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GLOSARIO

Antagonismo: Interaccion entre organismos que causa la pérdida de actividad de uno

de ellos.

Bacteriocinas:  Sustancias antimicrobianas producidas por bacterias 'y

microorganismos que habitan en nuestro sistema de forma natural.

Biomasa: Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada en

peso por unidad de &rea o de volumen

Factor de conversion alimenticia: Cantidad de alimento que necesita un animal para

ganar un kilogramo de peso corporal.
Enzimatica: Perteneciente o relativo a las enzimas.

Estado Inmunoldgico: Red de érganos, tejidos y células interconectados que tienen

la mision de protegernos ante agentes extrafios.

Floculacidon: Agregacion de particulas solidas en una dispersion coloidal, en general

por la adicién de algun agente.

Fototactismo Positivo: Movimiento realizado por ciertos organismos animales

acuaticos en respuesta a un estimulo luminoso.

Inmunoestimulacion: Sustancia que aumenta la capacidad del sistema inmunitario de

combatir las infecciones y las enfermedades.

Pat6geno: origina y desarrolla una enfermedad.

Vibriosis: es una enfermedad bacteriana, causada por cepas patdgenas extracelulares



SIMBOLOGIA

F.C.A: Factor de conversion alimenticia.
g: gramo

Kg: kilogramo.

mg/L: Miligramo de oxigeno por litro.
ml: Mililitro

OD: Oxigeno Disuelto

pH: potencial de Hidrogeno

PL/g: Cantidad de Postlarva por gramo.
PP: incremento del peso promedio

UPS: Unidades practicas de salinidad.



ABREVIATURAS

AED: actividad enzimatica digestiva

AHL: Acil-homoserin-lactonas.

BAL: bacterias acido-lacticas.

EMS: Sindrome de Mortalidad Temprana.

FAOQO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

GOS: Galacto-oligosacarido.

GP: ganancia de peso.

HP: Hepatopancreas.

IHHNV: Virus de la necrosis hematopoyética.

LPS: Lipopolisacéridos.

MOS: Manano-oligosacarido.

NHP: Hepatopancreas necrotizante.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PG: Peptidoglucanos.

QS: Quorum Sensing.

UFC: Estimacion de las unidades formadoras de colonias.

VEC: velocidad especifica de crecimiento.



RESUMEN

El uso de probioticos comerciales hoy en dia se utilizan por casi todas las empresas
dedicadas a la produccion de larvas Litopenaeus vannamei, debido a su papel en la
mejora de los parametros productivos, mejora de la inmunidad, prevencion de
enfermedades y por la demanda de préacticas acuicolas respetuosas con el medio
ambiente, sin embargo, por la gran variedad de estos productos se desconoce su
efectividad en el cultivo, por tal motivo este trabajo de investigacion tuvo por objeto
evaluar el efecto de la aplicacion de probidticos comerciales mediante el analisis de
indicadores de crecimiento, supervivencia y estado sanitario durante el desarrollo de
la fase larvaria del camardn blanco (Litopenaeus vannamei), para lo cual se trabajo en
tanques de produccion con capacidad de 30 toneladas operativas, se aplico tres
tratamientos, Tratamiento 1 (control), Tratamiento 2 (probiotico A base de Bacillus
spp.) y Tratamiento 3 (probidtico B con Bacillus spp. + prebi6ticos). Durante 4 ciclos
de produccién se registrd parametros fisicoquimicos del agua, crecimiento, biomasa,
F.C.A, supervivencia y andlisis microbiologicos (Zoea, Mysis y Postlarva). En los
resultados obtenidos con los tratamientos salinidad vario de 32 a 33 UPS, pHde 7.6 a
8.4, OD entre 4 a 5.5 mg/L y temperatura entre 32 a 34 °C, siendo rangos 6ptimos para
el cultivo. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de los
pardmetros productivos (p>0.05), sin embargo, se obtuvo efectos positivos con la
aplicacion del probidtico B, en el crecimiento, biomasa, F.C.A 'y supervivencia. En los
analisis microbioldgicos realizados, el tratamiento testigo registrdé con altas
concentraciones de Vibrios spp., en comparacion con el uso del probidtico A y B,
evidenciandose la efectividad en la reduccion de abundancia de Vibrios con el uso de
estos productos en la dieta.

Palabras claves: parametros productivos, probidtico, Litopenaeus vannamei, Vibrios.



ABSTRACT

The use of commercial probiotics today are used by almost all companies engaged in
the production of litopenaeus vannamei larvae, due to their role in improving
productive parameters, improving immunity, disease prevention and the demand for
environmentally friendly aquaculture practices, however, the great variety of these
products is unknown their effectiveness in cultivation, For this reason this research
work aimed to evaluate the effect of the application of commercial probiotics through
the analysis of growth indicators, survival and health status during the development of
the larval phase of white shrimp (Litopenaeus vannamei), for which we worked in
production tanks with capacity of 30 tons operating, was applied three treatments,
Treatment 1 (control), Treatment 2 (probiotic A based on Bacillus spp.) and Treatment
3 (probiotic B with Bacillus spp. + prebiotics). During 4 production cycles were
recorded physico-chemical parameters of water, growth, biomass, F.C.A, survival and
microbiological analysis (Zoea, Mysis and Postlarva). In the results obtained with the
treatments salinity varied from 32 to 33 ups, ph from 7.6 to 8.4, OD between 4 to 5.5
mg/L and temperature between 32 to 34 °C, being optimal ranges for cultivation. No
significant differences were found between the treatments of the productive parameters
(p>0.05), however, positive effects were obtained with the application of probiotic B
on growth, biomass, F.C.A and survival. In the microbiological analysis, the control
treatment showed high concentrations of Vibrio spp., compared to the use of probiotic
A and B, demonstrating the effectiveness in reducing the abundance of Vibrios with
the use of these products in the diet.

Keys words: Productive parameters, probiotic, Litopenaeus vannamei, Vibrios.



1. INTRODUCCION

Durante los ultimos dos siglos se ha visto el dramatico incremento en la demanda de
los productos acuicolas, en parte por el crecimiento de la poblacion mundial sumado a
la sobreexplotacion de diferentes pesquerias (FAO, 2006). De acuerdo con el informe
de la FAO, Estado de la Acuicultura Mundial: 2006, la acuicultura es el sector de
produccion de alimentos de mayor desarrollo, presentando un aumento anual del 8.8
% desde 1970, como resultado en la actualidad este provee méas del 50 por ciento del
pescado consumido en el mundo (FAO, 2020; Avdalov, 2007). En los altimos afios la
camaronicultura ha presentado un crecimiento muy acelerado y una réapida expansion
econdmica, principalmente en Asia, region pacificay América Latina, donde su cultivo
genera puestos de trabajo, alimento e ingresos a un gran numero de personas (FAO,
2004 citado en Toledo et al., 2018). Las especies mas cultivadas en estas areas son
Litopenaeus vannamei (camaroén blanco del pacifico), Litopenaeus setiferus (camarén

blanco del Atlantico) y Litopenaeus monodon (camaron tigre negro).

En Ecuador, desde el 2017 el cultivo de L. vannamei se convirtié en el principal
producto de exportacion no petrolero, constituyéndose hasta la actualidad como el pilar
fundamental para la generacién de fuentes de trabajo y proveedora de divisas para el
pais, con un crecimiento cada vez mas intensivo (Reyes, 2018 citado en Soto, 2017).
Sin embargo, a pesar de tener una tendencia de crecimiento favorable y de los avances

tecnoldgicos en el manejo, alimentacion y desarrollo del camaron, existen ciertos



obstaculos para el crecimiento de la produccion de esta especie, como son la
disponibilidad de materias primas, costos de alimentacion, manejo de la calidad de
agua y aumento de densidades, entre otros factores (Toledo et al., 2018; Stentiford et
al., 2012). El principal problema que ha tenido que enfrentar varios paises en las
diferentes condiciones de cultivo, es la presencia e incremento de enfermedades
infecciosas ocasionadas por patdgenos de origen viral o bacteriano, asociado con el
aumento en las densidades, la cual provoca pérdidas econdmicas y baja productividad

durante el cultivo (Garcia, 2019; Villamil & Martinez-Silva, 2009).

