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RESUMEN

La presente investigacion se basa en la influencia de la salinidad sobre la
concentracion de vibrio spp. en un sistema de cultivo controlado de la Artemia
Franciscana, considerando que estas bacterias representan desafios significativos
en la cria intensiva de moluscos, peces y crustdceos debido a su capacidad
patogénica. Para ello, se realizaron cuatro tratamientos con diferentes niveles de
salinidad durante un periodo de 15 dias, los cuales fueron, 20 PPT, 33 PPT, 50 PPT
y 80 PPT, ademas para garantizar resultados confiables se llevaron a cabo tres
repeticiones de cada tratamiento. Los resultados mostraron que a medida que
aumentaba la salinidad, la concentracion de la bacteria disminuia, lo que indica que
los niveles de salinidad juegan un papel crucial en el crecimiento de estas bacterias.
Conjuntamente, se observo que la supervivencia de Artemia franciscana fue buena
en condiciones con menor concentracion de vibrios durante el periodo de estudio.
En conclusion, este estudio no solo destaca la influencia de la salinidad en Vibrio
spp., Sino que también resalta la necesidad de seguir investigando sobre el
comportamiento de estas bacterias en diferentes condiciones ambientales, lo cual
es fundamental para asegurar practicas mas seguras y efectivas en la produccion
acuicola y la salud publica.

Palabras clave: Parametros fisicoquimicos, Crustaceo, Supervivencia, Bacterias,
Acuacultura, Produccion.
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ABSTRACT

The present research is based on the influence of salinity on the concentration of
vibrio spp. in a controlled culture system of Artemia Franciscana, considering that
these bacteria represent significant challenges in the intensive farming of mollusks,
fish and crustaceans due to their pathogenic capacity. For this purpose, four
treatments were carried out with different salinity levels during a period of 15 days,
which were, 20 PPT, 33 PPT, 50 PPT and 80 PPT, in addition to guarantee reliable
results, three replicates of each treatment were carried out. The results showed that
as salinity increased, the concentration of bacteria decreased, indicating that salinity
levels play a crucial role in the growth of these bacteria. In conjunction, it was
observed that the survival of Artemia Franciscana was good in conditions with lower
vibrio concentration during the study period. In conclusion, this study not only
highlights the influence of salinity on Vibrio spp. but also highlights the need for
further research on the behavior of these bacteria in different environmental
conditions, which is essential to ensure safer and more effective practices in
aguaculture production and public health.

Keywords: Physicochemical parameters, Crustacean, Survival, Bacteria, Aguaculture,
Production.



1.

INDICE GENERAL

INTRODUCCION. ...ttt 1
1.1  Antecedentes del problema..........cccooooiiiii 1
1.2  Planteamiento y formulacion del problema ..............ccceevvvvnnennn. 1

1.2.1 Planteamiento del problema ...........cccooooiiii 1
1.3 Justificacion de la investigacion ..........c.ccccoiiiiiiieiieeenneii 2
1.4  Delimitacion de la investigacion ..........c.ccccoiiiiiiieeieeeeiieiie 3
1.5 Formulacion del problema:..........eiiiiiiiii e, 3
1.6  ODbjetivo General ..........ccoeiiiieiiiiieece e 3
1.7  ODbjetivos €SPECITICOS ....ccvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.8 HIPOLESIS. ..eeiiiieiiiiiiiiiieie ettt 4

MARCO TEORICO......coiiiiiieieieinieieieie e 5
2.1 Estadodelarte......ccccccoiiiiiiiiiiiii 5
2.2 Bases Teodricas y CientifiCcas .........ceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiii e, 7

2.2.1  VIDIO SPP. oo 7

2.2.2 Vibriosis en la Seguridad Alimentaria ..................cceevvvvvvvnnnnn. 9

2.2.3 Factores Ambientales relacionados a Vibrio spp. ............... 10

2.2.4  Artemia FranCiSCana ..........ccouuuuuuiiiieeeeieieiiiiiine e e e e eeeeesinnnnnns 10

2.2.5 Parametros FiSiCOQUIMICOS........ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiee e, 12
2.3  MarcoLegal.......cccooiiiiiiii 14

MATERIALES Y METODOS.......cciieieceeeceeeeee e s, 17
3.1 Enfoque de la investigacion.............ccoovvviiiiiieee e 17

3.1.1 Alcance de lainvestigacion.............ccceevveviiiiiie e e e e, 17

3.1.2 Disefio de investigaciOn ..........cccceveeeeeeiiiiiiiiiiee e, 17
3.2 Metodologia......ccuuuuiiiiiie e 17

3.2.1 VarablesS......coooeeeiiiie e 17

3.2.2 Matriz de Operacionalizacién de variables ......................... 18

3.2.3  Tratami€ntOS .......uuuuiiee et 18

3.2.4 Diseflo experimental ............cceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 19

3.2.5 Recoleccion de datos...........ccevvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeee 19

I T =Tl o oF= SRR 21

3.2.7 Poblacion y MUESEIa ..........ccuvvviiieeeeeeeeeeeee e, 27



3.2.8 AnNAliSiS €StadiStiCO ......oeueeee e, 28
4, RESUL T AD S ... .o e e aeaens 30

4.1 Determinacion de la carga de Vibrios spp. presente en el agua de
cultivo de la Artemia FranCiSCana. .........coeeevvveeeriiiiiiieeeeeeeeeeiiiiinee e 30
4.2  Relaciéon del comportamiento diario de la carga de Vibrio spp.
durante el periodo de eStudio. ..........cceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 36
4.3  Asociar la supervivencia de la Artemia franciscana con la carga de

Vibrios spp. en los diferentes niveles de salinidad. ..............ccccvvvneeee 46
5. DISCUSION ...ooiiiiiiiiiiieieieeiee et 49
6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES......ccccooiiiiiiiiiiieeiin, 53

6.1  CONCIUSIONES.....cciiiiiiiiiiieee e 53

6.2  ReCOMENdACIONES.........ccoviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 54
BIBLIOGRAFIA ...ttt 55
ANEXOS e 62

APENDICES ..o oottt et e e et e e e e 71



Xl

INDICE DE ANEXOS

Anexo N°1: Preparacion de la oxigenacion en acuarios y otros
parametros fisicoquimicos necesarios para el experimento................... 62
Anexo N°2: Medicién Precisa de Quistes de Artemia Utilizando una

(T =10 0[] - TP TUPPPTTRPIN 62
Anexo N°3: Proceso de Eclosion de Quistes de Artemia utilizando un
cono de laboratorio, el cual que facilita la eclosion en 24 Horas............ 63
Anexo N°4: Gestion de datos en el computador de parte de la

101V ET 1o F=To [0} = TP 63
Anexo N°5: Prueba de TCBS en el agua utilizada para eclosion del
quiste de Artemia franCISCaNA. ...........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 64

Anexo N°6: Observacion microscopica de la eclosion de quistes de

Artemia franCISCANA. .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiarb e enennrrannaannne 64
Anexo N°7: Preparacion del agar TCBS. ........coooooviiiiiiiiiiiii e, 65
Anexo N°8: Primeros nauplios de Artemia Franciscana............cccccc....... 65
Anexo N°9: Revision de la vitalidad de los metanauplios.............ccc...... 66
Anexo N°10: Conteo de UFC de Vibrios spp. .....cccovvvvvvviiiiiieeeeeeeeeiinn, 66
Anexo N°11: Cuantificacion de las unidades formadoras de colonias por

SAlINIAA. ...ieiiiiiiiiiiee 67

Anexo N°12: Investigadora revisando los resultados de los UFC de Vibrio
5] 0] O PR 67
Anexo N°13: Ingreso de placas sembradas a la incubadora a 32 grados

(o= a1 {0 [ ir= (o [ 1S TSR 68

Anexo N°14: Ingreso de datos del conteo diario de UFC de Vibrios spp

BN AGAr TCBS. .. e 68
Anexo N°15: Acuarios usados para el experimento. ..............ccceeevvvvnnnnn. 69
Anexo N°16: Revisidon de la artemia en el microscopio............cccc.uuvvee.. 69
Anexo N°17: Revision de la artemia en estado adulto. .............ccccvveeee. 70

Anexo N°18: Finalizacién del conteo de UFC de Vibrio spp. ................. 70



INDICE DE APENDICES

Apéndice N°1: Supuestos de Normalidad ............cccoeeeeevvvieiiiiiiinneeenn. 71
Apéndice N°2: Supuesto de Homocedasticidad.............ccccccvueeeeennn. 72
Apéndice N°3: Supuesto de Independencia de muestras.................. 76

Apéndice N°4: Supervivencia de Artemia Franciscana...................... 79

Xl



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes del problema

En el siglo XXI, la acuicultura ha emergido como un elemento fundamental
para garantizar la seguridad alimentaria y nutricional a nivel mundial, superando a
la pesca de captura silvestre (FAO, 2022). Este crecimiento exponencial provoca
una preocupacion sobre la prevalencia de bacterias del género Vibrio, las cuales
mantienen una estrecha relacion con los invertebrados acuaticos debido a que
Vibrio spp. son habitantes naturales de entornos acuaticos con diversas salinidades
y temperaturas calidas, ademas de distribuirse extensamente en sistemas

acuicolas (De Souza Valente y Wan, 2021).

Estas bacterias son conocidas por su potencial patogénico y su impacto en
la salud publica y la economia, ya que causan enfermedades como la vibriosis en
crustaceos, moluscos y peces de produccion alimentaria. Histéricamente, se
asocian al célera, una enfermedad transmitida por V. cholerae a través de agua o
alimentos contaminados. Otras infecciones suelen darse por el consumo de
mariscos contaminados o por el contacto con agua contaminada por otros tipos de
Vibrio spp., causando gastroenteritis, infecciones de heridas, otitis 0 septicemia
(Brumfield, et al., 2021).

Dado que el Vibrio spp. puede adaptarse en el medio acuicola, esta
investigacion se centré en evaluar el impacto de la salinidad con la presencia de
Vibrio spp. en un sistema de cultivo controlado de Artemia franciscana, debido a
gue este crustaceo proporciona un entorno favorable para el desarrollo de esta
bacteria, por lo tanto, comprender cémo factores ambientales como la salinidad
afectan la dinamica de estas bacterias es crucial para avanzar en el conocimiento
de su comportamiento en entornos acuicolas, lo que a su vez contribuye a la

seguridad alimentaria y la salud publica a nivel global.

1.2  Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

Vibrio spp. representa un desafio significativo para la acuicultura, ya que
investigaciones como la de Mohamad et al. (2019) sefialan que aun falta
conocimiento sobre Vibrio spp. y la enfermedad que provoca, conocida como

vibriosis. Esta limitacién en la comprension de Vibrio spp. y sus efectos obstaculizan



el progreso en los aspectos de control y prevencion de enfermedades en los
organismos acudticos, tal como lo sefiala el estudio de Defoirdt et al. (2006).

Entre los vibrios mas conocidos en la acuicultura son Vibrio harveyi,
Cholerae, alginolyticus y parahaemolyticus, los cuales representan desafios
significativos en la cria intensiva de moluscos, peces y crustaceos debido a su
capacidad patogénica. Ademas de que estas bacterias son capaces de tolerar un

amplio rango de salinidades (Leyton y Rigquelme, 2008).

En este contexto, la Artemia Franciscana al ser un organismo acuatico,
proporciona un entorno propicio para el crecimiento de bacterias como Vibrio spp.
ya que es ampliamente empleada en larvicultura debido a su facil manejo, tamafio
adecuado y alta calidad nutricional (Mali, et al., 2023). Asimismo, MillAn-Almaraz et
al. (2021) indican que la artemia es uno de los organismos mas utilizados como
alimento para las larvas de diversas especies marinas, |0 que representa un riesgo
potencial tanto para la salud humana como para la produccién en general. Esto se
debe a que la artemia puede ser consumida por otros organismos que forman parte
de la cadena alimentaria destinada al consumo humano, ademas de que la
produccion acuicola puede resultar afectada por la vibriosis, lo cual puede

ocasionar mortalidad en dicha produccion.

Sin embargo, también es relevante destacar la importancia de entender los
factores ambientales que influyen en el crecimiento de Vibrio spp. ya que
investigaciones como la de Yang y Sun (2023) sefialan que la salinidad, el pH, el
oxigeno y la temperatura son parametros fisicoquimicos que afectan el desarrollo

de estas bacterias debido a su alta sensibilidad ambiental.

1.3 Justificacion de la investigacion

Debido a que vibrio spp. tiene una diversidad significativa en todo el mundo
y ademas tiene una interaccion directa con crustaceos, peces y moluscos se
destaca la necesidad de comprender su complejidad para asegurar la salud y la
bioseguridad en la acuicultura. En este contexto, Lopez-Hernandez et al. (2014)
resaltan que uno de los problemas de salud publica se da por las enfermedades

transmitidas por los alimentos.

La evaluacidén de la presencia de Vibrio spp. en distintos niveles de salinidad

en un cultivo de Artemia franciscana es crucial, ya que se reconoce su importancia



comercial, tal como se menciona en el estudio de Lee et al. (2022). Su manipulacion
es simple y rapida en condiciones de laboratorio, o que hace que este crustaceo

se adapte bien a varios enfoques metodoldgicos (Albarano, et al., 2022).

La proliferacion de patdgenos oportunistas como son los vibrio spp. han
impedido el rdpido desarrollo de la acuicultura (Wang, et al., 2024). Por lo cual esta
investigacion de tipo experimental sobre la influencia de la salinidad en Vibrio spp.
proporciona informacion vital para contribuir con la salud y produccion en la
acuicultura al obtener informacién sobre la salinidad adecuada para un bajo

crecimiento de la bacteria y asi obtener seguridad alimentaria.

1.4  Delimitacién de la investigacion
e Espacio: Este estudio se realiz6 en el laboratorio y camaronera Wanbri
SA, ubicado en el Km 1.9 sector Mar Bravo, Salinas. El cual proporciona
produccion de larvas de camardén del género Litopenaeus vannamei,
ademas de artemias y algas, las cuales se usan en la alimentacion de los
mismos. En estas instalaciones se encuentra el area dedicada a la
Bacteriologia y Artemia, equipados con los insumos necesarios que
ayudaron con esta investigacion.
e Tiempo: El tiempo que tomé esta investigacion fue de 15 dias.
e Poblacion: Artemia Franciscana de la marca MACKAY MARINE VERDE,
la cual contiene 244950 huevos/gramo y cuenta con una taza de eclosion
del 87.58%. Se utiliz6 en cada acuario 1 nauplio por cada mL, garantizando

un control meticuloso del proceso.
1.5 Formulacion del problema:

¢Como influyen los diferentes niveles de salinidad sobre la concentracion de
Vibrio spp. en un cultivo controlado de Artemia franciscana?

1.6  Objetivo General
Evaluar la influencia de los distintos niveles de salinidad sobre la
concentracion de Vibrio spp. en un sistema de cultivo controlado de la Artemia

franciscana.



