25,00 25,10 25,00
8:00 a. m. 6,39 6,49 6,20 24,60 24,30 24,10
14 12:00 p. m. 5,75 6,45 6,39 24,50 24,10 24,10
6:00 p. m. 6,30 6,50 6,35 24,30 24,10 24,30
8:00 a. m. 7,44 6,80 7,34 24,00 24,00 24,00
15 12:00 p. m. 6,74 6,63 6,75 24,00 24,00 24,00
6:00 p. m. 6,85 6,50 6,85 24,00 24,00 24,00
16 8:00 a. m. 6,40 6,36 6,56 24,20 24,10 23,90
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Periodo de
cultivo
(dias)

17

18

19

20

21

22

23

24

25

27

28

Oxigeno disuelto ( mg/L)

Temperatura (°C)

el Experimento 1 Experimento Control Experimento Experimento Control
(AEOCM: 3 2 (AEOCM: 7 (AEOCM: 1 (AEOCM:3 2 (AEOCM:7 (AEOCM:
mL/kg) mL/kg) 0 mL/kg) mL/kg) mL/kg) 0 mL/kg)
12:00 p. m. 6,34 6,35 6,15 24,00 23,90 23,90
6:00 p. m. 6,18 6,31 6,15 24,00 23,90 23,90
8:00 a. m. 5,31 5,62 5,33 24,10 25,00 26,00
12:00 p. m. 5,35 6,01 5,29 24,05 25,00 26,30
6:00 p. m. 6,56 6,28 5,25 26,00 24,00 26,60
8:00 a. m. 5,82 5,99 6,18 25,00 25,10 25,00
12:00 p. m. 6,30 6,30 6,01 24,60 24,30 24,10
6:00 p. m. 5,24 6,22 6,18 24,50 24,10 24,10
8:00 a. m. 6,36 6,10 6,34 24,30 24,10 24,30
12:00 p. m. 6,15 6,21 6,22 24,00 23,80 23,80
6:00 p. m. 6,34 6,39 6,11 25,00 24,80 24,40
8:00 a. m. 6,16 5,99 5,82 24,80 24,40 24,50
12:00 p. m. 6,12 6,22 5,90 2470 24,70 24,60
6:00 p. m. 6,20 6,51 6,10 25,40 25,10 24,80
8:00 a. m. 6,32 5,92 5,84 25,10 24,80 24,90
12:00 p. m. 6,33 6,16 5,88 24,90 25,00 24,90
6:00 p. m. 6,09 5,86 6,10 25,10 25,20 24,90
8:00 a. m. 6,00 6,02 6,24 24,70 24,70 24,60
12:00 p. m. 6,50 6,20 6,19 25,40 25,10 24,80
6:00 p. m. 6,15 6,12 6,28 25,10 24,80 24,90
8:00 a. m. 6,06 6,15 5,99 ,24,90 25,00 24,90
12:00 p. m. 6,03 6,16 6,02 25,10 25,20 24,90
6:00 p. m. 6,19 6,22 6,31 25,40 24,80 25,00
8:00 a. m. 5,90 6,35 6,21 25,00 25,10 25,00
12:00 p. m. 6,90 6,02 6,29 24,60 24,30 24,10
6:00 p. m. 6,60 6,09 6,39 24,50 24,10 24,10
8:00 a. m. 5,90 6,43 6,30 24,30 24,10 24,30
12:00 p. m. 6,80 6,72 6,99 24,00 24,00 24,00
6:00 p. m. 6,10 6,29 6,49 24,00 24,00 24,00
8:00 a. m. 6,25 6,49 6,85 24,00 24,00 24,00
12:00 p. m. 6,16 6,10 5,88 24,00 24,00 24,00
6:00 p. m. 5,94 6,23 5,26 24,00 24,00 24,00
8:00 a. m. 5,84 6,19 6,21 24,00 24,00 24,00
12:00 p. m. 5,99 5,94 6,11 24,00 24,00 24,00
6:00 p. m. 6,21 5,86 6,02 24,00 24,00 24,.00

91



ANEXO 19

Grado de severidad a la deformacion tubular en hepatopancreas de
langostinos de Penaeus vannamei.

Grado de severidad Signos clinicos

No presentan signos de infeccion. No presentan deformacién tubular ni
0 rugosidad.
Organismo sano

Presencia muy baja de deformacion tubular (1-5/campo/organismo). Se
1 observa muy poco desprendimiento celular.
Fase (0), infeccion.

Se observa la presencia moderada de deformacién tubular (6-10/campo/
organismo), atrofia, melanizacion y necrosis tubular. Se presenta mortalidad si

2 . .

no se aplica tratamiento.

Fase (1), inicial.

Se observa presencia alta de deformacién tubular (11-16/campo/organismo),
3 con lesiones de moderadas a severas, con melanizacién, necrosis,

desprendimiento celular y atrofia tubular. Letal si no se aplica tratamiento.
Fase (ll), aguda.

Se observa gran cantidad de tubulos deformes (mas de 16/campo/organismo),

con severas lesiones con melanizacion, necrosis, atrofia tubular y tabulos
4 vacios. Presencia de hemocitos alrededor de tubulos atrofiados, melanizados

y necroticos.

Fase (ll), cronica.

Fuente: de Morales-Covarrubias 2013).
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