Para sobrellevar este problema, en el pasado la industria camaronera recurrié a la
aplicacion de antibioticos durante el ciclo biolégico del camardn, para controlar el
riesgo de infecciones por bacterias, especialmente enfermedades causadas por Vibrio.
Sin embargo, por el uso indiscriminado de estos productos, surgieron poblaciones
bacterias resistentes a distintos antimicrobianos ademas de la presencia de residuos en
sus tejidos y en el ambiente (Lightner & Redman, 1998; Ma et al., 2006; Liu et al.,
2017). Esta situacion condujo al establecimiento de prohibiciones del empleo de
antibidticos y a una menor aceptacién por los consumidores (Gothwal & Shashidhar,

2015).

La existencia de nuevas regulaciones para la exportacion camaronera y el creciente
interés por producciones sostenibles estimuld la bdsqueda de nuevas herramientas

amigables para el control de enfermedades y mejora de la calidad del medio acuatico,



como son el desarrollo de vacunas, el uso de inmunoestimulantes, potenciadores
inmunoldgicos y probidticos (Villamil & Martinez-Silva, 2009; Shen et al., 2010). El
uso de probidticos como una herramienta biotecnoldgica en el cultivo de camar6n esta
aumentando cada vez méas con la demanda de préacticas acuicolas respetuosas con el
medio ambiente, las especies que mas se han utilizado con éxito como probi6ticos
incluyen Bacillus, bacterias &cido — l4cticas, levaduras, Pseudomonas y Vibrio
(Alavandi et al., 2004; Balcazar, 2006; Shen et al., 2010); ademas, su papel en la
estimulacion del crecimiento, mejora de los pardmetros productivos, mejora de la
inmunidad y la resistencia a las enfermedades se encuentran bien documentados

(Campa-Cordova et al., 2020; Toro et al, 2021; Golder et al., 2022; Najmi et al., 2018).

Esta gran variedad de microorganismos vivos puede ser aplicados en la dieta o en el
medio; esto va a depender donde se requiera su proteccion, teniendo un mejor sustento
cientifico aquel que demuestra que la mejor forma de usar estos probioticos es en el
alimento. No obstante, hay que considerar que este tipo de administracién expondra a
estos microorganismos vivos a condiciones fisicas y quimicas extremas que podrian
afectar su viabilidad y disminuir su efecto en el hospedero (Gatesoupe 1999; Nimrat

etal., 2011, Senok et al., 2005).

En la Provincia de Santa Elena existen alrededor de 200 laboratorios dedicados a la
produccion y comercializacion de larvas de camaron, la mayoria de ellos concentrados

a lo largo del perfil costanero. Es de destacar que, a pesar del mejoramiento que se ha



desarrollado en estas empresas que han venido laborando afios, se enfrentan adin en la
actualidad a un factor limitante, el mismo que es el desarrollo de patdgenos
oportunistas que se presentan durante la produccién, cuya presencia ha ocasionado
pérdidas econdmicas sustanciales dentro del cultivo del camaron blanco, debido a las

altas mortalidades registradas (Elgoul, 2016; Couttcau, 2016).

Para conllevar este problema de enfermedades, los laboratorios de larvas recurren al
uso probidticos comerciales eficientes y aptos para atenuar patologias en estadios
iniciales, siendo el aislamiento de cepas del hospedero de interés un campo de
investigacion activo; sin embargo, la aplicacién practica de algunos de estos resultados

de probioticos aisladas no resulta factible a nivel productivo (Toledo et al., 2018).

Por tal motivo el presente estudio tiene como fin analizar el crecimiento, supervivencia
y estado sanitario de L. vannamei, suplementado con dos probidticos comerciales que
contienen bacterias del género Bacillus, los mismos que son los més utilizados por sus
beneficios. Uno de los méas importantes es el control de la incidencia de Vibriosis,
principal causante de altas mortalidades durante el cultivo (Dalmin, Kathiresan &

Purushothaman, 2001; Silva et al., 2012 citado en Santos, 2018).



2. JUSTIFICACION

En Ecuador el cultivo de camardn es de gran importancia econémica por la cantidad
de divisas y empleo que genera, siendo Santa Elena una de las provincias pioneras en
la produccion de larvas de camaron que provee a todo el pais. En los ultimos afios la
mayoria de estos laboratorios se han vistos afectados por la aparicion de enfermedades
emergentes, en especial por bacterias del género Vibrio, debido a la variacion constante

de los diversos factores que influyen en el desarrollo larval del camaron.

El método practicado para el manejo de poblaciones bacterianas era el uso de
antibidticos, sin embargo, actualmente esta practica ya no se ejecuta segun el acuerdo
ministerial 138, por las distintas consecuencias que ocasiono el uso indiscriminado de
este producto. Esta situacion forzé a los productores en la busqueda de productos
amigables con el medio ambiente, con una alta eficiencia en el control de
enfermedades bacterianas (Villamil & Martinez-Silva, 2009), que los lleve a obtener
altas y sostenibles producciones; esto dio lugar al empleo de probidticos, lo que con
sus mecanismos de accién demostraron ser eficientes en el desarrollo de parametros
productivos relacionados con un mayor aprovechamiento de nutrientes, mejora del

sistema inmune y mitigacién de patologias en estadios iniciales.

Cabe sefialar que dada la gran variedad de estos productos comerciales que se aplican

en la dieta, se desconoce de muchos su efectividad a escala productiva, su influencia



en los parametros productivos, su dosificacion adecuada y modo de administracion en
el cultivo. Por tal motivo en esta investigacion se analizara la efectividad de dos
probioticos comerciales y se evaluara su influencia en el desarrollo de los parametros
productivos y estado sanitario en la produccion de larvas de camar6n blanco mediante
la inclusién en la dieta que es la mejor forma de usar estos productos. Esto con el fin
de generar informacion que contribuya al sector productivo sobre la caracterizacion de
estos dos probidticos, manejo y el modo de administracion el cual depende mucho la
efectividad de los mismos. Ademas, se dara a conocer los factores fisicos y quimicos
del agua, importantes influyentes en el crecimiento, supervivencia del estadio larvario,
asi como también su relacién con la aparicion de agentes patdgenos. Es trascendental
disponer de investigaciones sobre los efectos del uso de estos probidticos comerciales

que con frecuencia se utilizan por el sector de larvicultura a nivel local.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacidon de probidticos comerciales en la dieta larvaria del
camaron blanco (Litopenaeus vannamei) mediante el andlisis de indicadores de
crecimiento, supervivencia y estado sanitario determinando sus beneficios en términos

de produccion.

3.2 Objetivos especificos

* Registrar las variaciones de los parametros fisico — quimicos (temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad y pH) durante el cultivo de larvas L. vannamei con
los tratamientos suministrados.

» Determinar el desarrollo de los pardmetros productivos de las larvas L.
vannamei dosificados con los tratamientos mediante el registro del
crecimiento, biomasa, conversion alimenticia y supervivencia.

» Comparar la carga bacteriana de Vibrios bajo la inclusion de los dos
probiéticos comerciales mediante analisis microbiol6gicos estableciendo el

probidtico con mejor resultado.



4. HIPOTESIS

La aplicacion de los probioticos comerciales en la dieta larvaria del camaréon blanco
Litopenaeus vannamei son iguales al tratamiento sin probidtico en crecimiento,

supervivencia y estado sanitario.