1.7  Objetivos especificos
e Determinar la carga de Vibrios spp. presente en el agua de cultivo de la

Artemia Franciscana.

¢ Relacionar el comportamiento diario de la carga de Vibrio spp. durante el
periodo de estudio.
e Asociar la supervivencia de la Artemia franciscana con la carga de Vibrios

spp. en los diferentes niveles de salinidad.

1.8 Hipotesis
Hipotesis Nula: Los diferentes niveles de salinidad no influyen en la
concentracion de Vibrio spp. en un sistema de cultivo controlado de Artemia

franciscana.

Hipotesis alternativa: Los diferentes niveles de salinidad si influyen en la
concentracion de Vibrio spp. en un sistema de cultivo controlado de Artemia

franciscana.



2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

De acuerdo con la investigacion de Castafieda-Chavez et al. (2018)
realizada en el Golfo de México, se identificaron diferentes tipos de bacterias
patogenas en tres arrecifes de coral, el mismo que incluye Vibrio spp. en donde se
tomaron 10 muestras de agua de cada arrecife, estas muestras fueron analizadas
utilizando agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) como medio de cultivo
selectivo. Los resultados mostraron que mas del 50% de las muestras contenian
Vibrio spp. Ademas, las condiciones ambientales durante el estudio, incluyendo

temperaturas y salinidades, fueron las normales del océano Atlantico.

Segun el estudio de Bauer et al. (2020) , en el que se analizaron muestras
de agua de 14 tanques, se determind el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por ml de agua utilizando un agar Columbia Sheep Blood (CSB) en
donde sus resultados mostraron que la composicion de Vibrio varia
significativamente segun la salinidad del agua, observdndose un aumento en
especies potencialmente patdgenas como V. parahaemolyticus, V. owensii y V.
campbellii en condiciones de mayor salinidad. En el caso especifico de V.
parahaemolyticus, se identificaron varios factores de patogenicidad, subrayando la
necesidad de una investigacién mas profunda sobre la presencia y comportamiento

de estas cepas en diferentes entornos acuaticos

Ademas, una investigacion realizada por Sandoval y Aguilar (2022) aislaron
e identificaron una cepa de Vibrio parahaemolyticus a partir de 20 muestras de
organos de crustaceos. Se verifico la presencia del plasmido pVPAL y las toxinas
PirA y PirB mediante un bioensayo, confirmando su capacidad para causar
enfermedad mostrando variaciones significativas, siendo la mayor expresion
observada en un cultivo con 5% de salinidad. Ademas, se encontr6 que una
temperatura de 30°C y un pH de 6 también aumentaron significativamente la
expresion de ambos genes, lo que indica que estos parametros fisico-quimicos,
especialmente la salinidad, influyen en la virulencia de Vibrio parahaemolyticus en

entornos acuicolas.

En el estudio de Pinheiro Junior et al. (2023), investigaron a Vibrio harveyi

utilizando 360 postlarvas de Penaeus brevis distribuidas en 36 acuarios de 1 L. a



5PPT. Se emplearon métodos de cultivo como TCBS, LM, Zobell, Chalk y Boss
para evaluar su concentracion y luminiscencia. Los resultados mostraron que los
mayores valores de luminiscencia y concentracion se obtuvieron en los medios LM
y Zobell subrayando la necesidad urgente de realizar mas investigaciones sobre
estos patdgenos en mas medios de cultivos, dada su importancia y las limitaciones
actuales en los estudios relacionados con Vibrios en general.

De acuerdo con el informe de la Fundacion io (2023), se reporta de 150 a
200 casos anuales por infecciones debido a Vibrio vulnificus en Estados Unidos,
con un enfoque en areas costeras donde estas infecciones son mas prevalentes.
Los resultados revelan un incremento en los casos, con una tasa de mortalidad
significativa del 20% debido a que se reportan de 150 a 200 casos anuales de

infecciones por Vibrio vulnificus en Estados Unidos.

Por otro lado, en la investigacion de Annies y Rosamma (2020), se examind
el impacto del estrés salino en la resistencia de crustaceos frente a bacterias,
especificamente Vibrios. Los crustaceos fueron criados en tanques de concreto con
agua de mar a una salinidad de 15%0 y se les proporcion6é una dieta comercial
durante el estudio, como resultado se observé que los crustaceos bajo estrés salino
no pudieron combatir eficazmente las bacterias, mostrando una mayor capacidad
de supervivencia frente a Vibrio harveyi a la salinidad de 15%.. Estos resultados
subrayan la relevancia critica de la salinidad como factor determinante en la
resistencia de los crustdceos a patdgenos en la acuicultura, enfatizando la
necesidad de gestionar cuidadosamente este parametro ambiental en la produccién

acuicola.

Segun Martins et al. (2020), se realizaron experimentos con larvas de
crustaceos en diferentes salinidades: 0, 5, 15, 25 y 35 PSU. Cada grupo de larvas
fue criado individualmente en placas de plastico para cultivo celular, con un total de
120 unidades experimentales por tratamiento. El estudio se llevé a cabo bajo
condiciones controladas de fotoperiodo natural y temperatura constante. Los
resultados mostraron que las larvas solo lograron sobrevivir y completar su
desarrollo hasta la etapa metanauplio en las salinidades de 25 PSU y 35 PSU. El
desarrollo larval del crustaceo que incluye cinco o seis etapas de zoea y una de

megalopa, alcanz6 la metamorfosis completa solo en las salinidades de 25 PSU



(con una supervivencia del 1.66%) y 35 PSU (con una supervivencia del 15%). En
contraste, en las salinidades de 0, 5y 15 PSU, todas las larvas murieron en diversas
etapas de zoea. Ademas, se observdé que el tiempo de supervivencia fue
directamente proporcional a la salinidad: las larvas murieron rapidamente en 0 PSU
(en menos de 24 horas), sobrevivieron hasta 48 horas en 5 PSU, y alcanzaron hasta
22 dias de supervivencia en 15 PSU, llegando hasta la etapa Zlll del desarrollo

larval.

Una investigacion dirigida por Beux y Zaniboni Filho (2018), en donde
evaluaron la supervivencia de 10,320 nauplios de Artemia sp. en cubas de vidrio
con aireacion continua durante un experimento de 36 horas. Los nauplios fueron
expuestos a cuatro salinidades diferentes (0%, 1.7%, 3.3% y 5.0%), cada una
replicada tres veces. Durante el experimento, se monitorizé la temperatura y el
oxigeno disuelto en el agua. Los resultados mostraron una disminucion significativa
en la supervivencia de los nauplios en todas las salinidades (P < 0.05), siendo mas
pronunciada en agua dulce (0%). Se observé que un aumento leve en la salinidad
prolongé la supervivencia de los nauplios de Artemia sp., destacando la influencia
critica de la salinidad en la respuesta fisioldégica de estos organismos acuaticos.

2.2 Bases Tedricas y Cientificas

2.2.1 Vibrio spp.

Estas bacterias son gram-negativos, los cuales prosperan en aguas calidas,
se asocian con invertebrados acuaticos, especialmente crustaceos y zooplancton
(Brumfield, et al., 2021).

Los miembros del género Vibrio tienen diferentes formas, pueden ser cortos,
rectos o curvados, con tendencia al pleomorfismo, pudiendo observarse formas
cocobacilares e incluso cocoides. Son anaerobios facultativos y crecen mejor en
condiciones alcalinas. El género Vibrio estda compuesto por microorganismos cuyo
habitat natural son los ecosistemas marinos y fluviales. Son bacterias moviles que
presentan un flagelo polar cuando crecen en medios liquidos (De Souza Valente y
Wan, 2021).



2.2.1.1 Caracterizacion taxondmica

La familia Vibrionaceae pertenece a la clase Gammaproteobacteria. La cual
contiene ocho géneros, a saber, Aliivibrio, Enterovibrio, Grimontia,
Paraphotobacterium, Photobacterium, Salinivibrio y Thaumasiovibrio (Ina-Salwany,
et al., 2019).

2.2.1.2 Vibrio Cholerae

Vibrio cholerae (no-O1/no-0139) es un patégeno poco comun que causa
infecciones en humanos y que se encuentra en vida libre en ambientes acuaticos
como rios y mar, donde coloniza peces, crustaceos y moluscos, fuente principal de

contagio para los humanos (Motta, et al., 2020)

Cepa epidémica responsable de la enfermedad del célera. Provoca una
enfermedad gastrointestinal aguda producto de una toxina conocida como la toxina
colérica, que provoca sintomas graves como diarrea acuosa profusa y vémitos, lo
que puede llevar rdpidamente a la deshidratacién y, en casos severos, a la muerte
si no se trata adecuadamente. A esta especie le son atribuibles infecciones
extraintestinales como son: infecciones de heridas, infecciones biliares y renales,

otitis, asi como septicemia primaria y secundaria (Bravo, et al., 2000).
2.2.1.3 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram negativa haléfila comdn en
ambientes acuaticos, incluidos estuarios y agua de mar. Estas cepas se han
diseminado mundialmente desde su emergencia en el sudeste asiatico en 1996
puesto que la enfermedad causada por esta bacteria es una gastroenteritis aguda,
a menudo de tipo secretorio, acompafiada de colicos, nduseas, vomitos y fiebre,
gue generalmente se resuelve en dos o tres dias. Sin embargo, puede ser severa
en personas con condiciones de salud subyacentes, como diabetes o enfermedad
hepatica, y puede conducir a bacteremia en casos graves. El diagnéstico se facilita
con el historial de consumo de mariscos crudos y se confirma mediante cultivo en
placas de TCBS (Hernandez, et al., 2005).

2.2.1.4 Vibrio alginolyticus

Es una bacteria Gram negativa, esta presente en diversos entornos marinos

y puede causar enfermedades oportunistas al adherirse al mucus del huésped. En



la acuicultura, donde las enfermedades bacterianas son un problema comun, V.
alginolyticus ha sido identificado como responsable de enfermedades en
organismos cultivados, especialmente en etapas tempranas de vida, causando
sintomas como septicemia, hemorragias y Ulceras (Espinel, et al., 2017). Este
bacilo, perteneciente a la familia Vibrionacea, es un nadador agil gracias a sus
flagelos, y es especialmente resistente a la salinidad. En los humanos, puede
causar enfermedades cuando se consume mariscos crudos. Desde la década de
1970, se ha observado un aumento en los casos de infecciones asociadas con esta

bacteria (Zavala, et al., 2005).
2.2.1.5 Vibrio harveyi

La bacteria marina gramnegativa Vibrio harveyi es un miembro esencial de
la familia Vibrionaceae ampliamente presente en los sistemas acuaticos naturales,
causante la vibriosis luminosa en organismos cultivados comercialmente
(Montanchez y Kaberdin, 2020).

Ha sido reconocido como patégeno de varias larvas de crustaceos, lo que
conduce a mortalidades masiva, sus factores de virulencia incluyen sideroforos,
hemolisinas, quitinasas y bacteriéfagos, y la expresion variable de estos factores
afecta su capacidad para adherirse, colonizar o invadir los tejidos del huésped (Paul
y Sullivan, 2005).

2.2.2 Vibriosis en la Seguridad Alimentaria

Se sabe que al menos 12 especies de Vibrio causan infeccion en humanos,
y Vibrio cholerae esta bien documentado como el agente etiolégico del colera
pandémico. Los virus patdgenos no colera Vibrio spp., por ejemplo, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, causan gastroenteritis, septicemia y otras
infecciones extraintestinales. Ademas, no es posible eliminar los Vibrio spp., ya que
son autdctonos del medio acuatico y muchos desempefian un papel fundamental

en el ciclo del carbono y el nitrégeno (Brumfield, et al., 2021).

Esto se debe al consumo de alimentos o agua contaminada con dichas
bacterias, pudiendo causar diarrea acuosa, a menudo acompafada de colicos
abdominales, nauseas, vomitos, fiebre y escalofrios. Es la principal causa de

gastroenteritis bacteriana por consumo de productos de la pesca en todo el mundo.
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Es poco frecuente que se presente enfermedad grave y generalmente esta ocurre
en personas con un sistema inmunitario debilitado, aunque el riego de esto es muy
bajo. No obstante, el cambio climatico esta provocando un aumento de las
temperaturas en los mares y océanos, desencadenando un aumento considerable
en la concentracion de dichas bacterias, y consecuentemente un aumento de los
brotes de infecciones causadas con V. parahaemolyticus y V. vwvulnificus,

pudiéndose alcanzar niveles de riesgo para la salud humana (ELIKA, 2023).
2.2.3 Factores Ambientales relacionados a Vibrio spp.

La concentracion y distribucion de Vibrio se ha relacionado con factores
ambientales, sobre todo la temperatura del agua, la salinidad y el pH. Los
pardmetros ambientales 6ptimos podrian desempefiar un papel fundamental en la
proliferacion de Vibrio spp. y, en consecuencia, aumentar la probabilidad de brotes
de vibriosis (Mohamad, et al., 2019).

La bioseguridad es una medida crucial en el control de enfermedades, pero
actualmente no se esta implementando adecuadamente. Esta falta de atencion
contribuye a frecuentes brotes de enfermedades como vibriosis , entre otras
(Mohamad, et al., 2019).

2.2.4 Artemia Franciscana

Es un crustaceo, también conocido como camar6n de salmuera, es
ampliamente utilizado como alimento en la acuicultura, ya que son ricas en
proteinas y &cidos grasos insaturados, los cuales son esenciales para el
crecimiento y nutricion de otras especies. La Artemia Franciscana se alimenta
filtrando el agua sin seleccionar particulas especificas y pueden vivir en agua con

un alto contenido de sal (Madkour, et al., 2023).
2.2.4.1 Morfologia de la artemia franciscana

La artemia franciscana carece de caparazoén rigido que la proteja, como lo
hacen otras especies, es de cuerpo es alargado y delgado, su longitud es variable,
llegando a alcanzar 10-15 mm en etapa adulta. La misma consta de tres partes: la
cabeza, el térax y el abdomen. Ademas, presenta dimorfismo sexual ya que el

macho posee el segundo par de antenas muy desarrollado, situado en la cabeza.
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A diferencia de la hembra en donde sus antenas son mucho mas pequefias
(Sanchez, 2017).

2.2.4.2 Reproduccion de la Artemia Franciscana

Su reproduccidon se da de dos maneras; mediante ovoviviparidad,
produciendo nauplios completamente desarrollados, o a través de oviparidad,
generando quistes que pueden esperar a eclosionar por largos periodos de tiempo,
hasta encontrar las condiciones Optimas para poder lograr su eclosion (Moraga, et
al., 2015).