5. MARCO TEORICO

5.1 Generalidades del camarén blanco Litopenaeus vannamei

(Boone, 1931)

5.1.1 Clasificacion taxonomica de Litopenaeus vannamei:
Phylum: Artropoda
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus

Especie: vannamei (Boone, 1931)

5.1.2 Desarrollo larvario

El desarrollo larval del camardn L. vannamei es un proceso complejo, sin embargo,
todo da inicio cuando los huevos fecundados eclosionan y pasan a una serie de estadios
larvales donde existen diferentes cambios morfologicos y fisioldgicos, estos se

describen a continuacion:



Nauplio

Esta fase inicia después de haberse llevado a cabo la eclosion de los huevos, el cual
presenta el primer estadio denominado Nauplio, el mismo que a su vez tiene 5 sub-
estadios denominados Nauplio I, 11, 11, IV y V. En esta etapa los nauplios se alimentan
principalmente de sus reservas vitelinas, presentan fototactismo positivo, un cuerpo
periforme, un ocelo en la parte anterior, furca caudal, antena y anténula y mandibula,
a medida que va avanzando a cada sub-estadio se va produciendo un alargamiento del
cuerpo ademas de diferenciaciones en la antena, anténula y en la furca caudal con el
agregado de espinas. El tiempo para alcanzar el ultimo sub-estadio sera de
aproximadamente 30 - 40 horas, en condiciones favorables de temperatura (Morales,

1990, Arellano, 1993) (Figura 1).

Nauplio 1 -5

Figura 1. Sub — estadios de Nauplio

Fuente: Marcillo, 2010
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Zoea

En este estadio Zoea se presentan tres sub-estadios larvales, Zoea I, 11 y Ill, se los
diferencian del estadio anterior por presentar el cuerpo dividido en cabeza, térax y
abdomen, este pasa por distintos procesos de desarrollo las cuales en su primera fase
se nota clara diferenciacion de cabeza y abdomen, ojo naupliar presente (sésiles) y
telson bilobulado, en su segunda fase se observa un caparazon con espina rostral y 0jos
compuestos pedunculados, en su tercera fase presenta espinas supra-orbitales mas
desarrolladas, telson separado del sexto segmento y urépodos presentes rudimentarios

(Figura 2) (Soto Sarria & Gonzélez, 2009).

Esta fase tiene una duracion de 3 — 4 dias, es decir aproximadamente un dia por sub-
estadios, su alimentacién de basa de microalgas presentes en el agua (por no presentar

cavidad bucal desarrollada) (Aquino, 2011).

OJOS ABULTADOS
0JOS CON MARCAS
DECURAS

TDM .ﬁBDDMEﬂ ‘f\.
Z i l 2, | Z,

Figura 2. Sub — estadios de Zoea

PRESENCIA DE
ESPINAS
MEDIAS-DORSALES

Fuente: Motoh, 1979
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Mysis

En esta fase presenta un cuerpo alargado y encorvado en la zona abdominal,
pereidpodos bien desarrollados y funcionales, sin pledépodos en el primer estadio, este
estadio posee tres sub-estadios los cuales son Mysis I, 11 'y Il con un tiempo de

duracion de tres dias (Figura 3) (Fenucci, 1988).

Su alimentacion se basa en microalgas, zooplancton y alimento balanceado con

raciones de 4 a 6 cada 24 horas (Sarango, 2021).

PLEOPODOS
SEGMENTADOS

PLEOPODOS
NO SEGMENTADOS
M 1
i

PLEOPODOS
APENAS APARECIENDO

Figura 3. Sub — estadios de Mysis

Fuente: Motoh, 1979
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Postlarva

Muy parecido en su aspecto al camarén adulto excepto en su forma rostral y sus
organos reproductores, presentan en el rostro 3 a 4 dientes en la parte dorsal al alcanzar
5 mm de longitud, pledpodos con sedas y la desaparicion de los exopoditos de los
pereidpodos (Machado et al., 2020) (Figura 4). Este estadio tiene una duracion de
aproximado de 20 dias es decir un dia por subestadio (Postlarva 1; 20), su alimentacién

se basa en alimento solido y Artemia (Carvajal & Bolafios Nafez, 2013).

Figura 4. Postlarva

Fuente: Limsuwan & Ching, 2013

5.2 Manejo del cultivo del camaroén blanco

La produccién de camar6n blanco es en la actualidad un rubro de exportacion de gran
importancia economica, por tal el motivo el desarrollo de buenas practicas de manejo
en el cultivo de camardn blanco principalmente en el monitoreo y manejo de la calidad
de agua al igual del seguimiento de los parametros fisicos — quimicos, surge ante la

necesidad de anticipary corregir el desarrollo de condiciones adversas que perjudiquen
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la salud del organismo como del medio ambiente, ademas por alcanzar mayores

niveles de eficiencia en la produccion (Boyd et al., 2005).

5.2.1 Manejo y monitoreo de la calidad del agua

El manejo de la calidad del agua es uno de los conocimientos fundamentales que se
debe tener presente debido a que es la base para la obtencion de una buena produccion
y para la proteccion de la calidad ambiental. Segun Boyd (1990), la calidad del agua
en acuicultura puede definirse como la conveniencia del agua para el desarrollo de un
cultivo. Aqui se incluyen los parametros fisicos, quimicos y biol6gicos que

caracterizan un cuerpo de agua e influyen en la produccién de especies acuéticas.

Es importante destacar que el buen desarrollo del camaron en todas sus fases depende
en gran parte del buen manejo y monitoreo de la calidad del agua, esto debido a que el
deterioro de la misma puede ocasionar que la poblacion del cultivo sea afectada por
proliferacion de patégenos con brotes de enfermedades, eventuales mortalidades,
deformidades y/o bajas tasas de crecimiento. La forma mas destacada de prevenir el
deterioro de la calidad del agua en los estanques de cultivo durante el crecimiento es
controlando densidades de siembra y tasas de alimentacion ademas de ciertas acciones
que permiten mantener o mejorar la calidad del agua, como son el uso de cal, filtracion,
fertilizacion (y otros tratamientos quimicos), uso de probioticos, prebioticos, melaza,

aireacion y recambio de agua (Cuéllar-Anjel et al., 2010; Boyd et al., 2005).
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Por otra parte, el monitoreo de la calidad del agua debe involucrar medicion diaria de
los parametros fisico- quimicos, elaboracion de registros con los valores obtenidos,
analisis e interpretacion frecuente de los datos obtenidos y la correccion de los valores
a las condiciones Optimas en el sistema de cultivo. De acuerdo con Boyd (2001), entre
los principales parametros de calidad del agua que se deben monitorear para mantener
las condiciones adecuadas en el estanque para una alta tasa de crecimiento,
supervivencia y baja tasa de mortalidad del camarédn estan: salinidad, temperatura,

alcalinidad, oxigeno disuelto y pH.

5.2.2 Parametros Fisico — Quimicos

El manejo de los parametros fisicos — quimicos es fundamental para el éxito de una
buena produccion, pues mediante la aplicacion de los valores 6ptimos de dichos
pardmetros previene el desarrollo de condiciones adversas que afecten el desarrollo

del organismo cultivado en cualquier sistema de produccion.

5.2.2.1 Oxigeno disuelto

Segun Mayari et al. (2000), el oxigeno disuelto (OD) se define como la cantidad de
oxigeno gaseoso que esta disuelto en el agua, expresado normalmente en ppm (partes
por millén) o en miligramos de oxigeno por litro (mg/L); siendo la concentracion de
esta variable el resultado del oxigeno que entra en el sistema y el que se consume por
los organismos. Este es el parametro mas importante dentro de la acuicultura; en la

camaronicultura este elemento limita el crecimiento y la supervivencia de los
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organismos. Es asi como una baja solubilidad de oxigeno afecta la salud de los
organismos, provocando perdidas en el cultivo por causas de estrés, bajo apetito,
crecimiento lento, susceptibilidad a enfermedades y mortalidad (Carrillo, 2013; Boyd

& Hanson, 2010).

En los estanques de cultivo, durante el dia el fitoplancton produce oxigeno mediante
la fotosintesis, a menudo tan rapido que la concentracion de OD en el agua sobrepasa
la de saturacion (sobresaturacion) mientras que, durante la noche, si el estanque
presenta contaminacion en el agua, tendrd numerosos microorganismos y alta materia
orgéanica la cual junto con la respiracion de los organismos provoca que la
concentracion de OD disminuya (Beltréan et al., 2012; Boyd, 1998 citado en Yambay
& Alvarez, 2017). Un nivel alto de OD indica que el agua es de buena calidad (Sanchez

& Géndara, 2011).

Un dato muy importante que considerar son los factores que afectan la solubilidad de
los gases en el agua, como son la naturaleza quimica, temperatura y presion. Por lo
cual la solubilidad del oxigeno en los estanques de cultivo dependera de la temperatura,
es decir a mayor temperatura sera menor la disolucion del oxigeno en el agua (Sanchez
& Gaéndara, 2011; Muiioz Villon, 2022). EI OD debe medirse minimo dos veces por
dia, una vez por la mafiana y una por la tarde, ademas es fundamental hacer lecturas
de OD horas de la noche, en caso en que las concentraciones de la tarde estén por

debajo de 6 mg/L; de esta manera, se pueden implementar correctivos necesarios para
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evitar episodios de hipoxia, tales como recambio de agua y aplicacion de insumos
oxigenantes (Cuéllar-Anjel et al., 2010). A continuacion, se puede observar efectos de

diferentes concentraciones de OD en el cultivo de camarén blanco (Tabla 1):

Tabla 1. Efectos de diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en el cultivo

de camaroén blanco.

Concentracién de Oxigeno Efecto
disuelto

Mortal si la exposicidén dura mas que unas horas.
Menor de 1 0 2 mg/L

Crecimiento sera lento si la baja de oxigeno
2-4 mg/L disuelto se prolonga

4mg/L-12mg/L  Mejor condicion para crecimiento adecuado

Sobresaturacion: riesgo de la “enfermedad de la
>12 mg/L burbuja de gas”; puede ser indicativo de alta
concentracion de microalgas

Fuente: Cuéllar-Anjel et al., 2010

El género Litopenaeus requiere concentraciones de oxigeno disuelto mayor a 3 mg/L
y optimamente alrededor de 5 mg/L, esto ayuda en la reduccién de la materia organica
aumentando la capacidad de carga, los rangos minimos para el cultivo seran de 4 mg/L

y los maximos de 10 mg/L (Vinatea, 2014).
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5.2.2.2 Salinidad

La salinidad se define como la concentracion de iones (sales) disueltas en el agua, esta
variable es una de las mas influyentes en el metabolismo, gasto energético y tasa de
crecimiento de las larvas de camarén blanco. La salinidad promedio del agua de mar
es 35 UPS. Sin embargo, esta variable en los estanques de cultivo puede variar mucho,
ya sea por la lluvia que disminuye la concentracion de salinidad o por evaporacion que

ocasiona que aumente este pardmetro (FAO, 1989).

Los rangos de tolerancia de la salinidad para los camarones son muy amplios y pueden
sobrevivir de 0 UPS hasta 50 UPS (FAO, 1989). No obstante, Martinez & Lin (1994),
expresan que salinidades altas (o bajas) los organismos marinos deben utilizar una gran
parte de su energia para equilibrar su medio interior con el exterior, afectando el
crecimiento y supervivencia del camardn ademas del efecto indirecto en el cultivo por

la baja solubilidad del oxigeno en el agua y su disponibilidad para los organismos.

Los rangos optimos de salinidad para un buen desarrollo del camarén segun la FAO
(1989), corresponden a un promedio de 15 a 25 UPS, aunque se ha descrito cultivos
de esta especie que los rangos pueden oscilar entre 15 UPS (Optimo para su
crecimiento) y no mayor de 35 UPS segun Franco (1994). Mientras tanto, Sandoval et

al. (2017), mencionan que se produce mejor con una salinidad superior a 5 ppm y que
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la mayoria de los productores la prefieren entre 20 y 25 UPS por otro lado, Bermudes
— Lizéarraga et al. (2017), comentan que la salinidad en el crecimiento de las primeras
etapas de vida del camaron L. vannamei le confieren un rol importante entre las
variables hidrolégicas del agua, sugiere que las empresas comerciales que producen
post-larvas de camardn, mantengan los cultivos en los intervalos de salinidad de 25-

35 UPS.

5.2.2.3 Temperatura

Al igual que la salinidad este factor fisico influye en los organismos marinos y en el
agua de los estanques de cultivo, esto debido a que en los organismos interviene en el
metabolismo, el consumo de oxigeno, la tasa de alimentacion, el crecimiento, muda,
supervivencia y resistencia a Vibrios (Lightner et al., 2012) y en el agua de los
estanques influye en la aceleracion o disminucion de la actividad bioldgica, la
formacion de depositos, la precipitacion de compuestos y los procesos de mezcla,

sedimentacion, absorcion de oxigeno, floculacion y filtracion (Ramalho et al., 1990).

La temperatura corporal de los camarones es dependiente de la temperatura ambiental,
por lo cual cambios bruscos en la temperatura del estanque de cultivo tienden a afectar
el metabolismo y su actividad del organismo en general, aunque el efecto de la

temperatura varia en los distintos componentes del metabolismo (Morris, 1999 citado
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en Prymaczok, 2012). Cabe destacar que los procesos bioldgicos, el crecimiento y
respiracion se duplican por cada 10 °C que aumenta la temperatura. Esto significa que
el camardn crece més rapido y consume el doble de oxigeno a los 30 °C que a los 20
°C, por esta razon el requerimiento de oxigeno es mas critico en las temperaturas

calidas que en las frias (Bermudes — Lizarraga et al., 2017)

Por otro lado, segin Martinez (2012) los niveles 6ptimos de temperatura para el cultivo
de camarones varian entre 28-33 °C. Mientras que la FAO (2010), menciona que al
cultivar L. vannamei la temperatura debe presentar rangos minimos estandares de entre

los 28 °C, pero puede soportar de 20 °C hasta 35 °C.

5.2.2.4 pH

El pH es la concentracion de iones hidrégeno de una solucidn, se mide de una escala
de 0 a 14, mientras mas lejano sea el pH de 7 el agua es mas acida o basica. Este
pardmetro es importante en el cultivo ya que nos indica si el agua se encentra acida
(pH es inferior a 7) o basica (pH superior a 7) (Mendoza & Rodriguez, 2020). En los
estanques de cultivo es indicativo de su fertilidad o productividad potencial, con pH
entre 7,5y 9,0 generalmente se considera adecuada para la produccion de larvas de
camaron (Sacasqui, 2017). Sin embargo, en los estanques de cultivo el pH puede

presentar fluctuaciones durante el dia y la noche por diversos factores, por lo cual es
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importante mantener los rangos 6ptimos ya que si el pH cae por debajo de 5,0 se ve
afectado el crecimiento, el metabolismo y otros procesos fisiologicos de los

organismos (Miranda et al., 2010).

Los estanques de cultivo generalmente tienen un pH de 7,5 u 8 por la mafiana, pero en
la tarde generalmente suben a 8 u 9 debido a la fluctuacién diaria del pH en los
estanques, resultado de la variacion de la concentracion de dioxido de carbono, si la
concentracion de dioxido de carbono crece, la de iones de hidrogeno aumenta y el pH
disminuye vy, al contrario, si disminuye la concentracion de didxido de carbono, la de
iones de hidrogeno cae y el pH aumenta (Boyd & Gautier 2000; Boyd & Tucker 1998;
Martinez & Herrera, 2012). Es decir, durante el dia el fitoplancton a través del proceso
de fotosintesis, hay consumo de CO2 Yy a su vez hay produccién por respiracion de los
organismos, por lo cual el pH aumentara del agua de cultivo, por la noche el
fitoplancton no realiza la fotosintesis, no se consume mas CO., pero continda la
respiracion, y a medida que se acumula el diéxido de carbono el pH baja, esto se da

porque cuando el CO- se disuelve en el agua se produce acido carbonico.

La fluctuacion diaria de este pardmetro no siempre es tan grande, pero cuando el
fitoplancton es abundante puede existir una gran fluctuacion en el pH (Boyd, 2001,
Andrews et al., 1996). Cuando el pH del agua es muy bajo, se puede aplicar cal en el

estanque para mejorarlo. En el cultivo un pH bajo es mas comun que uno alto, ya que
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no hay procedimientos confiables para reducirlo, cabe mencionar que las aguas de
alcalinidad moderada estan més amortiguadas y el grado de fluctuaciéon del pH es

menor (Boyd, 2001; Fenucci, 1988; Sacasqui, 2017).