2.2.4.3 Ciclo de Vida de la Artemia Franciscana

La Artemia Franciscana pasa por varias mudas antes de llegar a la etapa
adulta, para llegar a esa etapa primero son quistes, los cuales tienen forma
biconcava se hidratan pasando a tener una forma esférica, permitiendo que el
metabolismo del embrion se reactive, es o que se conoce como quiste activado o
quiste hidratado, de ahi empieza la primera muda tomando el nombre de nauplio,
la siguiente etapa es el metanauplio, seguido de la etapa juveni y finalmente la
etapa adulta. Cuando la artemia se encuentra en la primera etapa de su desarrollo,
el nauplio es pequefio, midiendo entre 400-500 micras. Tiene tres pares de antenas
y un color anaranjado debido a las reservas de vitelo que utiliza como fuente de
alimento, ya que aun no tiene un sistema digestivo completamente funcional.
También tiene un pequefio ojo rojo en la frente, entre las primeras antenas.
Después de mudar, pasa a la etapa de metanauplio, donde su sistema digestivo se
desarrolla por completo, lo que cambia su dieta hacia algas microscépicas que
encuentra en su entorno. Para transformarse en adulto, pasa por la etapa juvenil la
cual ya es bastante parecida a la etapa adulta, una de esas caracteristicas propias
de los adultos son los apéndices lobulares en el torso, que luego se convierten en
partes especializadas llamadas toracépodos, y ojos complejos a los lados del ojo

naupliar (Sanchez, 2017).
2.2.4.4 Artemia en la acuicultura

La Artemia es mundialmente utilizada en las piscifactorias, ya que es rico en
nutrientes, como aminoacidos esenciales y acidos grasos poliinsaturados, sin

embargo, apenas existen estudios acerca de los microorganismos patégenos
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asociados a este crustaceo (Cano, et al., 2007). Durante su eclosion, la Artemia
genera un medio rico para el crecimiento de bacterias, la misma, es facil de
mantener y reproducir en cultivo, lo que la hace de la artemia un alimento vivo ideal
en la cria de especies acuaticas. Ademas, su resistencia a condiciones adversas y
su capacidad de producir quistes, que pueden almacenarse durante largos periodos
y luego eclosionar cuando se requiera, son caracteristicas valiosas en la
acuicultura. (Raman, 2017, como se citd en Muiioz y Gabriel, 2021). Por otra parte,
actualmente la vibriosis no es facil de erradicar debido a su resistencia a
antibioticos, ya que existen informes de un aumento en la presencia de Vibrio

resistente a estos como lo indica Loo et al. (2020).
2.2.5 Parametros Fisicoquimicos

Yang y Sun (2023) indican que los parametros fisicoquimicos son medidas
o caracteristicas que describen las propiedades fisicas y quimicas de una sustancia
o sistema, como por ejemplo el pH, salinidad, temperatura, entre otros, los efectos
combinados de la temperatura, la salinidad, el fotoperiodo, entre otros parametros,
se estudian experimentalmente para comprender mejor las caracteristicas de un

organismo.
2.2.5.1 Temperatura

La temperatura del agua influye en diversos parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos, como la evaporacion y la solubilidad de gases. Ademas, afecta procesos
metabdlicos, incluyendo la respiracion y la actividad bacteriana en la
descomposicion de materia organica. (Acuicultura Hoy, 2013). Por otra parte, los
animales acuaticos se ven fuertemente influenciados por la temperatura; en la
acuicultura las operaciones deben de programarse para que correspondan a la
temperatura adecuada del agua, por lo que los controles de temperatura son
criticos para operaciones eficientes (Hanna Instruments, 2022).

2.2.5.2 pH

Se refiere a la concentracién de iones Hidronio, es decir el cation que se
forma en el agua en presencia de cationes de hidrégeno H+. El cual nos ayuda a

indicar si es una solucion acida o basica; la escala que se manejaes de 0 a 14, en
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donde un pH 7 es el pH neutro. Los valores muy altos o bajos de pH, pueden

suponer la muerte de los animales acuaticos (Hanna Instruments, 2022).
2.2.5.3 Salinidad

Es la concentracion de todos los iones disueltos en el agua, estos provienen
de minerales y cloruros principalmente. Se debe considerar la presion osmética y
la conductividad eléctrica que incrementa cuantas mas sales tengamos en el agua

(Hanna Instruments, 2022).
2.2.5.4 Oxigeno

Es un parametro fundamental, sino el mas importante. En el &mbito de la
acuicultura, se aconseja tener oxigeno contante, ya que si hay déficit de oxigeno se
ve afectado el crecimiento y la conversion alimenticia de los organismos (Hanna
Instruments, 2022).



14

2.3 Marco Legal

Segun laley orgénica para el desarrollo de la acuiculturay pesca:

Articulo 1.- Objeto. La presente Ley tiene por objeto establecer el régimen
juridico para el desarrollo de las actividades acuicolas y pesqueras en todas sus
fases de extraccion, recoleccion, reproduccion, cria, cultivo, procesamiento,
almacenamiento, distribucion, comercializacion interna y externa, y actividades
conexas como el fomento a la produccion de alimentos sanos; la proteccion,
conservacion, investigacion, explotacion y uso de los recursos hidrobiol6gicos y sus
ecosistemas, mediante la aplicacion del enfoque ecosistémico pesquero de tal
manera que se logre el desarrollo sustentable y sostenible que garantice el acceso
a la alimentacién, en armonia con los principios y derechos establecidos en la
Constitucion de la Republica, y respetando los conocimientos y formas de
produccion tradicionales y ancestrales.

Articulo 17.- Naturaleza juridica. El Instituto Publico de Investigacion de
Acuicultura y Pesca es una entidad de derecho publico con personeria juridica,
autonomia administrativa, financiera y con patrimonio propio, adscrita a la Autoridad
Acuicola y Pesquera Nacional. Es la entidad encargada de planificar, promover,
coordinar, ejecutar e impulsar procesos de investigacion cientifica relacionados con
las actividades acuicolas, pesqueras y conexas; Yy, de la generacién, innovacion,

validacion, difusion y transferencia de tecnologias.
Segun el Reglamento a laley de pescay desarrollo pesquero:
CAPITULO | DISPOSICIONES GENERALES

Art. 68.2.- Acuacultura comercial es el cultivo de organismos acuaticos cuyo
objetivo es maximizar las utilidades, practicado por productores de pequeiia,
mediana y gran escala que participan activamente en el mercado comprando

insumos e involucrandose en la venta de su produccion fuera de la granja.

Nota: Articulo agregado por articulo 7 de Decreto Ejecutivo No. 852,

publicada en Registro Oficial Suplemento 694 de 19 de febrero del 2016.

Art. 68.3.- Acuacultura de investigacion es el cultivo de organismos
acuaticos sin orientacion comercial dirigido a diversificar la produccién, mejorar el

uso de recursos y disminuir el riesgo de eventos exdgenos, practicado en
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laboratorios e instalaciones especiales destinadas a este propdsito. Nota: Articulo
agregado por articulo 7 de Decreto Ejecutivo No. 852, publicada en Registro Oficial
Suplemento 694 de 19 de febrero del 2016.

Segun la Constitucion de la Republica del Ecuador;

Art. 13.- Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y
permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente producidos
a nivel local y en correspondencia con sus diversas identidades y tradiciones

culturales.

Art. 298.- Se establecen preasignaciones presupuestarias destinadas a los
gobiernos autbnomos descentralizados, al sector salud, al sector educacion, a la
educacién superior; y a la investigacion, ciencia, tecnologia e innovacion en los
términos previstos en la ley. Las transferencias correspondientes a preasignaciones
seran predecibles y autométicas. Se prohibe crear otras preasignaciones

presupuestarias.

Art. 361.- El Estado ejercera la rectoria del sistema a través de la autoridad
sanitaria nacional, serd responsable de formular la politica nacional de salud, y
normara, regulard y controlara todas las actividades relacionadas con la salud, asi

como el funcionamiento de las entidades del sector.
Segun laley orgénica de salud;

Art. 4.- La autoridad sanitaria nacional es el Ministerio de Salud Publica,
entidad a la que corresponde el ejercicio de las funciones de rectoria en salud; asi
como la responsabilidad de la aplicacion, control y vigilancia del cumplimiento de

esta Ley; y, las normas que dicte para su plena vigencia seran obligatorias.

Art. 10.- Quienes forman parte del Sistema Nacional de Salud aplicaran las
politicas, programas y normas de atencién integral y de calidad, que incluyen
acciones de promocién, prevencion, recuperacion, rehabilitacion y cuidados
paliativos de la salud individual y colectiva, con sujecion a los principios y enfoques

establecidos en el articulo 1 de esta Ley.
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CAPITULO Il De los alimentos en la Ley Orgéanica de la Salud

Art. 145.- Es responsabilidad de los productores, expendedores y demas
agentes que intervienen durante el ciclo produccién consumo, cumplir con las
normas establecidas en esta Ley y demas disposiciones vigentes para asegurar la

calidad e inocuidad de los alimentos para consumo humano.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Enfoque de lainvestigacion

El enfoque de la investigacion se basé en un método cuantitativo. El disefio
experimental implicé la manipulacion de la salinidad en varios acuarios y la
medicion de la concentracion de Vibrio por UFC en un cultivo de artemia

franciscana.
3.1.1 Alcance de lainvestigacion

Este trabajo investigativo tuvo un alcance exploratorio y correlacional, en

donde se recopil6 informacién de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp.
3.1.2 Disefo de investigacién

El disefio de esta investigacion fue de tipo experimental, ya que se centré en
evaluar el impacto de diferentes niveles de salinidad, evaluando la concentracion
de Vibrio en los diferentes acuarios simulando las condiciones de criadero de

artemia franciscana.

3.2 Metodologia
3.2.1 Variables

Se tienen el conjunto de variables dependientes e independientes en las

siguientes secciones a continuacion:

3.2.1.1 Variables dependientes

e UFC de Vibrio spp.

e Supervivencia de Artemia Franciscana.
3.2.1.2 Variables Independientes

¢ Niveles de Salinidad (20, 33, 50y 80 PPT.).

e Dias de Estudio.



3.2.2 Matriz de Operacionalizacion de variables
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Considerando que el modelo estadistico tuvo un analisis de correlaciones

entre variables dependientes e independientes, se formulan las siguientes matrices

de operacionalizacion de variables.

Tabla 1.
VARIABLES DEPENDIENTES.

Tipo de Variable Componente Descripcion Escala
Cuantitativo UFC de Vibrio Método para estimar la 10"3 —
spp. magnitud de la poblacion 1015
total bacteriana UFC/m
Cuantitativa Supervivencia Conteo al inicio y al final Cantidad
de la Artemia del nimero de Artemias. total de
Franciscana Artemias
Fuente: Vera Arauz, 2024
Tabla 2.
VARIABLES INDEPENDIENTES.
Tipo de Variable Componente Descripcion Escala
Cuantitativa Salinidad Indicativo para evaluar o 5 PPT -
valorar una situacion en 320 PPT
particular.
Cuantitativa Dias de Periodo de estudio. 0-15 dias
Estudio

Fuente: Vera Arauz, 2024

3.2.3 Tratamientos

Para llevar a cabo esta investigacion se establecieron cuatro tratamientos

distintos, cada uno representando un nivel

diferente de salinidad. Estos

tratamientos consistieron en: 20 PPT, 33PPT, 50 PPT, 80 PPT. Cada tratamiento

se replico tres veces para aumentar la fiabilidad de los resultados y reducir la

posibilidad de sesgo experimental.
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Tabla 3.
Descripcion de Tratamientos.

N©° Nivel de o o
Tratamiento salinidad Descripeion Repeticion
T1 20 PPT. Salinidad baja 3
T2 33 PPT. Salinidad local 3
T3 50 PPT. Salinidad alta 3
T4 80 PPT. Salinidad muy alta 3

Fuente: Vera Arauz, 2024
3.2.4 Disefo experimental

Se empled un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos de
salinidad y tres repeticiones para cada uno. Los tratamientos se asignaron
aleatoriamente a las unidades experimentales, los cuales fueron los acuarios; esto

se realizo sin ningun tipo de bloqueo previo.
Modelo Lineal:
Yii=un+vi+te
Y;;: Niveles de salinidad medidos en la i-ésima replicacion del j-ésimo tratamiento.
u: Media general de todas las observaciones.
y;i: Efecto del i-ésimo tratamiento de las mediciones de vibrios.

g;j: Error aleatorio asociado con la k-ésima replicacion del j-ésimo tratamiento de

salinidad i.

3.2.5 Recoleccién de datos
3.2.5.1 Recursos

e Agar TCBS.
e Tubos eppendorf.

e Pipetas.
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e Gramera.

e Hoja milimetrada.

e Microscopio.

e 12 acuarios.

e Oxigenadores.

e Refractometro.

e TermoOmetro.

e Indicador de pH.

e Sal en grano.

e Agua de poma.

e Harina de soya.

e Microalgas para alimento.

e Hojas de seguimiento y registro.
e Esferos.

e Computador.

e Software estadistico.

e Libros, articulos y revistas cientificas sobre Artemia Franciscana,

salinidad del agua en produccion, Vibrio spp.
3.2.5.2 Métodos y técnicas

A continuacion, se detallan los procedimientos y técnicas que fueron
utilizados en este experimento para la respectiva obtencién de resultados vy el

alcance de los objetivos antes mencionados.
3.2.5.3 Metodologia del muestreo

Se establecieron 12 acuarios en el laboratorio de artemia, donde se cre6 un
ambiente con parametros fisicoquimicos adecuados para el crecimiento éptimo de
la Artemia franciscana, lo cual también favoreci6 el desarrollo de Vibrio spp., esto
se realizo a diferentes niveles de salinidad. El cultivo de artemia franciscana fue
alimentado diariamente segun el protocolo establecido y al final del dia se
recolectaron las respectivas muestras del agua de cada acuario, estas muestras
fueron trasladadas al area de microbiologia en donde se sembré el medio de cultivo
TCBS.
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3.2.6 Técnicas
a) Acuarios para el experimento

Para realizar este cultivo se necesitaron 12 acuarios, en este caso se utilizd
1 acuario de tamarfo grande dividido en varias secciones. Para esta investigacion
de tipo experimental el acuario contd con un tamafio de 56 cm de alto, 150 cm de
largo y 58. 5 cm de ancho, lo cual esta dividido en secciones. El acuario se procedio
a limpiar con agua clorinada para quitar cualquier bacteria que estuviera presente
antes del experimento, y una vez limpio se uso vitamina c para eliminar cualquier

rastro de cloro que pudiera afectar al cultivo.

Cada seccion conto con 10 litros, los cuales formaron 12 acuarios de 10 litros
cada uno del cual se hizo uso del 60% del volumen total del acuario, es decir que
se uso 6 litros por seccion durante la investigacion. Esto debido a que lo normal es
usar el 60 o 70% en volumen de agua para evitar futuras grietas que puedan

presentar un riesgo al experimento.
b) Ambientacion Optima de los Acuarios

Para la oxigenacién de los acuarios en este caso se usaron oxigenadores de
doble division, en total se usaron 6 oxigenadores que dieron oxigeno a los 12
acuarios con sus respectivas mangueras, y 12 piedras difusoras.