Por otro lado, segin Fenucci (1988), los valores de 7 a 9 en el agua esta considerada
como apta para los sistemas de cultivo de camarones peneidos, sin embargo, Villalon
(1994) sefiala que el rango 6ptimo de pH para el cultivo de camardn es de 7.5 en la
mafana y 8.5 en la tarde, el cual esta muy relacionado con la actividad fotosintética
del fitoplancton, al igual Kubitza (2017), quien indica que los camarones cultivados
bajo estos rangos presentan mejores resultados de produccion y salud ya que estos
valores coinciden con el pH de su hemolinfa. A continuacion, en la figura 5 se puede
observar los posibles efectos sobre el crecimiento, inmunidad y supervivencia con los

diferentes rangos de pH:

Si el pH se eleva demasiado en las
horas de la tarde, serd necesario
mejorar la capacidad amortiguado- Cuidado
ra del agua del estanque y prevenir
el crecimiento excesivo de fito-

plancton. Ideal
Cuidado
Cuando el pH del agua es menor a _6.0
7.0 es necesario corregir la alcalini-
dad total a través del encalado Zona de
muerte

Figura 5. Posibles efectos del pH en el cultivo de Camar6n

Fuente: Kubitza, 2017
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5.2.2.5 Alcalinidad

La alcalinidad es la concentracion total de bases en el agua, expresada en mg/L de
carbonato de calcio. Las bases en el agua son: hidroxido, amonio, borato, fosfato,
silicato, bicarbonato y carbonato. En la mayoria de los estanques de cultivo la
concentracion de bicarbonato y carbonato es superior por mucho a la de las otras bases.
La capacidad amortiguadora del pH en el agua esta dada por la presencia de estos dos
iones, lo que quiere decir que si una gran cantidad de carbonato y bicarbonato esta
presente en el agua el pH se mantendra estable. Aguas con alcalinidad alta ayudan a
que se mantenga mayor valor de pH por las mafianas, mientras que aguas con baja

alcalinidad facilitan los cambios de pH (Boyd, 2001).

Por otra parte, los rangos éptimos de alcalinidad segin Boyd (2001), este valor debe
ser superior a 75 mg/L en estanques de camaron considerando que el agua de mar tiene
un valor promedio de 120 mg/L, mientras Limsuwan (2005), indica que el rango
Optimo de alcalinidad esta entre 80 y 100 mg/L, el cual en los estanques no debe bajar
de 80 mg/L CaCO3 para lograr un 6ptimo crecimiento y buena supervivencia. Si de
estos rangos aumentan el pH se torna alcalino afectando en los procesos de muda y si
baja de estos estandares acidifican el agua causando estrés oxidativo (Boyd, 1998).

Para recuperar los niveles de alcalinidad se puede aplicar cal.
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5.3 Principales enfermedades Bacterianas en larvicultura del Camaroén Blanco
(L. vannamei)

La presencia de enfermedades causada por bacterianas, hongos, parasitos o virus en
los cultivos de Larvicultura, es el principal obstaculo para una produccion exitosa. En
Ecuador en los Gltimos afios la produccion de laboratorios de cria larvaria del camarén
blanco ha sufrido grandes pérdidas econémicas por estas enfermedades infecciosas,
especialmente por enfermedades bacterianas que son bastante comunes Yy
probablemente la principal causa de mortalidad durante el cultivo (Newman, 2022;

Reyes, 2021).

Estas enfermedades a menudo son ocasionadas por patdgenos que se encuentran en el
medio de forma natural, muchos de ellos son oportunistas, es decir mientras el cultivo
se encuentre en buenas condiciones los patégenos no desencadenaran el desarrollo de
infecciones en los organismos, sin embargo, factores como la calidad y condicién del
camaron, mala calidad del agua. Los factores ambientales e intensificacién de los
métodos de produccidn, entre otros; ocasionan estrés a los organismos, haciéndolos
susceptibles a dichos patdgenos, las especies causantes de altas mortalidades en larvas
de camardn son las del género Vibrio que se encuentran localizadas en el tracto
digestivo, branquias, cuticula y ocasionalmente en hemolinfa (Morales-Covarrubias,
2008). Algunas enfermedades se presentan también con erosiones de la cuticula
cubriendo la superficie del cuerpo, necrosis, lesiones internas y septicemias

generalizadas (Lightner, 1984). En las larvas infectadas puede observarse una
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colonizacion bacteriana de la mayoria de los apéndices y de la zona oral, conforme
avanza la enfermedad, las bacterias penetran por el tubo digestivo colonizando el
intestino medio, hepatopancreas y eventualmente causando una septicemia (Lightner

& McVey, 1993).

5.3.1 El Género Vibrio

El género Vibrio corresponde a bacterias Gram — negativas cuyo habitat natural son
los ecosistemas marinos y estuarinos. Presentan forma de bacilo, no forman esporas y
son motiles mediante un flagelo ubicado en uno de los polos del cuerpo celular (Tinoco
& Dreyfus, 2015). Estos microorganismos pueden constituir casi un 60% de la
poblacion bacteriana del medio ambiente en algunas regiones estuarinas y son parte de
la flora autéctona de los organismos marinos (Aguirre-Guzman et al., 2013). Algunas
especies del género Vibrio cumplen un rol muy importante en la produccion acuicola;
como en el mejoramiento de la calidad del agua y, como biotransformadores de la
materia organica. Sin embargo, algunas especies de este género son el principal
patégeno bacteriano de enfermedades como la Vibriosis durante el cultivo (Dulanto-

Gomez, 2013).

5.3.2 Vibriosis
La Vibriosis es una enfermedad bacteriana originada por un grupo de bacterias
gramnegativas pertenecientes al género Vibrio, en la produccion del camaron blanco

ha sido la principal causa de mortalidades tanto en la fase de larvicultura como en fase
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la de engorde, durante el cultivo los brotes de Vibriosis suelen darse cuando hay un
cambio subito de las condiciones ambientales u otros factores, provocando un aumento
en la velocidad de la reproduccion bacteriana, superandose asi las cargas toleradas por

el organismo (Cuéllar-Anjel, 2013a).

Segun Widanarni et al. (2003), Austin (2010) y Mohajeri et al. (2011), las principales
especies gque han sido reportadas como causantes de infecciones en larvicultura de
camarones son: Vibrio campbellii, V. harveyi, y V. parahaemolyticus. De las cuales
las principales manifestaciones de la Vibriosis en larvas de camarén son: “coloracion
rojiza acompafiada de cromatdéforos expandidos, musculo abdominal opaco, muda
pegada, acalambramiento, melanizacién y degeneracién con pérdida de las setas de los

apéndices” (Cuéllar-Anjel, 2013a).

5.3.2.1 Tipos de Vibriosis y su impacto sobre el cultivo del camarén blanco (L.
vannamei)

El impacto de las enfermedades bacterianas ocasionadas por el género Vibrio, ha
generado grandes perdidas econdmicas por las altas tasas de mortalidad de las
producciones afectadas (Pefia-Navarro & Varela-Mejias, 2015). En Ecuador el
aumento de la densidad de siembra y el deterioro del control de los parametros
productivos, han provocado el desarrollo de varias enfermedades bacterianas causadas
por el género Vibrio, lo que ha ocasionado grandes pérdidas econdémicas (Morales-

Covarrubias et al., 2011). Es asi como, en el afio 2022, durante el monitoreo de
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patdgenos en camaroneras en diferentes zonas de Guayas y el Oro, Medranda et al.
(2022) comentan “‘se observaron crecimientos bacterianos en Agar TCBS (presuntivo
para Vibrios), donde las zonas de Ponguillo y Santa Rosa resultaron con alta presencia

de colonias amarillas y verdes al igual que las otras zonas de estudio”.

Por otro lado, en una investigacion bibliogréafica realizada por Reyes-Mero (2021) y
Suérez et al. (2015), se reportaron que entre los principales agentes infecciosos de
origen bacteriano que se encuentra distribuido en un estanque de cultivo de camaron,
es el Vibrio parahaemolyticus que afecta al camardn en sus primeras etapas de estadio
ocasionando pérdidas significativas durante la produccion, seguido del V.
alginolyticus, V. vulnificus y V. harveyii los cuales han sido asociados a enfermedades

por Vibriosis responsables de altos porcentajes de mortalidad.

Debido a los distintos tipos especies de Vibrio que se presentan en los estanques de
cultivo, existen también distintos tipos de Vibriosis durante el cultivo, a continuacién,
se presenta una lista parcial de especies de Vibrio y bacterias intracelulares que han

sido reportadas como patdgenas durante el desarrollo del camardn (Tabla 2):
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Tabla 2. Enfermedades ocasionadas por especies del género Vibrio.

Especies

V.
parahaemolyticus,
V. vulnificus, V.
alginolyticus,
Photobacterium
daunselae, V.
campbellii, y V.
harveyi.

Vibrio
parahaemolyticus

Bacterias
luminiscentes, y la
bacteria mas
predominante que
se ha aislado en esta
enfermedad es
Vibrio harveyi

En Ecuador el
agente causal de
esta enfermedad es
Vibrio harveyi,
mientras que otros
autores reportan la
posible presencia de
bacterias
intracelulares.

Bacterias
intracelulares del
tipo de las
rickettsias.

Enfermedad

Vibriosis sistémica o
Sindrome de la
Gaviota

Sindrome de
Mortalidad Temprana
(EMS o AHPND)

Enfermedad de
luminiscencia

Sindrome de Zoea Il o
Bolitas Blancas

(NHP)
Hepatopancreatitis
necrotizante

Signos Clinicos

Se observan mortalidades altas
(hasta un 90%), en postlarvas y
juveniles tempranos, ocasiona
severo estrés, nado erratico a
orilla de los estanques,
expansion de los cromatéforos,
HP inflamado ademés su
musculatura se vuelve opaco y
tracto digestivo vacio.

Nado erratico, crecimiento
lento, coloracidon pélida, tamafio
del HP notablemente reducido

(atrofia), textura blanda del
exoesqueleto, Intestino con
presencia  entrecortada  de

alimento o sin alimento, los
camarones enfermos se van
hacia el fondo del estanque.

Responsable de altas
mortalidades (80%), en los
laboratorios de larvicultura, los

organismos  infectados  se
presentan con luminiscencia,
letargo, nado erratico,

permanencia en el fondo del
tanque.

Se presentan altas mortalidades
en Zoea Il, falta de apetito,
rapida evacuacion del contenido
intestinal, letargo con nado
erratico y la permanencia de los
organismos infectados en el
fondo del tanque.

Entre los principales signos
clinicos estan; la reduccion en el
consumo de alimento en
postlarvas tardias, juveniles y
adultos hasta dejar de comer por
completo, afectacion del HP de

Referencia

(Tenecota et al.,
2018); Morales-
Covarrubias,
2008)

(Lightner, 2013;
Morales et al.,
2016)

(Morales-
Covarrubias,
2008)

(Brock & Main
1994; Morales-
Covarrubias,
2008)

(Cuéllar-Anijel,
2013b; Morales-
Covarrubias,
2008).
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los camarones infectados,
aumenta la tasa de conversion de
alimento, letargia, intestino
vacio, cromatdforos expandidos
y branquias amarillas o cafés.

5.4 Estrategias profilacticas para el control de enfermedades bacterianas

La produccion de larvas de camardn L. vannamei en cualquier sistema de cultivo son
susceptibles a infecciones bacterianas, existen varios métodos para el control de dichas
enfermedades, entre ellos se encuentran los métodos terapéuticos y métodos
profilacticos, implementadas como medidas de intervencion para el aseguramiento de
la calidad con el fin de prevenir altas tasas de mortalidades por enfermedades
bacterianas durante el cultivo (Lombana et al., 2016). El primero en mencion ya no se
ejecuta en la produccion del camardn debido al uso incorrecto de los antibioticos que
produjo resistencia bacteriana, la persistencia en el medio acuético, las alteraciones
sobre la biogeoquimica del sedimento, la acumulacién de residuos de antibi6ticos en
los tejidos de camardn que alteraran la flora intestinal y problemas en la salud humana
(Ma et al., 2006), mientras que el segundo en mencién ayuda a la prevencion de
enfermedades por medio de la mejora de la actividad inmune del organismo. En la
actualidad este altimo es el método més utilizado por los laboratorios de produccion
de camardn debido a los innumerables beneficiosos que ejercen en el hospedero y por
la disminucion de la incidencia de enfermedades y de los factores estresantes de las
condiciones de cultivo ademas varias investigaciones han reportado que esta estrategia
bioldgica es amigable con el medio ambiente y contribuye a una mejor produccion

(Sorroza et al., 2009).
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Dentro de los métodos profilacticos se encuentran el uso de probidticos, prebidticos,
acidos organicos y aceites esenciales. Estos son utilizados de acuerdo con la necesidad
del cultivo sin embargo la implementacion de los probidticos ha mostrado ser un
método viable por la habilidad que poseen las cepas seleccionadas para impedir el
crecimiento de bacterias oportunistas e influir en general en el establecimiento de la
comunidad microbiana tanto en los individuos como en el agua del cultivo (Villamil-

Diaz & Martinez-Silva, 2009).

5.5 Probidticos

La definicion de probidtico fue acufiada por Parker (1974), quien establecio que son
“organismos o sustancias que contribuyen al equilibrio microbiano intestinal”. Hoy en
dia, el término probidtico ha recibido una multitud de definiciones. Sin embargo, la
definicion precisa de probidticos a la que todavia se hace referencia ampliamente es la
de Verschuere et al. (2000), donde sefialan que el probidtico “es un suplemento vivo
microbiano que tiene efectos beneficiosos en el hospedador modificando la flora
asociada al mismo y la flora asociada al ambiente” (p.4). Y posteriormente, la FAO /
OMS (2001), incluye en este concepto la frase “cuando son administradas en

cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del hospedero” (p.2).

La definicion del probidtico esta en continua evolucion en un intento de adaptarse a
los nuevos conocimientos que surgen de los trabajos de investigacion con probioticos.

Cabe mencionar que se han descrito en varias investigaciones que microorganismos
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no necesariamente vivos e incluso componentes celulares, pueden ejercer efectos
beneficiosos para el hospedero (Ouwehand & Salminen, 1998; Isolauri et al., 2002;
Diaz-Rosales et al., 2006; Sharifuzzaman et al., 2011; Romén et al., 2012 citado en

Roman, 2013).

La utilizacion de los probidticos en la acuicultura surgié como una buena alternativa
para reemplazar a los antibidticos y por la creciente demanda de una produccion
sustentable. Como resultado varios probidticos como Arthrobacter, Bacillus,
Nitrosomonas,  Cellulomonas,  Nitrobacter, = Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Aeromonas, Enterobacter, Vibrio, Pseudomonas,
Rhodopseudomonas, entre otros, se han descubierto y se han utilizado en la produccién
de camarén como en otros organismos de cultivo para mejorar el crecimiento, la
absorciéon de nutrientes, el sistema inmunoldgico, calidad del agua y las tasa de

supervivencia de los hospederos a lo largo de los afios (Nayak, 2010; Hai, 2015).

5.5.1 Caracteristicas principales de un microorganismo probiético
Las caracteristicas principales que debe tener un microorganismo para ser considerado
como probiotico segun Fuller (1989), Kesarcodi-Watson et al. (2008) y Fuller (1992)

son los siguientes:

e Antagonismo frente a patdgenos.