Ademas, se necesit6 de mucha iluminacion, en este caso se usan 4 tiras-led, los
cuales se colocaron 2 de cada lado de las secciones del acuario, la iluminacion fue
de manera constante, y para el control preciso de la temperatura del agua, se

usaron calentadores para acuarios de 75w.
c) Manejo de la Salinidad en los acuarios

Dado que el experimento comprende 4 tratamientos diferentes (20PPT,
33PPT, 50PPT y 80PPT), se empled un sistema de ecuaciones, las cuales fueron

desarrolladas en un script de Python para facilitar el calculo de la salinidad.

Las formulas que se programaron fueron:
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C1. Calculo para aumentar salinidad en el acuario:

10
GSal—Envase = ﬁ * [(Ll + Ln) * (Sf - Sl) + Ln = (Sl - Sn)] +1

Li: Litros que tiene actualmente en el acuario.

Ln: Litros del envase que agregara al acuario.

Si: Salinidad que tiene actualmente en el acuario.

Sn: Salinidad que tiene el agua del envase a agregar.

Sf: Salinidad que desea tener en el acuario.

Ggal—gnvase: Gramos de sal que debe agregar a los litros del envase.

C2. Calculo para elaborar un acuario con salinidad inferior a la salinidad

local:
Vsalinidad s1 = Vt/(2 — S2/S1)
Vagua dulce = (1 — S2/S1) * Vsalinidad s1

$1: Salinidad que tiene actualmente el agua local.

$2: Salinidad objetivo que se requiere en el acuario.

Vt: Litros de agua que tendra en el acuario.

Vsalinidad s1: Litros de agua con la salinidad local que se deben agregar.

Vagua dulce: Litros de agua dulce que se deben agregar.

C3. Calculo para disminuir salinidad de un acuario:
VAgua dulce = (1 — S2/81) * Vsatinidad s1

S$1: Salinidad que tiene actualmente el acuario.
$2: Salinidad objetivo que se requiere en el acuario.
Vsalinidad s1: Litros del acuario con la salinidad S1.

Vagua dulce: Litros de agua del acuario que deben ser reemplazados por agua dulce.
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Una vez que se obtuvo el célculo preciso de las correspondientes
salinidades, se procedié meticulosamente al ajuste de la salinidad utilizando sal en
grano, la cual fue medida cuidadosamente en una gramera. Dependiendo de la
cantidad de gramos de sal requeridos para alcanzar el nivel de salinidad deseado,
se procedio a mezclar y disolver con agua de la punta del mar, que generalmente
tiene una salinidad entre 30 y 33 partes por mil (PPT). Este procedimiento implico
calcular y ajustar la salinidad inicialmente medida con un refractometro para

asegurar condiciones 6ptimas en el medio acuatico.

Para una mejor comprension, es necesario alcanzar un volumen total de 6
litros de agua, y para ello se inicio afiadiendo 3 litros de agua de la punta del mar,
que tiene una salinidad de 30-33 PPT. En los 3 litros restantes, se disolvié la
cantidad medida de sal en grano. Fue crucial realizar una mezcla completa y
homogénea para garantizar la uniformidad en la distribucibn de la sal.
Posteriormente, se combinaron los 3 primeros litros con los otros 3 litros que
contienen la sal marina disuelta. Después de ello se volvié a medir la salinidad con
el refractdmetro para verificar que se llegd al nivel deseado, asegurando asi

condiciones 6ptimas para la artemia en el acuario.

Una vez alcanzados los resultados deseados, se procedio a etiquetar la
salinidad en cada acuario en PPT. y a marcar el nivel del agua, asegurando un
registro preciso de hasta dénde alcanzo el nivel del agua en los acuarios de 6 litros,

esto con el fin de facilitar al momento de hacer recambios de agua.
d) Obtencion y Preparacion de Artemia

Para la obtencion de artemia, se utilizé una lata de 454 gramos de la marca
MACKAY MARINE VERDE. En este caso se empleé la mitad de su contenido, es
decir, 227 gramos. Dado que el tiempo requerido naturalmente para la
desencapsulacion de los quistes de artemia es de 48 a 36 horas, se procedi6 a

acelerar este proceso.

Para ello se inici6 con el proceso de hidratar los quistes de artemia
franciscana en agua dulce a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente,

se drené el agua a través de una bolsa de recoleccion de 100 pm.
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Luego los quistes hidratados se transfirieron a un tanque de encapsulacion
donde se afiadi6 la mitad de una solucién decapsuladora (375 ml NaCIO + 25 m|
NaOH). Este proceso duré entre uno y dos minutos con agitacion constante para
evitar una afectacién adversa en la tasa de eclosidn. Se superviso el cambio de
color de anaranjado a café claro con el fin de evitar que los quistes pierdan su
capacidad de desencapsulacién o se quemen en el proceso.

Después se procedio a enjuagar, para este paso se vertio el contenido del
tanque de desencapsulacion en la bolsa de recoleccién de 100 um, se drené de
inmediato y se enjuagd nuevamente con abundante agua hasta que esta salga

limpia y sin olor a cloro.

Una vez enjuagado correctamente se procedio a dejar las artemias en el
artemiero durante 24 horas para su eclosion. Posteriormente, al transcurrir de 20 a

24 horas se puedo observar el nauplio de artemia.

Y de esta manera se obtuvo el cultivo de artemia con los menores errores
experimentales, para que todos empiecen en iguales condiciones, es decir que
todos los acuarios tuvieron la misma desinfeccidén, mismos parametros, cantidad de
artemia, etc. No obstante, es importante que al introducir la artemia en los acuarios

tenga su aclimatamiento respectivo durante unos 10 minutos aproximadamente.
e) Homogeneizacién y Distribucién en Acuarios:

Para asegurar una distribucién uniforme en todos los acuarios, la cosecha
de artemia se coloco en un tanque de 15 L de agua y se homogeneiz6. Se tomaron
10 ml de esta solucién con una pipeta para colocar en un segundo tanque de 15 L
de agua. De este segundo tanque se extrajeron tres submuestras de 1 ml cada una,
se procedi6 a contar el nimero de nauplios presentes y se calcul6é el promedio.
Finalmente, este resultado se multiplicé por 15,000 (ml en el segundo tanque) para
obtener el numero total de nauplios en 10 ml, asegurando asi una distribucion

precisa y equivalente en todos los acuarios del estudio.
f) Alimentacion de la artemia

Para preparar el alimento necesario para los acuarios, se comienzo
colocando agua de botell6n en un recipiente de 100 ml. Esta agua se calent6 en el

microondas durante 30 segundos. Posteriormente, se afiadié 1 gramo de levadura
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y 0.05 gramos de azucar al recipiente caliente. Se mezcl6é cuidadosamente estos
ingredientes hasta lograr una solucibn homogénea, asegurandose de que la
levadura y el azucar se disolviera completamente en el agua. Esto se realizo para
poder activar la levadura. Una vez preparada la mezcla, se administra 6 ml de esta

solucion a cada acuario de manera diaria.
g) Remplazo parcial de agua

Después de alimentar el cultivo de Artemia franciscana, se esperd un
periodo minimo de 4 horas antes de realizar un recambio de agua. Este proceso
implica reemplazar entre el 30% y el 50% del volumen total de agua del acuario. En
el marco de este estudio, se establece un recambio del 30% diariamente. Para
llevar a cabo esta operacion, se utilizé una manguera fina de acuario para transferir
ese porcentaje de agua a un recipiente externo. Una vez completado el retiro del
agua, el acuario se rellené hasta el nivel previamente marcado con agua de la
misma salinidad del tratamiento al que se le realizé el recambio parcial. Este
procedimiento es fundamental para renovar el ambiente del acuario y asegurar
condiciones éptimas para el cultivo de Artemia franciscana. Ademas, facilita la
recoleccion de muestras de agua destinadas a analisis en el laboratorio,

garantizando la precision y fiabilidad de los datos obtenidos.
h) Preparacion del Agar TCBS

Para preparar el medio de cultivo TCBS para Vibrio spp., se inicid pesando
88 gramos de Agar TCBS, y 20 gramos de cloruro de sodio (NaCl) para una solucion
de 1000 ml. En un beaker de 1000 ml se afiadi6 solucién salina estéril y se
incorporaron los ingredientes pesados. Se procedié e a mezclar utilizando una
estufa con agitador magnético hasta que el agar estuviera completamente disuelto,
asegurandose de evitar que se adhiera a las paredes del beaker, finalmente la

mezcla se calienta hasta que comience a hervir.

Para evitar que el agar TCBS hierva y se derrame, se retir0 del fuego
inmediatamente y se dejo enfriar a temperatura ambiente utilizando toallas estériles

como precauciéon. Una vez enfriado y listo, se procedio a vertirlo en placas de Petri.
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Finalmente, las placas de agar se almacenaron en refrigeracion en posicién de
placa invertida para su posterior uso, asegurando asi un ambiente propicio para el

crecimiento y estudio de microorganismos.
i) Analisis de la carga de Vibrio en el cultivo de Artemia Franciscana

Se tomo una muestra de cada acuario de diferentes niveles de salinidad para
llevarla al laboratorio de bacteriologia, luego se realiz6 la técnica de barrido en
superficie con un asa de vidrio hasta que la placa haya secado totalmente; luego

de ello se llevé a incubacién en posicion invertida por un lapso de 24 horas a 32° C

Esta incubacion permitio el desarrollo y crecimiento de las colonias de
Vibrios presentes en las muestras. Al finalizar el periodo de incubacion, se realizo
el analisis de las placas para identificar y contar las unidades formadoras de

colonias de Vibrios en las muestras analizadas.

Tabla 4.

Tipos de Vibrios spp. comunes en produccioén acuicola.

Resultados de o _
Cepas o Limites referenciales
crecimiento

V. cholerae Zonas amarillas > 10E+03 (elevado)
alrededor de

las colonias

V. alginolyticus Colonias pequeias = 10E+03 (elevado)
color

Amarillo

V. parahaemolyticus Colonias de color verde =10E+02 (alto-elevado)
a verde

azulado.

V. luminiscente Colonias luminiscentes  Elevado-grave

Fuente: (Becton Dickinson Franse SA., 2003)

Finalmente, se realizé el conteo total de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) que crecieron en cada placa. Para el calculo de las UFC/ml se empleo la
formula correspondiente. Los datos se ingresaron en una hoja de célculo para
mantener un registro historico que facilita el cumplimiento del primer objetivo de

analizar la carga de Vibrio spp. presente en el cultivo de Artemia franciscana.
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UFC N° de colonias por placa x Factor de diluciéon
W o UFC/g =

Volumen del in6culo

j) Medicion de los pardmetros fisicoquimicos

La medicion precisa de los parametros del agua es fundamental para este
estudio. Por ello se empled diferentes instrumentos segun el parametro a medir:
salinidad con un refractometro, pH con un medidor de pH, oxigeno disuelto con un
oximetro y temperatura con termémetros individuales para cada acuario, con el fin

de evitar contaminaciones cruzadas.

Los datos recolectados de cada parametro fueron registrados vy

posteriormente ingresados en una hoja de célculo.
k) Supervivencia de la Artemia Franciscana

En cuanto a la supervivencia, se consideroé la cantidad inicial de artemias, y
al finalizar el experimento se contd el nimero de artemias que sobrevivieron. Para

calcular el porcentaje de supervivencia, se utilizé la siguiente férmula:

_ , (Poblacion final)
Supervivencia (%) = Poblacion inicial x 100

3.2.7 Poblacién y muestra

3.2.7.1 Poblacién

La poblacion de datos estadisticos se definié en grupos, donde la Artemia
Franciscana de la marca MACKAY MARINE VERDE, proporcion6 el ambiente
adecuado para la poblacion de datos de colonia de vibrios a estudiar. La Artemia
Franciscana, definida como la portadora de la poblacién de datos de estudio,
contiene 244950 huevos/gramo y cuenta con una taza de eclosion del 87.58%. Se
agregd en cada acuario 1 nauplio por cada ml, garantizando asi un control
meticuloso del proceso y obtencion confiable de los datos. Teniendo en cuenta que
son 4 tratamientos, es decir, 4 diferentes niveles de salinidad como variable
dependiente. Se considerara un modelo de crecimiento bacteriano poblacion de
tipo Exponencial como modelo de referencia para el ciclo de vida bacteriano del
Vibrio spp. El modelo matematico para el ciclo del Vibrio spp. se muestra en la

Figura 1 mostrada a continuacion.
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Figura 1.
Modelo estandar de desarrollo de una poblacion bacteriana.

Aasede  Fase Fase Fase de muerte
atencia exponencial estacionaria
—— <

v

' T
Crecimiento | #

tedrico f

Registro de nimero de bacterias

Tiempo
Fuente: (Labster, 2024)
El modelo estandar del desarrollo de una poblacién bacteriana estandar

mostrado en la Figura 1 consta de 4 fases:

1. Fase de Latencia

2. Fase de crecimiento exponencial de la poblacion bacteriana

3. Fase estacionaria de la poblacion bacteriana (Se detiene el crecimiento)

4. Fase de muerte poblacional de la bacteria (La poblacion bacteriana
disminuye hasta llegar a un minimo o hasta cero, dependiendo de la

bacteria y su entorno).

3.2.7.2 Muestra

Los datos obtenidos en una muestra, en este caso una muestra fisica de
agua en ml abarcé las medidas de cada variable que se tiene en la poblacion de
datos. Se procedio a recolectar y enviar las muestras de agua de los diferentes
niveles de salinidad al laboratorio de bacteriologia.

3.2.8 Analisis estadistico

Para evaluar la influencia de la salinidad en la concentracion de Vibrio spp.
en los acuarios de la Artemia franciscana, los datos obtenidos fueron organizados
y registrados en una hoja de calculo utilizando Microsoft Excel. Posteriormente, se
empleo el software de analisis estadistico libre JASP para realizar el analisis de los
datos. Inicialmente, se propuso realizar un ANOVA para comparar las medias de

los cuatro tratamientos; para determinar si los datos cumplian con los supuestos
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estadisticos necesarios, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la
normalidad, la prueba de Mann-Whitney para comprobar la independencia y la
prueba de Levene para analizar la homogeneidad de varianzas, sin embargo, al
verificar los supuestos estadisticos, se encontré que dos de los tres supuestos no
se cumplian. Por lo tanto, se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Tras los andlisis, la prueba de comparaciones post-hoc de Dunn permitio identificar
diferencias especificas entre los grupos tratados. Estos analisis de varianza fueron
adecuados para este disefio experimental, ya que facilitaron la evaluacion de

diferencias significativas entre los distintos tratamientos.



4.1 Determinacién de la carga de Vibrios spp. presente en el agua de cultivo de la Artemia Franciscana.

Tabla 5.

4. RESULTADOS
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Estadisticos descriptivos de las Cargas de Vibrios spp. Amarillo y Verde para las 3 repeticiones y 4 tratamientos.