¢ No dafar al hospedero.
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e Debe proporcionar beneficios al hospedero, como el incremento de la respuesta
inmune.

e Deben ser viables y capaces de ser aceptado por el hospedero a través de la
ingestion, colonizacion y posterior reproduccion dentro del mismo.

e Los microorganismos probidticos no deben tener efectos toxicos o patogénicos
en el hospedero.

e Ausencia de genes de resistencia a antibioticos o genes de virulencia.

e Poseer estabilidad en condiciones de almacenamiento y de campo.

e EIl origen del probiotico, de preferencia, debe ser aislado de la especie
hospedera en la cual van a ser utilizados, debido a que se ha demostrado que
este tipo de probidticos tienen mejores oportunidades de competir con las
bacterias patdgenas u oportunistas residentes y establecerse numerosamente en

el hospedero (Mora & Nufiez, 2020).

Los probidticos deben seleccionarse con base en su actividad inhibidora contra los
patdgenos in vitro sin embargo es transcendental acompafiar con pruebas in vivo para
determinar su seguridad o la patogenicidad en los hospederos (Pérez-Chabela et al.,

2020).
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5.5.2 Mecanismos de accion

Los probidticos se encuentran constituidos por microorganismos vivos que ejercen
muchos beneficios mediante varios mecanismos de accion, diversas investigaciones
han demostrado y han facilitado el entendimiento de los modos de accion de los
probioticos en el hospedero, la comunidad microbiana y el ambiente que le rodea
(Toledo, 2018). Entre los principales mecanismos de accion descritos para probidticos

que se emplean en acuicultura de describen a continuacion:

5.5.2.1 Colonizacion y adhesion en el tracto gastrointestinal

El entendimiento de este mecanismo es muy importante ya que permite conocer la
habilidad de las bacterias a utilizarse en el cultivo para adherirse, sobrevivir y
establecerse en el tracto gastrointestinal. La capacidad de adherencia es una
caracteristica que es aprovechada, tanto por las bacterias probidticas como por las
patdgenas. En el caso de las bacterias probioéticas, este mecanismo ha sido uno de los
criterios mas fundamentales para su seleccion y aplicacion en el cultivo (Salminen et
al., 1996; Nikoskelainen et al., 2003), mientras que para las bacterias patdgenas la
habilidad de adhesion se relaciona con la virulencia y se considera como el primer

paso para una infeccion (Bengmark, 1998).
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5.5.2.2 Produccion de antimicrobianos y compuestos antivirales
Los microorganismos con actividad probidtica tienen la capacidad de liberar productos
extracelulares que inhiben a otras bacterias potencialmente patogenas, entre los

principales se encuentran:

e Produccidn de acidos grasos de cadena corta (&cido acético, formico, lactico),
en el hospedero ocasiona un aumento en la acidez intestinal que limita el
asentamiento y crecimiento de bacterias patdgenas (Ten Brink et al., 1987,
Mombelli & Gismondo, 2000; Klewicki & Klewicka, 2004; Balcazar et al.,
2007).

e Generacion de bacteriocinas, este se ha encontrado en casi todas las especies
bacterianas.

e Sideroforos (compuestos quelantes) de hierro.

e Metabolitos peptidicos de sintesis ribosomal producidos por distintos tipos de
bacterias, como el grupo de las bacterias acido-lacticas (Chikindas et al., 1993;
Montville & Chen, 1998).

e Produccién de Perdxido de Hidrogeno, este metabolito en el medio resulta
extremadamente toxico para otras bacterias que comparten el habitat y son asi
eliminadas del tracto intestinal (Bruno & Montville, 1993; Budde et al., 2003).

e Se ha descrito efectos antivirales de algunos aislados como Pseudomonas sp.,
Vibrio sp. y Aeromonas sp., contra el virus de la necrosis hematopoyética
(IHHNV) (Kamei et al., 1988), sin embargo, el mecanismo de accién aln se

desconoce.
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5.5.2.3 Produccion de compuestos benéficos
Otro mecanismo de accion de las cepas probioticas es el aporte de metabolitos

secundarios con efecto benéfico en el hospedero, entre los principales se encuentra:

e Enzimas extracelulares, las bacterias probioticas una vez que se hayan adherido
al tracto intestinal necesitaran carbohidratos para su crecimiento y comenzaran
a producir enzimas digestivas (lipasas, amilasas, carbohidrasas y proteasas),
estas a su vez pueden contribuir al proceso digestivo de nutrientes en los
organismos cultivados (Shen et al., 2010; Zokaeifar et al., 2012; Chai et al.,
2016; Seenivasan et al., 2016; Xue et al., 2016; Ochoa- Solano & Olmos-Sotos,
2006; Want et al., 2007).

e Algunos acidos organicos (féormico, acético, propionico, butirico y lactico)

(Pérez-Chabela et al., 2020) y vitaminas.

5.5.2.4 Inhibicion de la Actividad anti-Quorum sensing (QS)

El antagonismo contra patdgenos forma parte de uno de los criterios de seleccion mas
empleados para la obtencion de nuevas cepas con potencial probiético (Priyaja et al.,
2014; Shazwani et al., 2015). La expresion de varios de los genes involucrados en la
patogenicidad en bacterias esta regulada por el quorum sensing (QS). EI Quorum
Sensing (QS) es la forma de comunicacién bacteriana célula — célula mediada por
moléculas sefiales que provocan respuestas dependientes de la densidad poblacional
(Defoirdt et al., 2010). La inhibicién del QS es una nueva estrategia antiinfecciosa que

se estd utilizando en acuicultura, ya que este podria permitir el control de las

35



enfermedades bacterianas con una menor tendencia al desarrollo de resistencia 'y a la

alteracion de la microbiota normal del hospedero (Defoirdt, 2016).

Entre las estrategias utilizadas para el anti-QS es el empleo de inhibidores y enzimas
degradadoras de AHL (acil-homoserin-lactonas; moléculas sefial inductoras)
(Brackman et al., 2008; Pande et al., 2013; Torres et al., 2013). Las enzimas
degradadoras de AHL tienen amplia distribucion en bacterias, especialmente en

especies del género Bacillus (Defoirdt et al., 2011).

5.5.2.5 Estimulacion del sistema inmune

En los camarones la respuesta inmune se presenta en dos fases, una inmediata no
deducible asociada a los efectores celulares y una fase inducida humoral por la
participacion de las proteinas plasmaéticas (Thornqvist & Sdéderhéll, 1997). La
inclusion de probidticos en el cultivo del camaron puede estimular el sistema inmune

de tres maneras (Fuller, 1992):

e Aumento de la actividad de los macrdfagos, que se muestra por la capacidad
mejorada para fagocitar microorganismos o particulas de carbono,

e Aumentar la produccion de anticuerpos sistematicos, generalmente de
inmunoglobulina e interfer6n (un agente antiviral inespecifico),

e Aumentar los anticuerpos locales en las superficies mucosas, como la pared

intestinal.
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Cabe recalcar, que en la respuesta inmune celular varias moléculas se han presentado
como principales estimulantes de las funciones celulares, entre ellos B-glucanos (BG
presentes en la pared celular de los hongos y levaduras), lipopolisacéridos (LPS
principal componente de la pared celular de las bacterias gramnegativas) y
peptidoglucanos (PG proceden de la pared celular de las bacterias grampositivas)
(Itami et al., 1998). Estos compuestos actuan como moléculas sefializadoras para

activar el sistema inmune del hospedero (Akhter et al., 2015).

5.5.2.6 Mejora de la calidad del agua

Varias investigaciones han reportado el mejoramiento de la calidad del agua mediante
la adicion de cepas probidticas, entre estas se encuentran la utilizacion de bacterias
grampositivas, principalmente del género Bacillus, que pueden convertir la materia
organicaen CO; (Dalmin etal., 2001; Zokaeifar et al., 2014). Durante el cultivo ciertas
bacterias son utilizadas para controlar niveles de amonio, nitritos, materia organica,
nitratos, entre otros, Melgar Valdés et al. (2013) encontraron que la aplicacion de
bacterias acido-lacticas y levaduras redujeron la materia organica, la concentracion de
nitratos, reguld el pH e increment6 la disponibilidad de fosforo en el agua. Este mismo
fendmeno también fue observado por Nimrat et al. (2012), quienes observaron que la
aplicacion de especies de Bacillus mejora la calidad del agua del sistema de cultivo y

la reduccion de concentraciones de amonio, nitrito y nitrato en el agua.
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Las bacterias con un potencial biorremediador (como las de los géneros Bacillus,
Nitrobacter, Nitrosomonas, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Cellulomonas, y
Acinetobacter), son utilizadas en la modulacion del perfil microbioldgico de los
estanques, regulando la microbiota en el agua, controlando los niveles de nitrato,
amonio, nitrito y favoreciendo la reduccion de prevalencia de patdgenos oportunistas

en el medio (Kumar et al., 2016; Chumpol et al., 2017).