(RE(E)EIE'II'IIDC':AISN ;-IIOZO DE VIBRIO TRATAMIENTO Mediana Media Esetsz;/rllzgron Sgr?gcci'g;]te Varianza Minimo Maximo
REPETICION| AMARILLO T1 5400 9316 9369.285 100.6% 8.778x10*" 0 29700
AMARILLO T2 5400 7661.333 6599.911 86.1% 4.356x10"’ 0 22000
AMARILLO T3 2760 5823.333 6430.233 110.4% 4,135x10"’ 0 20000
AMARILLO T4 1200 3723.333 4801.496 129.0% 2.305%x10*" 0 15600
VERDE T1 800 3635.333 4319.624 118.8% 1.866x10*" 0 10000
VERDE T2 2600 6676 8803.96 131.9% 7.751x10*" 0 25800
VERDE T3 580 2348.667 3158.729 134.5% 9.978x10%¢ 0 11000
VERDE T4 100 1898 3064.213 161.4% 9.389x10%*¢ 0 8600
REPETICION Il  AMARILLO T1 6000 9156.667 8936.539 97.6% 7.986x10%7 0 29400
AMARILLO T2 6000 8106.667 7425.291 91.6% 5.513x10*’ 0 25000
AMARILLO T3 1760 5798 6291.582 108.5% 3.958x10*" 0 17400
AMARILLO T4 1190 3699.333 5141.911 139.0% 2.644x10% 0 16000
VERDE T1 1000 3339.333 4028.269 120.6% 1.623x10*" 0 9800
VERDE T2 2700 6474.667 8480.938 131.0% 7.193x10*" 0 26200
VERDE T3 420 2320.667 3178.338 137.0% 1.010x10%" 0 10300
VERDE T4 190 1868 2942.652 157.5% 8.659x10*6 0 8600
REPETICION Il AMARILLO T1 5600 9416.667 9309.295 98.9% 8.666x10*" 0 29000
AMARILLO T2 5200 8133.333 6968.466 85.7% 4.856x10"" 0 23000
AMARILLO T3 1690 6612.667 7420.847 112.2% 5.507x10*" 0 22000
AMARILLO T4 1320 4092.667 5705.629 139.4% 3.255x10*" 0 19000
VERDE T1 1200 3486 4063.049 116.6% 1.651x10*" 0 9800
VERDE T2 2200 6334.667 8926.901 140.9% 7.969%x10% 0 26000
VERDE T3 580 2383.333 3275.822 137.4% 1.073x10%" 0 10900
VERDE T4 300 1976 3191.318 161.5% 1.018x10*" 0 9300

Fuente: Vera Arauz, 2024

0€
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La Tabla 5 presenta los resultados de cuatro tratamientos por repeticion,
destacando las medias, medianas, desviacion estandar, varianza y coeficiente de
variacion. En el tratamiento T1 (salinidad 20 PPT, repeticion 1), se registraron
valores maximos y promedios de 297,000 y 9,369.285 UFC/ml para Vibrio
spp. Amarillo, evidenciando una disminucion en la concentracion a medida que
aumenta la salinidad en los tratamientos. En contraste, para Vibrio spp. Verde, los
picos maximos y promedios fueron de 6,676,000 y 25,800 UFC/ml en el tratamiento
T2 (33 PPT), mientras que en el tratamiento T1 (20 PPT) se observaron valores
promedio y maximo de 3,635.333 y 10,000 UFC/mlI, respectivamente. La salinidad
mas alta (80 PPT) mostré la menor concentracion de Vibrio spp. Verde con
promedios y maximos de 1,898.000 y 8,600 UFC/mI. Aunque el tratamiento a 33
PPT present6 la mayor carga de Vibrio spp. Verde con maximos de 25,800, 26,200
y 26,000 en cada repeticion, la tendencia general indica que la salinidad mas baja
(20 PPT) también contribuye a reducir la carga de Vibrio spp. Verde. Ademas, los
elevados coeficientes de variacion en todos los tratamientos sugieren una

considerable heterogeneidad en las muestras de carga bacteriana.

Figura 2.
Gréfico de caja paralos 4 tratamientos de la ler repeticion - Vibrio spp.
Amarillo.
o 30000 - :
d
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 2, se aprecian valores atipicos en cada tratamiento los cuales
puede ser indicativo de eventos inusuales, y estos se presenta en los aumentos
pronunciados en la carga bacteriana como un crecimiento exponencial altamente

pronunciado en cada tratamiento con valores pico de 29700, 22000 y 15600,
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respectivamente en orden de cada tratamiento (T1, T2 y T4), donde el tratamiento
T3 (50 PPT) no se presentd con un crecimiento tan pronunciado, por ende, carece
de valores atipicos. También se indica que la mediana se encuentra desplazada
notablemente hacia el extremo inferior, esto sugiere una heterogeneidad en los

datos y una posible desviacion con la normalidad.

Figura 3.
Gréfico de caja paralos 4 tratamientos de la ler repeticion - Vibrio spp.
Verde.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 3 se observa que la mediana esta significativamente desplazada
hacia un extremo, esto indica una asimetria en la distribucion de datos. Por ende,
podemos estimar que los datos no siguen una distribucién normal, esto puede ser
producto del comportamiento NO lineal del ciclo de vida bacteriano, teniendo varios
crecimientos exponenciales, periodos estacionarios y declives en sus fases de
muerte poblacional como se indica en la seccion 3.2.7.1. Los valores atipicos de
25800, 11000 y 8600, respectivamente en orden de cada tratamiento (T2, T3y T4),
donde el tratamiento T1 (20 PPT) no se presentd con un crecimiento tan
pronunciado, por ende, carece de valores atipicos; estos son correspondientes a
los picos alcanzados en el crecimiento bacteriano, los cuales se presentan lo

suficientemente desviados del resto de datos, produciendo asimetrias.
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Figura 4.
Grafico de caja paralos 4 tratamientos de la 2da repeticidn - Vibrio spp.
Amarillo.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 4 se observan las medianas con desplazamientos significativos
hacia el extremo inferior en los tratamientos 3 y 4 (50 y 80 PPT), indicando una
asimetria en la distribucién de datos. Los valores atipicos de 29400, 25000 y 17400,
respectivamente en orden de cada tratamiento (T1, T2 y T4), estos son
correspondientes a los picos alcanzados en el crecimiento bacteriano, donde el
tratamiento T3 (50 PPT) no se presenté con un crecimiento tan pronunciado, por

ende, carece de valores atipicos.

Figura 5.
Gréfico de caja para los 4 tratamientos de la 2da repeticidn - Vibrio spp.
Verde.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.
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En la Figura 5 se observan las medianas con desplazamientos significativos
hacia el extremo inferior en todos los tratamientos, indicando una asimetria en la
distribucion de datos. Los valores atipicos de 10300 y 8600, respectivamente en
orden de cada tratamiento (T3 y T4), donde el tratamiento T1 (20 PPT) y T2 (33
PPT) no se presentd con un crecimiento tan pronunciado, por ende, carece de
valores atipicos; estos son correspondientes a los picos alcanzados en el
crecimiento bacteriano altamente pronunciado, estos se presentan o

suficientemente desviados del resto de datos.

Figura 6.
Gréfico de caja paralos 4 tratamientos de la 3ra repeticion - Vibrio spp.
Amarillo.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 6 se observan las medianas con desplazamientos significativos
hacia el extremo inferior en los tratamientos 1, 3y 4 (20, 50 y 80 PPT), indicando
una asimetria en la distribucion de datos. Los valores atipicos de 29000, 23000 y
1900, respectivamente en orden de cada tratamiento (T1, T2 y T4), estos son
correspondientes a los picos alcanzados en el crecimiento bacteriano, donde el
tratamiento T3 (50 PPT) no se presentd con un crecimiento tan pronunciado, por

ende, carece de valores atipicos.
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Figura 7.
Grafico de caja para los 4 tratamientos de la 3ra repeticion - Vibrio spp.
Verde.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 7 se observan las medianas con desplazamientos significativos
hacia el extremo inferior en todos los tratamientos, indicando una asimetria en la
distribucion de datos. Los valores atipicos de 26000, 10900 y 9300,
respectivamente en orden de cada tratamiento (T2, T3 y T4), estos son
correspondientes a los picos alcanzados en el crecimiento bacteriano, donde el
tratamiento T1 (20 PPT) no se presenté con un crecimiento tan pronunciado, por

ende, carece de valores atipicos.



4.2 Relacion del comportamiento diario de la carga de Vibrio spp. durante el periodo de estudio.

Tabla 6.
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Primera repeticidén para establecer la relacion del comportamiento diario de la carga de Vibrio spp. con las diferentes

salinidades durante el periodo de estudio.

TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 4

20 PPT. 20 PPT. 33 PPT. 33 PPT. 50 PPT. 50 PPT. 80 PPT. 80 PPT.

N2 DIAS AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE
DIA1 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.00E+01 0.00E+00 2.00E+01
DIA 2 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00
DIA 3 1.42E+03 2.30E+02 2.58E+03 5.90E+02 2.76E+03 2.20E+02 3.84E+03 2.20E+02
DIA 4 1.02E+03 3.00E+02 3.24E+03 1.50E+02 1.69E+03 5.80E+02 1.50E+03 1.00E+02
DIAS 4.90E+03 4.30E+03 8.00E+03 6.00E+03 2.00E+04 3.30E+03 1.56E+04 8.60E+03
DIA 6 9.80E+03 9.90E+03 9.90E+03 8.80E+03 1.00E+04 5.00E+03 1.29E+04 8.60E+03
DIA 7 1.40E+04 9.90E+03 5.40E+03 2.45E+04 7.00E+03 3.00E+03 6.90E+03 3.00E+03
DIA 8 1.40E+04 7.90E+03 5.00E+03 2.58E+04 1.18E+04 6.00E+03 6.40E+03 3.00E+03
DIA9 2.97E+04 1.00E+04 2.00E+04 1.42E+04 1.20E+04 4.40E+03 1.20E+03 4.40E+03
DIA 10 2.90E+04 8.90E+03 2.20E+04 1.20E+04 1.52E+04 1.10E+04 8.30E+02 3.70E+02
DIA 11 1.15E+04 1.50E+03 1.45E+04 4.60E+03 1.10E+03 5.60E+02 6.30E+02 1.00E+02
DIA 12 1.02E+04 8.00E+02 1.02E+04 2.60E+03 6.50E+02 2.70E+02 4.70E+02 2.00E+01
DIA 13 3.50E+03 5.00E+02 5.80E+03 6.00E+02 9.00E+02 2.00E+02 7.10E+02 4.00E+01
DIA 14 5.40E+03 1.00E+02 3.40E+03 1.00E+02 5.00E+02 6.00E+02 8.00E+02 0.00E+00
DIA 15 2.00E+03 2.00E+02 1.60E+03 2.00E+02 4.50E+02 9.00E+01 7.70E+02 0.00E+00

Fuente: Vera Arauz, 2024.

9¢
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Como se muestra en la Tabla 6, los Vibrios spp. presentes en el agua de un
cultivo de artemia franciscana, los cuales estan delimitados en UFC de Vibrio spp.
amarillo y verde, se puede observar que inicia un crecimiento minimo, donde las
salinidades mas bajas, 20 y 33 PPT tienden a un valor de cero en concentracion
UFC de Vibrio spp., mientras que, en los tratamientos de las salinidades mas altas,
50 y 80 PPT, correspondientes a los Vibrio spp. Verdes, estos tienden a iniciar un
valor mayor a cero en sus concentraciones. Por otro lado, en las salinidades bajas
de 20y 33 PPT, en el dia 15 presentan un valor de concentracién aproximadamente

de 10 a 100 veces mayor que en los tratamientos con salinidades de 50 y 80 PPT.
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Segunda repeticion para establecer larelacién del comportamiento diario de la carga de Vibrio spp. con las diferentes

salinidades durante el periodo de estudio.

TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 4

. 20 PPT. 20 PPT. 33 PPT. 33 PPT. 50 PPT. 50 PPT 80 PPT. 80 PPT.
N% DIAS AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE
DIA1 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.00E+01 0.00E+00 2.00E+01
DIA 2 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00
DIA 3 1.25E+03 1.10E+02 3.20E+03 3.40E+02 1.40E+03 3.80E+02 2.10E+03 4.20E+02
DIA 4 1.20E+03 1.80E+02 2.50E+03 1.80E+02 1.76E+03 4.40E+02 1.82E+03 1.90E+02
DIAS 4.80E+03 3.80E+03 7.90E+03 6.20E+03 1.74E+04 2.30E+03 1.50E+04 8.00E+03
DIA 6 9.70E+03 8.70E+03 9.70E+03 9.00E+03 1.02E+04 4.90E+03 1.60E+04 8.60E+03
DIA 7 1.30E+04 9.80E+03 6.00E+03 2.20E+04 9.90E+03 3.50E+03 6.50E+03 3.10E+03
DIA 8 1.39E+04 8.90E+03 4.00E+03 2.62E+04 1.20E+04 7.60E+03 5.40E+03 3.10E+03
DIA9 2.67E+04 7.90E+03 2.50E+04 1.30E+04 1.19E+04 4.00E+03 1.19E+03 4.00E+03
DIA 10 2.94E+04 8.00E+03 2.25E+04 1.22E+04 1.58E+04 1.03E+04 8.00E+02 4.00E+02
DIA 11 1.20E+04 1.20E+03 1.50E+04 4.50E+03 1.02E+03 4.20E+02 6.40E+02 1.20E+02
DIA 12 1.04E+04 1.00E+03 1.05E+04 2.70E+03 7.00E+02 2.00E+02 4.80E+02 2.00E+01
DIA 13 3.50E+03 4.00E+02 6.00E+03 6.00E+02 7.00E+02 3.00E+02 7.90E+02 5.00E+01
DIA 14 6.00E+03 0.00E+00 3.80E+03 1.00E+02 4.00E+02 4.00E+02 7.00E+02 0.00E+00
DIA 15 2.20E+03 1.00E+02 2.20E+03 1.00E+02 4.90E+02 6.00E+01 7.70E+02 0.00E+00

Fuente: Vera Arauz, 2024.
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Como se muestra en la Tabla 7, los Vibrios spp. Amarillos y Verdes
visualizados en el Agar TCBS, muestran también, en el dia 1 un crecimiento
minimo, donde las salinidades mas bajas, 20 y 33 PPT, tienden a un valor de cero
en concentracion UFC de Vibrio spp., mientras que, los Vibrio spp. Verdes en
salinidades de 50 y 80 PPT tienden a iniciar un valor mayor a cero en sus
concentraciones. Por otro lado, en las salinidades bajas de 20 y 33 PPT, en el dia
15 presentan un valor de concentracion aproximadamente de 10 a 100 veces mayor

gue en los tratamientos con salinidades de 50 y 80 PPT.



Tabla 8.

Tercera repeticion para establecer la relacion del comportamiento diario de la carga de Vibrio spp. con las diferentes

salinidades durante el periodo de estudio.

TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 4

20 PPT. 20 PPT. 33 PPT. 33 PPT. 50 PPT. 50 PPT 80 PPT. 80 PPT.

N2 DIAS AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE AMARILLO VERDE
DIA1 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.00E+01 0.00E+00 2.00E+01
DIA 2 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00 3.30E+03 0.00E+00
DIA 3 1.26E+03 4.90E+02 2.20E+03 6.40E+02 1.42E+03 4.50E+02 2.92E+03 4.20E+02
DIA 4 1.09E+03 2.00E+02 3.30E+03 3.80E+02 1.69E+03 5.80E+02 2.34E+03 3.00E+02
DIAS 5.00E+03 4.00E+03 9.00E+03 5.80E+03 2.20E+04 2.20E+03 1.90E+04 9.30E+03
DIA 6 9.90E+03 8.50E+03 9.90E+03 5.00E+03 1.50E+04 4.00E+03 1.50E+04 9.00E+03
DIA 7 1.65E+04 9.00E+03 5.20E+03 2.60E+04 1.00E+04 3.90E+03 7.60E+03 3.00E+03
DIA 8 1.39E+04 9.00E+03 4.80E+03 2.60E+04 1.30E+04 8.00E+03 5.80E+03 3.00E+03
DIA9 2.90E+04 9.80E+03 2.30E+04 1.32E+04 1.32E+04 3.90E+03 1.32E+03 3.90E+03
DIA 10 2.89E+04 7.90E+03 2.15E+04 1.05E+04 1.60E+04 1.09E+04 9.30E+02 3.00E+02
DIA 11 1.02E+04 1.70E+03 1.58E+04 4.00E+03 1.09E+03 5.00E+02 6.00E+02 3.00E+02
DIA 12 1.02E+04 1.20E+03 1.00E+04 2.20E+03 6.70E+02 2.30E+02 4.00E+02 5.00E+01
DIA 13 4.80E+03 2.00E+02 7.00E+03 1.00E+03 9.00E+02 4.00E+02 7.80E+02 5.00E+01
DIA 14 5.60E+03 1.00E+02 4.50E+03 1.00E+02 5.00E+02 6.00E+02 7.00E+02 0.00E+00
DIA 15 1.60E+03 2.00E+02 2.50E+03 2.00E+02 4.20E+02 8.00E+01 7.00E+02 0.00E+00

Fuente: Vera Arauz, 2024.

oy
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En la Tabla 8, los Vibrios spp. Amarillos y Verdes visualizados en el Agar
TCBS presentan en el dia 1 un crecimiento en las salinidades de 20 y 33 PPT con
un valor de cero en concentracion UFC de Vibrio spp. y los Vibrio spp. Verdes en
salinidades de 50 y 80 PPT tienden a iniciar un valor mayor a cero en sus
concentraciones. Por otro lado, en las salinidades bajas de 20 y 33 PPT, en el dia
15 presentan un valor de concentracién aproximadamente de 10 a 100 veces mayor

gue en los tratamientos con salinidades de 50 y 80 PPT.

Figura 8.
Ciclos de Vida del Vibrio spp. Amarillo en los 4 tratamientos por las 3

repeticiones con respecto a los Dias de Estudio.

SALINIDAD 33 PPT SALINIDAD 80 PPT

SALINIDAD 20 PPT SALINIDAD 50 PPT

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 8 se observa los cuatro tratamientos realizados, donde se
detalla que, en los niveles de salinidad bajo de 20 y 33 PPT, el crecimiento fue mas
lento durante los primeros 5 dias, mientras que, a niveles de salinidad 50 y 80 PPT,
niveles mucho mayores que la salinidad local (Salinidad 28 — 33 PPT), se muestra
un crecimiento superior en los primeros 5 dias, llegando a su registro histérico
maximo en el dia 5. Las salinidades 20y 33 PPT llegan a su carga de Vibrio maxima
en el dia 9, teniendo una diferencia de 4 dias con las salinidades 50 y 80 PPT.
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Figura 9.
Ciclos de Vida del Vibrio spp. Verde en los 4 tratamientos por las 3

repeticiones con respecto a los Dias de Estudio.

SALINIDAD 33 PPT SALINIDAD 80 PPT

SALINIDAD 20 PPT SALINIDAD 50 PPT

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 9 se muestran los ciclos de vida de los Vibrios spp. Verdes y
sSus cuatro tratamientos. Se observa en los primeros dias el crecimiento elevado
hasta llegar a un maximo, aproximandose a un crecimiento exponencial. En todos
los niveles se pueden apreciar crecimiento elevados, con la Unica excepcion del

nivel de salinidad 50 PPT con un crecimiento lento hasta llegar a su valor maximo.

Tabla 9.
Evaluacion del Contraste de Kruskal-Wallis para cada grupo de

tratamientos por cada repeticion.

REPETICION /

TIPO VIBRIO H gl Valor p Hipotesis

1/ AMARILLO 6.092 3 0.107 SE ACEPTA Ho
1/VERDE 4.506 3 0.212 SE ACEPTA Ho
2/ AMARILLO 7.018 3 0.071 SE ACEPTA Ho
2 / VERDE 3.008 3 0.390 SE ACEPTA Ho
3/ AMARILLO 6.136 3 0.105 SE ACEPTA Ho
3/ VERDE 3.407 3 0.333 SE ACEPTA Ho

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 9 se realiza la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en lugar

de realizar la prueba de ANOVA, debido a que los 3 supuestos para pruebas
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paramétricas sobre los tratamientos evaluados no se cumplen conjuntamente, lo
cual se puede verificar en la seccion de APENDICES. Como resultado el contraste
de Kruskal-Wallis muestra valores “p” mayores a 0.05 por cada grupo de
tratamientos, lo que indican que no hay diferencias significativas entre los distintos
grupos en cuanto a la carga de UFC de Vibrio spp. Amarillo y Verde por cada
repeticion. Por ende, no existe evidencia estadistica suficiente para rechazar la

Hipotesis Nula.

Para analizar si existe algun tratamiento con diferencias significativas que no
se refleja en el contraste de Kruskal-Wallis, se realiza un analisis de Comparacion
Post-hoc de Dunn como prueba No paramétrica para comparar todas las
combinaciones posibles de tratamientos, verificando si existen diferencias

significativas con respecto a su poblacion de origen.

Tabla 10.
Evaluacion del Comparaciones Post-hoc de Dunn para cada par

combinado de tratamientos — Repeticion 1.

REPETICION /

TIPO VIBRIO TRATAMIENTO z p
T1-T2 0.099 0.921
T1-T3 1.292 0.197
T1-T4 2.102 0.036*

1/AMARILLO
T2-T3 1.192 0.233
T2-T4 2.003 0.045*
T3-T4 0.81 0.418
T1-T2 -0.45 0.653
T1-T3 0.429 0.668
T1-T4 1.571 0.116

1/VERDE
T2-T3 0.879 0.379
T2-T4 2.021 0.043*
T3-T4 1.141 0.254

Fuente: Vera Arauz, 2024.

La Tabla 10 muestra que los tratamientos T1-T4 (Vibrio spp. Amarillo) y T2-
T4 (Vibrios spp. Amarillo y Verde) presentan diferencias significativas con respecto

a su poblacion de origen dado que la prueba tiene valores “p” resultantes menores

a la significancia de 0.05, demostrando que la carga de UFC de Vibrio spp. Amarillo
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y Verde presentan diferencias significativas entre los tratamientos de baja salinidad

(20 PPT y 33 PPT) con respecto al tratamiento de mayor salinidad T4: 80 PPT.

Tabla 11.

Evaluacion del Comparaciones Post-hoc de Dunn para cada par

combinado de tratamientos — Repeticion 2.

REPETICION /
TRATAMIENTO Z p
TIPO VIBRIO
T1-T2 0.073 0.942
T1-T3 1.433 0.152
T1-T4 2.217 0.027*
2/ AMARILLO
T2-T3 1.360 0.174
T2-T4 2.144 0.032*
T3-T4 0.784 0.433
T1-T2 -0.738 0.460
T1-T3 0.063 0.950
T1-T4 0.990 0.322
2/ VERDE
T2-T3 0.801 0.423
T2-T4 1.728 0.084
T3-T4 0.927 0.354

Fuente: Vera Arauz, 2024.

La Tabla 11 indica que los pares de tratamientos T1-T4 y T2-T4 en Vibrios

spp. Amarillo presentan diferencias significativas con respecto a su poblacion de

origen, pero en los Vibrios spp. Verde la prueba no tuvo evidencia estadistica

suficiente para rechazar la hipétesis Nula, por ende, sus muestras no presentan

diferencias significativas. Los Vibrios spp. Verde evidentemente muestran un

comportamiento diferente a los Vibrios spp. Amarillo en los diferentes tratamientos

y repeticiones.
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Evaluacion del Comparaciones Post-hoc de Dunn para cada par

combinado de tratamientos — Repeticion 3.

REPETICION /
TRATAMIENTO Z p
TIPO VIBRIO
T1-T2 0.084 0.933
T1-T3 1.255 0.209
T1-T4 2.113 0.035*
3/ AMARILLO
T2-T3 1.171 0.241
T2-T4 2.029 0.042*
T3-T4 0.858 0.391
T1-T2 -0.654 0.513
T1-T3 0.178 0.859
T1-T4 1.168 0.243
3/ VERDE
T2-T3 0.832 0.405
T2-T4 1.822 0.068
T3-T4 0.99 0.322

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 12 podemos observar que los pares de tratamientos

correspondientes a T1-T4 y T2-T4 en Vibrios spp. Amarillo también presentan

diferencias significativas con respecto a su poblacién de origen, pero en los Vibrios

spp. Verde no presentan diferencias significativas.
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4.3 Asociar la supervivencia de la Artemia franciscana con la carga de

Vibrios spp. en los diferentes niveles de salinidad.

Tabla 13.
Supervivencia final de la Artemia Franciscana y promedios de carga

UFC de Vibrios spp. Amarillo y Verde para cada nivel de salinidad.

Supervivencia Promedio

TRATAMIENTO / Promedio Vibrio

REPETICION Salinidad ?fSAL;}i\@')a spp. Amarillo xfrg‘; SPp.
T1/Repeticion 1 20 PPT __ 43.33% 9316.00 3635.33
T1/Repeticion 2 20 PPT  42.50% 9156.67 3339.33
T1/Repeticion3 20 PPT  43.33% 9416.67 3486.00
T2 /Repeticion 1 33 PPT  67.50% 7661.33 6676.00
T2 /Repeticion2 33 PPT  65.00% 8106.67 6474.67
T2 /Repeticion3 33 PPT  67.50% 8133.33 6334.67
T3/Repeticion 1 50 PPT  70.00% 5823.33 2348.67
T3/Repeticion2 50 PPT  70.00% 5798.00 2320.67
T3/Repeticion 3 50 PPT  69.17% 6612.67 2383.33
T4 /Repeticion 1 80 PPT  85.00% 3723.33 1898.00
T4 /Repeticion2 80 PPT  87.50% 3699.33 1868.00
T4 /Repeticion3 80 PPT  82.50% 4092.67 1976.00

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 13 se muestra los valores de supervivencia, los cuales son
calculados en la Tabla 29 del Apéndice N°4: Supervivencia de Artemia Franciscana,
donde se asocian los valores promedio de Vibrio spp. Amarillo y Verde con las
supervivencias finales en el dia 15 del estudio. Se registré que existe una mayor
tasa de supervivencia en el nivel mas alto de salinidad con el tratamiento de 80 PPT
con valores de 85.00%, 87.50% y 82.50%, a diferencia de la menor salinidad con
20 PPT, la cual no supero el porcentaje normal con valores de 43.44%, 42.50% vy
43.33%. Se aprecia que conforme aumenta la salinidad, la supervivencia mejora
gradualmente, lo que implica una menor mortalidad en salinidades superiores. Con
estos datos se realiza el andlisis de correlacion de Pearson entre ambas variables
de estudio, de tal forma que se determina el coeficiente de correlacion lineal con un

nivel de significancia de 0.05.
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Tabla 14.
Andlisis de Correlacion de Pearson entre Promedio de UFC de Vibrio
spp. Amarillo / Verde y Supervivencia de Artemia Franciscana.

Variable 1 Variable 2 R de Valorp Covarianza

Pearson
UFCVIbrio spp. =~ g \hervivencia% ~ -0.931  <.001  -316.552
Amarillo Promedio

UFC Vibrio spp.
Verde Promedio
Fuente: Elaborado por Aida Solange Vera Arauz, 2024.

Supervivencia % -0.298 0.346 -87.805

La Tabla 14 presenta un valor p menor a 0.05 en el analisis de correlacion
de Pearson entre UFC de Vibrio spp. Amarillo promedio y la Supervivencia, lo que
implica que existe una correlacion lineal con un coeficiente de correlacion de -0.931,
el cual presenta una pendiente negativa, indicando que la supervivencia de Artemia
Francisca disminuye Linealmente conforme aumenta la carga promedio de Vibrio
spp. Amarillo. Por otro lado, se puede observar que el promedio de UFC de Vibrio
spp. Verde no presenta una correlacion lineal con respecto a la supervivencia de la
Artemia Francisca, su valor p es superior a 0.05 y el coeficiente de correlacion de
Pearson es muy bajo. Estos resultados se pueden apreciar mejor mediante un

grafico de dispersion lineal.

Figura 10.
Grafico de Dispersion Lineal: % Supervivencia de Artemia vs UFC
Vibrio spp. Amarillo Promedio.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.
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En la Figura 10 muestra una correlacion lineal muy notable en la
Supervivencia vs Promedio de UFC de Vibrio spp. Amarillo, donde se puede
observar la linealidad como una recta de pendiente negativa, debido al valor

negativo del coeficiente de correlacion de Pearson.

Figura 11.
Gréafico de Dispersion Lineal: % Supervivencia de Artemia vs UFC

Vibrio spp. Verde Promedio.
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Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Figura 11 la correlacion lineal entre Supervivencia y Promedio de UFC
de Vibrio spp. Verde es muy baja, mostrando un alto grado de dispersién con

referencia a la recta lineal con pendiente negativa.
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5. DISCUSION

La presente investigacion se basa en la influencia de la salinidad sobre la
concentracion del Vibrio spp. (Catalogados como Amarillo y Verde) en un sistema
de cultivo controlado de Artemia franciscana, este estudio es fundamental para
entender las interacciones entre estos organismos y su entorno, asi como también
la influencia de los Vibrios spp. en la supervivencia de la poblacion de Artemia
franciscana. Arte Yang y Sun (2023) indican en su investigacion la relevancia de
comprender los factores ambientales que influyen en el crecimiento de Vibrio spp.
como la salinidad, el pH, el oxigeno y la temperatura debido a que afectan el

desarrollo de esta bacteria.

De acuerdo con la determinacion bacteriana presentada en la Tabla 5, se
evidencia que la concentraciéon de Vibrio spp. Amarillo disminuye con el aumento
de salinidad, teniendo su maximo valor en 20 PPT y su minimo en 80 PPT. En
contraste, Vibrio spp. Verde, especificamente Vibrio parahaemolyticus segun el
agar TCBS utilizado, alcanza su maxima concentracion a 33 PPT, mientras que en
salinidad de 20 PPT presenta concentraciones considerablemente menores,
disminuyendo su concentracion a un 38.76% con respecto a las concentraciones
en 33 PPT en la repeticién 1 (37.40% y 37.69% en las repeticiones 2 y 3). La
concentracion minima se observa a 80 PPT. Sin embargo, Ma et al (2021) indica
gue el Vibrio parahaemolyticus tiene una influencia significativa en ambientes de
salinidades de 2 PPT hasta 20 PPT, donde la salinidad afecta el crecimiento
bacteriano, lo que implica que la salinidad de 20 PPT favorece el crecimiento de
Vibrio parahaemolyticus, optimizando su desarrollo bacteriano en comparacion con

niveles mas bajos de salinidad.

De acuerdo con los gréficos de cajas, se presenta heterogeneidad en los
datos, en los cuales se observan valores atipicos, lo que evidencia un crecimiento
exponencial en los primeros dias del estudio, en donde los resultados confirman
que la salinidad de 20 favorece significativamente el desarrollo de Vibrio spp.
Amarillo, proporcionando un ambiente éptimo para su proliferacion. Lo que coincide
con la investigacion de Sampaio et al. (2022) quienes demostraron que Vibrio
cholerae, correspondiente a Vibrio spp. Amarillo, es mas significativo en salinidades

de 0 a 20 PPT, donde presenta una mayor frecuencia y desarrollo bacteriano.
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También, mencionan que V. parahaemolyticus y V. vulnificus tienen salinidades

caracteristicas de 5 a 30 PPT y 8 a 16 PPT, respectivamente.

El crecimiento bacteriano de Vibrio spp. observado en las Figura 8 y Figura
9 muestra una disminucion en la poblacién de Vibrio spp. Amarillo durante los dias
intermedios del experimento, lo que se atribuye a la presencia natural de Vibrio spp.
Verde, lo cual no fue tratado mediante una intervencion en los acuarios del
experimento, dado que eso pudo afectar severamente los parametros de control
como temperatura, oxigeno, pH y salinidad; o a la poblacion de Artemia franciscana,
por ende, se decidié no tomar medidas. Ademas, las mismas figuras evidencian un
patron de crecimiento caracteristico de las fases de desarrollo bacteriano descrito
en el Modelo Matematico Estandar, segun Labster (2024). Adicionalmente, la
investigacion realizada por Bauer et al. (2020) apoyan estos hallazgos, indicando
gue las salinidades mas bajas favorecen el crecimiento de especies como Vibrio
parahaemolyticus, lo cual puede incrementar el riesgo de brotes patégenos en
sistemas acuicolas. A pesar de que la carga de Vibrio spp. Verde fue menor en 20
PPT, este tratamiento mostré un ciclo de vida mas estable, con una fase
estacionaria notablemente mas prolongada en comparacién con los otros
tratamientos, lo que indica una mejor adaptacion de la poblacidén bacteriana con un
periodo mas extenso. Estos hallazgos subrayan la complejidad de las interacciones
entre las especies bacterianas y como las condiciones ambientales pueden modular
el desarrollo bacteriano y los riesgos patogénicos asociados. Cabe recalcar que las
repeticiones en cada tratamiento no presentan diferencias visuales notables en sus

gréaficos de crecimiento bacteriano.

Los Vibrios spp. Amarillos, grupo correspondiente al Vibrio cholerae y Vibrio
Furnissi, presentan diferencias significativas notables en todas las repeticiones
entre los tratamientos T1 — T4y T2 — T4 (T1: 20 PPT, T2: 33 PPT y T4: 80 PPT)
mediante el contraste de Post-hoc de Dunn. Los Vibrios spp. Verdes, grupo
correspondiente al Vibrio parahaemolyticus, tienen diferencias significativas
notables en la lera repeticion entre los tratamientos T2 — T4. Por otro lado, el grupo
de tratamientos (T1, T2, T3 y T4) no presentd diferencias significativas en los
Vibrios spp. Amarillos y Verdes con el contraste de Kruskal-Wallis, como grupo no
son significativamente diferentes estadisticamente. Los tratamientos T1 y T2,

ambos en comparacién con el tratamiento T4, son considerablemente diferentes en
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parametros del agua, especificamente en la salinidad, esto se da entender en Ma
et al (2021), confirmando que el metabolismo de sacarosa juega un papel
importante en la mayoria de los Vibrios spp., especialmente en los Vibrios spp.
Amarillos. Las diferencias significativas entre el tratamiento T2 y T4 en los Vibrios
spp. Verdes pueden explicarse por la diferencia en el metabolismo de la sacarosa,
considerando que tanto los Vibrios spp. Verde y Amarillo conviven en el mismo
ecosistema controlado, pero que el aumento de actividad del Vibrio spp. Amarillo
producido por el aumento en el metabolismo de la sacarosa, puede afectar la
actividad del Vibrio spp. Verde, lo cual pudo observarse en los diferentes
tratamientos en los desarrollos bacterianos de ambos tipos de Vibrio en el agar
TCBS.

En cuanto a supervivencia de la artemia franciscana, la Tabla 13 registra una
mayor tasa en el nivel mas alto de salinidad con el tratamiento de 80 PPT, a
diferencia de la menor salinidad con 20 PPT, la cual registré la menor tasa de
supervivencia en el transcurso de los 15 dias del estudio, llegando hasta la edad
adulta en todas las salinidades. Ademas, se utiliz6 levadura calentada en agua con
azucar, el cual se considera como alimento inerte, mientras que, el tiempo de
mortalidad total aproximado no llegé a cumplirse en 15 dias del experimento, dado
gue los porcentajes de supervivencias finales eran superiores al 40% en todos los
tratamientos, donde los valores mas altos se obtienen en el tratamiento T4 (80
PPT). Una investigacién llevada a cabo por Fernandez y Guzman (2017) en la que
experimentaron con artemia franciscana en 60 PPT como salinidad inicial, la cual
varia hasta un maximo de 67 PPT segun la naturaleza del experimento, indican en
cuanto a supervivencia que la poblacién de artemia con alimento inerte presenté
una mortalidad superior al 90% en el dia 13. En la investigacion presente, las
salinidades <60 PPT no sufrieron la mortalidad 100% en 15 dias de estudio, el valor
mas bajo de supervivencia se dio en salinidad 20 PPT con 42.50% en la repeticion
2, mientras que, en salinidad 80 PPT se da la supervivencia més alta con 87.50%
en la repeticion 2. Por lo tanto, considerando las investigaciones de Bauer et al.
(2020) y Ma et al. (2021), los Vibrios spp. aumentan en salinidades bajas mediante
el aumento del metabolismo de sacarosa, lo que se relaciona con la supervivencia
de la artemia franciscana, aumentando sus valores de tasa conforme aumenta la

salinidad, por ende, la tasa de supervivencia también aumenta cuando disminuye
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la concentracion de UFC de Vibrios spp. Amarillo (Fermentadores de sacarosa) por
causa del aumento de salinidad, lo que difiere del caso de los Vibrios spp. Verde
(No fermentadores de sacarosa), donde no se aprecia una proporcion lineal en la
supervivencia de la artemia franciscana. Sin embargo, en la investigacion de Castro
et al. (2013) se observan resultados de supervivencias de artemia franciscana en
21 dias de estudio con 5 niveles de salinidad (40, 60, 80, 100 y 120 PPT), los cuales
reflejan supervivencias variadas, en 40 PPT la supervivencia fue del 0% al séptimo
dia, mientras que, los demas casos tienen valores de supervivencia en el dia 21,
con intervalos estimados: 48-51% (60 PPT), 61-62% (80 PPT), 76-78% (100 PPT)
y 84-85% (120 PPT), esto implica un aumento proporcional de la supervivencia de
la artemia franciscana conforme aumenta el nivel de salinidad. Ademas, se indica
gue la concentracion de salinidad con valores <60 PPT y >120 PPT afectan la

supervivencia de las poblaciones de artemia.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La salinidad impacta significativamente en las concentraciones de UFC de
Vibrios spp. Amarillo, de tal forma que, a medida que la salinidad aumenta, la
concentracion de Vibrios spp. Amarillo disminuye proporcionalmente. No obstante,
los Vibrios spp. Verde no exhiben una disminucion proporcional, dado que del
tratamiento T1 al T4 no existe un patron de disminucién de concentraciones UFC
en ninguna repeticion, lo que indica un comportamiento no lineal entre la

concentracion de Vibrios spp. Verde y los niveles de salinidad.

De acuerdo con los dias de estudio del crecimiento de Vibrio spp., las
concentraciones de Vibrio spp. Amarillo y Verde en diferentes salinidades se
comportaron segun el modelo estandar de desarrollo bacteriano. En contraste,
Vibrio spp. Verde presentd concentraciones maximas y promedio mas bajas, pero
una fase estacionaria mas prolongada en el tratamiento T1 (20 PPT), lo que indica
una mejor adaptacion a esas condiciones. Aunque no se encontraron diferencias
significativas globales entre tratamientos (Kruskal-Wallis p>0.05), se obtuvieron
diferencias significativas entre pares de tratamientos: T1-T4 y T2-T4 para Vibrio
spp. Amarillo en las 3 repeticiones, y T2-T4 para Vibrio spp. Verde solo en la
repeticion 1 (Post-hoc de Dunn p>0.05). Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula
de la presente investigacion, la cual afirma que los niveles de salinidad no influyen

en la concentracion de Vibrio spp. en cultivos controlados de Artemia franciscana.

De acuerdo con la supervivencia de Artemia franciscana con relacion a la
concentracion de UFC de Vibrios spp. Amarillos, presentan una relacion lineal con
una correlacién negativa significativa (Pearson: R=-0.931; p<0.05), es decir, que
conforme aumenta la concentracién de UFC de Vibrios spp. Amarillos, disminuye
la supervivencia de la Artemia franciscana. En contraste, la correlacién entre la
supervivencia y la concentracion de Vibrio spp. Verde es negativa, pero
considerablemente baja (Pearson: R=-0.298; p>0.05), lo que indica que la influencia
de este grupo bacteriano no es significativa con la supervivencia de la Artemia
franciscana. Cabe mencionar, que el metabolismo y la fermentacién de la sacarosa
variable con respecto a la salinidad son relevantes para la supervivencia de la

Artemia franciscana segun el tipo de Vibrio spp. presente.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda implementar estrategias de monitoreo y control de la mayor
cantidad de posibles parametros fisicoquimicos, tales como el oxigeno disuelto,
temperatura, salinidad y pH varias veces al dia para disminuir los riesgos de errores

experimentales en un cultivo de artemia franciscana.

Es necesario realizar mas estudios experimentales sobre la concentracion
de Vibrio spp. en diferentes niveles de salinidad, considerando que se tienen
comportamientos que no son lineales con respecto al nivel de salinidad, como es el
caso de los Vibrios no fermentadores de sacarosa. Ademas, es importante
considerar diferentes tipos de agares para realizar estudios sobre otros tipos de

bacterias que pudieron ser contemplados en la presente investigacion.

Para un estudio més profundo de una posible correlacion y proporcion lineal
o no lineal de la concentracion de Vibrio spp. y los niveles de salinidad, es necesario
incrementar la cantidad de tratamientos, con minimas diferencias de salinidades
entre cada tratamiento, como, por ejemplo: T1 — 20 PPT, T2 — 22 PPT, ..., T30 —
78 PPT, T31 — 80 PPT, etc. Se debe considerar que la cantidad de tratamientos
puede llegar a ser elevada.

Si se desea tener una mayor supervivencia de artemia franciscana se
recomienda mantener una mayor salinidad con parametros fisicoquimicos
controlados y una temperatura estable entre 25°C y 28°C, asi mismo, controlar la
cantidad de alimento proporcionado para evitar una alteracion en la calidad del
agua. Por otro lado, se puede usar otros tipos de agares para identificar otros tipos
de bacterias, que sumado a los Vibrios spp. presenciados en el agar TCBS, puedan

afectar la supervivencia de la artemia.
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ANEXOS

Anexo N°1: Preparacién de la oxigenacién en acuarios y otros

parametros fisicoquimicos necesarios para el experimento.

GPS Map
| Camera Lite |

\v, 26A NO 199, Guayaquil 090510, Ecuador

Latitude Longitude
-80.9378502°

Altituc

sabado

Anexo N°2: Medicidon Precisa de Quistes de Artemia Utilizando una

Gramera.

GPS Map
W Comera Lite ]

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

atitude Longitude
-2.2570983333333334° -80.93771666666666°

Altitude
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Anexo N°3: Proceso de Eclosion de Quistes de Artemia utilizando un
cono de laboratorio, el cual que facilita la eclosién en 24 Horas.

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador
Longitude
-2.256936666666667°

Lot 121433 pom Altitude 3 metros

gomingo, O8O

Anexo N°4: Gestién de datos en el computador de parte de la

investigadora.

o

‘ 4
-

-~ -
P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador
Latitude Longitude

-2.2573048° -80.9378578°

Local 10:.21:59a m Altitude 5 metros
GMT 03:2159p. m domingo, 08.09.2024
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Anexo N°5: Prueba de TCBS en el agua utilizada para eclosion del
guiste de Artemia franciscana.

Anexo N°6: Observacién microscopica de la eclosiéon de quistes de

Artemia franciscana.

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude
-2.25707° -80.93768166666668°

Local 11:41:08 a. m Altitude 5 metros
GMT 04:41:08 p. m lunes, 09.09.2024




Anexo N°7: Preparacion del agar TCBS.

GPS Map

80.93

Alttude

GPS May
Camero Lite

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude
2.25707° -80.93767166666666°

Local 11:50:35a m Altitude 5 metros
GMT 04:50:35 p. m lunes, 09.09.2024
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Anexo N°9: Revision de la vitalidad de los metanauplios.

GPS Map
 Camera Lite ]

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude
2.257136666666667° 80.93763166666666°

Local 07:15:30 p. n Altitude S metros
GMT 12:1530a m martes, 10.09 2024

Anexo N°10: Conteo de UFC de Vibrios spp.

GPS Map
[ Camera Lite

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude

-2.257495° -80.93750833333334°

Local 08:59:48 a. m Altitude 5 metros
GMT 01:5%48 p. m miercoles, 11.09.2024
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Anexo N°11: Cuantificacion de las unidades formadoras de colonias
por salinidad.

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

ongituce

-80.93769333333333°

Anexo N°12: Investigadora revisando los resultados de los UFC de

Vibrio spp.

GPS Map

‘ Camero Lite |
P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude
-2.2574916666666667° -80.93767833333332°
Local 12 59 p.m 2O MY

GMT 05:01:59 p. m




68

Anexo N°13: Ingreso de placas sembradas a laincubadora a 32 grados

centigrados.
|

NORIA S GPS Map
— (Camera Lite |

— -

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude
-2.257521666666667° -80.93768333333334°

Altit > M

Anexo N°14: Ingreso de datos del conteo diario de UFC de Vibrios spp
en Agar TCBS.

GPS Maop

jcomera Lite |

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador

Latitude Longitude

-2,2573933333333334° -80.93767166666666°




Anexo N°15: Acuarios usados para el experimento.

. %
GPS Map

Latitude
-2.2573559°

Lo 11:06:16 p, m

GMT 06:06:16 p. m

&' GPS Map

P3R6+XWQ, Salinas, Ecuador
Latitude Longitude
-2.257073333333333° -80.93767333333334°

Altitude 5

aomingQo, 44
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Anexo N°17: Revisiéon de la artemia en estado adulto.

Anexo N°18: Finalizacion del conteo de UFC de Vibrio spp.

| Camera Lite
R376+WGV, Guayaquil 090616, Ecuador

Latitude Longitude

-2.185195° -79.93899833333333°

Local 03:31:35p. m Altitude 68 metros
GMT 08:31:35 p. m lunes, 23.09.2024
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APENDICES

En esta seccidn adjunto las tablas y graficas resultantes complementarias a

los estudios estadisticos realizados en el capitulo de RESULTADOS.

Apéndice N°1: Supuestos de Normalidad

Mediante el Contraste de Normalidad de Shapiro-Wilk, se verific6 mediante
la prueba si los 4 tratamientos se desvian con respecto a la distribucion normal,
tanto para Vibrio spp. Amarillo y Verde en cada repeticion. La hipotesis nula indica
que los datos provienen de una distribucidon Normal, mientras que la hipoétesis
alternativa implica que los datos se desvian de una distribucion Normal cuando el

valor “p” es menor a la significancia (0.05).

Tabla 15.
Evaluacion del Contraste de Normalidad (Shapiro-Wilk) para todas las

Repeticiones / Tipo de Vibrio spp. / Tratamientos.

REPETICION / Test Shapiro-Wilk: Supuesto Normalidad:
TIPOVIBRIO | RATAMIENTO Valor p Shapiro-Wilk
T1 0.008 SE RECHAZA Ho
T2 0.033 SE RECHAZA Ho
L/ AMARILLO T3 0.01 SE RECHAZA Ho
T4 < .001 SE RECHAZA Ho
T1 <.001 SE RECHAZA Ho
T2 0.002 SE RECHAZA Ho
1/VERDE T3 0.001 SE RECHAZA Ho
T4 <.001 SE RECHAZA Ho
T1 0.015 SE RECHAZA Ho
T2 0.011 SE RECHAZA Ho
2/ AMARILLO T3 0.005 SE RECHAZA Ho
T4 <.001 SE RECHAZA Ho
T1 <.001 SE RECHAZA Ho
T2 0.002 SE RECHAZA Ho
2/ VERDE T3 0.001 SE RECHAZA Ho
T4 < .001 SE RECHAZA Ho
T1 0.011 SE RECHAZA Ho
T2 0.025 SE RECHAZA Ho
3/ AMARILLO T3 0.005 SE RECHAZA Ho
T4 <.001 SE RECHAZA Ho
T1 0.001 SE RECHAZA Ho
T2 <.001 SE RECHAZA Ho
3/ VERDE T3 < 001 SE RECHAZA Ho
T4 < .001 SE RECHAZA Ho

Fuente: Vera Arauz, 2024.
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En la Tabla 15 se presenta todos contrastes de normalidad de cada
tratamiento por cada repeticion mediante la prueba de Shapiro-Wilk, donde ningun
tratamiento tuvo valores “p” mayores a la significancia, por lo tanto, en todos los
casos se rechaza la hipodtesis nula, lo que implica que todos los tratamientos se

desvian de la distribucion Normal, incumpliendo con el supuesto de normalidad.
Apéndice N°2: Supuesto de Homocedasticidad

Mediante el Contraste de Igualdad de Varianzas de Levene, se verificO
mediante la prueba si existian diferencias significativas entre las varianzas de los 4
tratamientos, y diferencias entre cada combinacion par de tratamientos (6 pares
combinados en total), tanto para Vibrio spp. Amarillo y Verde en cada repeticion.
En las siguientes tablas se evallan las pruebas de Levene para indicar el
cumplimiento del supuesto de Homocedasticidad. Se utiliza la hipotesis Nula de la
prueba de Levene, la cual indica que NO existen diferencias significativas entre las
varianzas del grupo o par de tratamientos, mientras que, la hipétesis alternativa
implica que existen diferencias significativas entre las varianzas de los grupos y

pares combinados de los 4 tratamientos cuando el valor “p” es menor al valor de

significancia de 0.05.

Tabla 16.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de

tratamientos en Vibrio spp. Amarillo / Repeticién 1.

F dfs df p
UFC Vibrios 12 1.112 1 28 0.301
UFC Vibrios 13 0.871 1 28 0.359
UFC Vibrios 14 4.138 1 28 0.052
UFC Vibrios 23 0.065 1 28 0.801
UFC Vibrios 24 1.48 1 28 0.234
UFC Vibrios 34 2.859 1 28 0.102

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 16 se muestras los resultados de la prueba de Levene para
igualdades de varianzas, donde ningun caso presenta un valor p menor a la

significancia.
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Tabla 17.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de

tratamientos en Vibrio spp. Verde / Repeticion 1.

F dfs df p
UFC Vibrios 12 4.843 1 28 0.036
UFC Vibrios 13 4.943 1 28 0.034
UFC Vibrios 14 5.653 1 28 0.024
UFC Vibrios 23 10.016 1 28 0.004
UFC Vibrios 24 10.402 1 28 0.003
UFC Vibrios 34 0.01 1 28 0.921

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 17 se muestras los resultados de la prueba de Levene para
igualdades de varianzas, donde solamente el de contraste entre el tratamiento 3 y
4 presenta un valor p mayor a la significancia, el resto de los pares combinados de

tratamientos presentan valores “p” menores a la significancia.

Tabla 18.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de

tratamientos en Vibrio spp. Amarillo / Repeticion 2.

F dfs df2 p
UFC Vibrios 12 0.404 1 28 0.53
UFC Vibrios 13 0.552 1 28 0.464
UFC Vibrios 14 3.353 1 28 0.078
UFC Vibrios 23 6.036x10-4 1 28 0.981
UFC Vibrios 24 1.615 1 28 0.214
UFC Vibrios 34 3.266 1 28 0.081

Fuente: Vera Arauz, 2024.
En la Tabla 18 se puede observar que ningun caso presenta un valor p menor

a la significancia.
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Tabla 19.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de

tratamientos en Vibrio spp. Verde / Repeticion 2.

F dfs df2 p
UFC Vibrios 12 5.3 1 28 0.029
UFC Vibrios 13 3.265 1 28 0.082
UFC Vibrios 14 4.797 1 28 0.037
UFC Vibrios 23 9.45 1 28 0.005
UFC Vibrios 24 10.433 1 28 0.003
UFC Vibrios 34 0.065 1 28 0.801

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 19 se muestras los resultados de la prueba de Levene para
igualdades de varianzas, donde solamente los contrastes entre el tratamiento 1-3 'y
3-4 presentan un valor p mayor a la significancia, el resto de los pares combinados

de tratamientos presentan valores “p” menores a la significancia.

Tabla 20.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de
tratamientos en Vibrio spp. Amarillo / Repeticion 3.

F dfs df p

UFC Vibrios 12 0.785 1 28 0.383
UFC Vibrios 13 0.063 1 28 0.803
UFC Vibrios 14 2.604 1 28 0.118
UFC Vibrios 23 0.86 1 28 0.362
UFC Vibrios 24 0.739 1 28 0.397
UFC Vibrios 34 4.042 1 28 0.054

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 20 se puede observar que ningun caso presenta un valor p menor

a la significancia.



Tabla 21.
Contraste de Igualdad de Varianzas (de Levene) para cada par de

tratamientos en Vibrio spp. Verde / Repeticion 3.
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F dfs df2 p
UFC Vibrios 12 4.213 1 28 0.05
UFC Vibrios 13 3.04 1 28 0.092
UFC Vibrios 14 3.501 1 28 0.072
UFC Vibrios 23 7.514 1 28 0.011
UFC Vibrios 24 7.784 1 28 0.009
UFC Vibrios 34 0.007 1 28 0.932

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 21 se muestras los resultados de la prueba de Levene para

igualdades de varianzas, donde solamente los contrastes entre el tratamiento 1-3 'y

3-4 presentan un valor p mayor a la significancia, el resto de los pares combinados

de tratamientos presentan valores

Tabla 22.

Contrastes de Igualdad de Varianzas (de Levene) para el conjunto de

todos los tratamientos en cada repeticion.

p” menores a la significancia.

REPETICION VIBRIO spp. F gll gl2 p
1 Amarillo 1.783 3 56 0.161
1 Verde 7.581 3 56 <.001
2 Amarillo 1.404 3 56 0.251
2 Verde 7.401 3 56 <.001
3 Amarillo 1.376 3 56 0.260
3 Verde 5.801 3 56 0.002

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 22 se muestras los resultados de la prueba de Levene para

igualdades de varianzas por cada repeticion y grupo de tratamientos, donde los

contrastes de las repeticiones 1, 2 y 3 para los Vibrios spp. Verdes, presentan un

valor p menor a la significancia, el resto de repeticiones presentan valores “p

mayores a la significancia, aceptando la hipoétesis nula.
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Apéndice N°3: Supuesto de Independencia de muestras

Mediante el Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes
NO PARAMETRICAS (No se distribuyen Normalmente), como no se pueden asumir
los supuestos necesarios para utilizar la prueba de la t de Student. Se verifico
mediante la prueba para determinar si existe una diferencia en la variable
dependiente entre dos grupos o pares combinados, y si es probable que las dos

muestras NO provengan de la misma poblacién cuando el valor “p” es menor a la
significancia (0.05), tanto para Vibrio spp. Amarillo y Verde en cada repeticion. Para
la hipotesis nula de la prueba U de Mann-Whitney, se asume que las medianas de

los 2 grupos o tratamientos NO tienen diferencias significativas.

Tabla 23.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Amarillo / Repeticién 1.

U p
UFC Vibrios 12 116 0.901
UFC Vibrios 13 142 0.229
UFC Vibrios 14 163 0.038
UFC Vibrios 23 139.5 0.272
UFC Vibrios 24 163 0.038
UFC Vibrios 34 129 0.507

Fuente: Elaborado mediante JASP.

En la Tabla 23 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney
para muestras Independientes, donde solamente los contrastes entre el tratamiento
1-4 y 2-4 presentan un valor p menor a la significancia, el resto de los pares

combinados de tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.
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Tabla 24.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Verde / Repeticién 1.

U P
UFC Vibrios 12 100 0.618
UFC Vibrios 13 123.5 0.663
UFC Vibrios 14 151 0.114
UFC Vibrios 23 1355 0.350
UFC Vibrios 24 157 0.067
UFC Vibrios 34 142.5 0.220

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 24 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney
para muestras Independientes, donde todos los casos de pares combinados de

(gl

tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.

Tabla 25.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Amarillo / Repeticién 2.

U p
UFC Vibrios 12 116 0.901
UFC Vibrios 13 1445 0.191
UFC Vibrios 14 166 0.028
UFC Vibrios 23 141 0.245
UFC Vibrios 24 169.5 0.019
UFC Vibrios 34 125 0.618

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 25 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney
para muestras Independientes, donde solamente los contrastes entre el tratamiento
1-4 y 2-4 presentan un valor p menor a la significancia, el resto de los pares

[{e )

combinados de tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.
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Tabla 26.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Verde / Repeticién 2.

U p
UFC Vibrios 12 93.5 0.442
UFC Vibrios 13 116 0.901
UFC Vibrios 14 1355 0.349
UFC Vibrios 23 133 0.407
UFC Vibrios 24 151 0.114
UFC Vibrios 34 138 0.299

Fuente: Vera Arauz, 2024.
En la Tabla 26 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney
para muestras Independientes, donde todos los casos de pares combinados de

tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.

Tabla 27.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Amarillo / Repeticién 3

U p
UFC Vibrios 12 118.5 0.819
UFC Vibrios 13 139.5 0.271
UFC Vibrios 14 162 0.042
UFC Vibrios 23 139 0.281
UFC Vibrios 24 166.5 0.026
UFC Vibrios 34 128.5 0.520

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 27 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney
para muestras Independientes, donde solamente los contrastes entre el tratamiento
1-4 y 2-4 presentan un valor p menor a la significancia, el resto de los pares

combinados de tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.
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Tabla 28.
Contraste U de Mann-Whitney para Muestras Independientes NO
PARAMETRICAS - Vibrio spp. Verde / Repeticion 3

U p
UFC Vibrios 12 97.5 0.546
UFC Vibrios 13 118.5 0.819
UFC Vibrios 14 138 0.298
UFC Vibrios 23 136 0.340
UFC Vibrios 24 153 0.096
UFC Vibrios 34 141.5 0.236

Fuente: Vera Arauz, 2024.
En la Tabla 28 se muestras los resultados de la prueba U de Mann-Whitney

para muestras Independientes, donde todos los casos de pares combinados de

(gl

tratamientos presentan valores “p” mayores a la significancia.

Apéndice N°4: Supervivencia de Artemia Franciscana
A continuacion, se presenta el calculo del % de supervivencia de la poblacion

de Artemia franciscana en los 4 tratamientos en cada repeticion.

Tabla 29.

Supervivencia de la Artemia Franciscana por tratamiento y Repeticion.
REPETICION /
TRATAMIENTO INICIO COSECHADO PORCENTAJE
1/T1-20PPT 6000 2600 43.33
2/T1-20PPT 6000 2550 42.50
3/T1-20PPT 6000 2600 43.33
1/T2-33PPT 6000 4050 67.50
2/T2-33PPT 6000 3900 65.00
3/T2-33PPT 6000 4050 67.50
1/T3-50PPT 6000 4200 70.00
2/T3-50PPT 6000 4200 70.00
3/T3-50PPT 6000 4150 69.17
1/T4-80PPT 6000 5100 85.00
2/T4-80PPT 6000 5250 87.50
3/T4-80PPT 6000 4950 82.50

Fuente: Vera Arauz, 2024.

En la Tabla 29 se muestra la supervivencia final del periodo de estudio
realizado en 15 dias con una poblacién inicial de 6000 Artemias Franciscanas y
terminando con una poblacion final cosechada dependiente del tratamiento y la

concentracion de UFC de Vibrio spp. Amarillo y Verde conjuntamente.