6.5.3 Uso de probidticos en el cultivo de Camaron y sus principales efectos

Los probidticos (experimentales y comerciales), en la produccion de camarén en
cualquier sistema de cultivo son adicionados para controlar e inhibir patégenos
causantes de enfermedades, para modificar las comunidades microbianas en el agua y
sedimento, aumentar la capacidad de respuesta inmunolégica, mejorar la digestibilidad
de nutrientes, mejorar la calidad del agua, para la tolerancia a etapas de estres, entre
otros. Ademas, se han utilizado por las diversas investigaciones que han mencionado
efectos positivos sobre los indicadores productivos como en el crecimiento y

supervivencia de los organismos de cultivo (Jory, 1998; Lara-Flores et al., 2003).

Los probioticos que se utilizan cominmente dentro de un cultivo de camaron u otro
organismo de cultivo, son aquellos que contienen bacterias gramnegativas o
grampositivas (Vieira et al., 2017). Dentro del primero en mencidn, se encuentran los

géneros Vibrios, Pseudomonas y Aeromonas mientras que, dentro del segundo en
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mencién, pertenecen al grupo de las bacterias acido lacticas y al género Bacillus.

(Akhter et al. 2015).

e Bacterias Gram negativas

En el género Aeromonas, estudios in vitro e in vivo han confirmado su capacidad
inhibitoria frente a varios patdégenos por produccion de bacteriocinas (Abbas et al.,
2010). Este mismo fendmeno fue observado in vitro por cepas de Pseudomonas que
mostraron tener la capacidad de inhibir el crecimiento de especies de Vibrios (V.
harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus) (Chythanya et al., 2002). Ya in vivo, el
uso de Pseudomonas sp., en el cultivo aumentaron la resistencia de Penaeus monodon

al ser desafiados con V. Harveyi (Pai et al., 2010).

Por otro lado, especies de Vibrio al ser utilizados como probi6tico pueden aumentar la
resistencia frente a infecciones por otros Vibrios ademas pueden entrar a competir con
otras bacterias del cultivo inhibiendo posibles patdgenos del sistema (Balcazar et al.,
2007; Vieira et al., 2017), sin embargo, a pesar de presentar inhibicion a varios
patdgenos en el cultivo con la implementacion de estos géneros, segin Kesarcordi —
Watson et al. (2012), la implementacion de bacterias gramnegativas estd sujeto al

riesgo de transferencia de material genético produciendo resistencias o virulencias.
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e Bacterias Gram positivas

Las bacterias &cido-lacticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos que se caracterizan por la produccion de &cido-lactico como
resultado metabdlico final de la fermentacion de carbohidratos (Monroy et al., 2009),
por producir compuestos antimicrobianos, por replicarse facilmente y por estimular la

respuesta inmune no especifica del hospedero (Carr et al., 2002; Balcazar et al., 2007).

Estas bacterias grampositivas tienen forma de cocos o bacilos, no forman esporas, la
mayoria son inmdviles, anaerobios, catalasa y oxidasa negativas. Este grupo es
probablemente el mas abundante en la naturaleza, debido a la capacidad que poseen
de crecer en varios sustratos, a su tolerancia a la acidez o alcalinidad, la capacidad para
crecer en altas salinidades y a diversas condiciones bioldgicas. Dentro de este grupo
que se utilizan comdnmente en el cultivo se encuentran los géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus y Streptococcus (Carr et al.,

2002).

En el cultivo de camar6n el uso de bacterias acido-lacticas en la dieta ha mostrado que
puede incrementar su poblacion en el intestino, disminuyendo la prevalencia de varias
cepas de Vibrio, ademas aumentando la respuesta inmune del hospedero frente a
infeccion con patogenos y consecuentemente aumentando la sobrevivencia (Vieira et

al. 2010; Bolivar-Ramirez et al., 2013).
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Por otro lado, diversas investigaciones han demostrado que el genero Bacillus, posee
mejores propiedades probioticas, debido a su capacidad para producir sustancias
antimicrobianas, inhibiendo patdgenos y ayudando en la digestion de nutrientes en el
hospedero, ademas se han caracterizado por su capacidad de esporulacion (es decir,
que prolongan su periodo de eficacia), que les otorga una doble ventaja en términos de
supervivencia (tolerancia al calor y mayor vida dtil), en diversos entornos (Kavitha et

al., 2018; Abriouel et al., 2011; Geng et al., 2012).

Estas bacterias grampositivas se caracterizan por su forma bacilar, movilidad flagelar
y por producir endosporas, poseen una habilidad fisioldgica para resistir al calor, pH,
luz ultravioleta, desecacion, solventes organicos y salinidad extremas, este grupo es
uno de los mas diversos entre las caracteristicas que destacan a este género es su
crecimiento aerobio 0 en ocasiones anaerobio facultativo (Slepecky, 1992; Tejera-
Hernandez et al., 2011). En acuicultura diversas especies de Bacillus se han utilizado
como probidticos: B. subtilis, Bacillus claussi, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
B. pumilus, B. amyloliquefacien y Bacillus coagulans (Cutting 2011; Prieto et al.,

2012).

5.5.4 Modos de administracion de probioticos
Los probioticos en el cultivo pueden aplicarse de manera individual o combinados con
otros probioticos (Kesarcodi-Watson et al., 2008; Allameh et al., 2015), esta estrategia

ha ganado mucho intereés en la tltima década (Mukherjee et al., 2019). Se ha observado
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que los probidticos basados en una sola cepa son menos efectivos que aquellos basados
en multiples cepas, estos han demostrado que mejoran la proteccion contra la infeccion
de patogenos (Verschuere et al., 2000; Hai et al., 2009). En los Gltimos afios se ha
abierto una enorme posibilidad a la realizacion de mas estudios sobre los efectos de la
combinacién de probidticos con prebioticos (oligosacéridos, galacto-oligosacaridos
(GOS), manano-oligosacaridos (MOS), polisacaridos, B-glucanos) (Dierckens et al.,

2009; Schaeck et al., 2016).

Esta combinacién conocida como producto simbidtico son bien conocidos en
acuicultura (Ringg & Song, 2015). La presencia simultanea de los probioticos
(microorganismos vivos) y prebidticos (ingredientes alimentarios no digeribles (por el
hospedero)) recompensa al hospedador (Dawood & Koshio, 2016), ya que se
incrementa la actividad de los probi6ticos cuando existe el aporte de los prebidticos
(Akhter et al., 2015), esto debido a que la adicidn de los prebidticos sirve como fuente
de energia para el aumento del crecimiento de las bacterias benéficas del tracto
intestinal (Song et al., 2014). Cabe recalcar, que para que un compuesto pueda ser
considerado prebiotico, tiene que cumplir algunos criterios como: resistir a la hidrélisis
aciday enzimatica del tracto intestinal, ser un sustrato selectivo para el crecimiento de
bacterias benéficas y debe tener efectos benéficos en la salud del organismo

(O’sullivan et al., 2010).
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Por otra parte, la administracion de probidticos de manera individual o combinados
dependerd de varios factores, entre ellos la dosis, las cepas probidticas en si, y la
duracion de la administracion (Ringe, 2020). Existen muchos modos de
administracion de los probioticos, sin embargo, por lo general los métodos mas
comunmente utilizados son mediante administracion dietética, administracion directa

al agua del cultivo y por Microencapsulacion — Bioencapsulacion.

5.5.4.1 Administracion en la dieta

La adicidn de los probi6ticos en la dieta es una de las formas mas empleadas (Shen et
al., 2010; Liu et al., 2014), los beneficios de la inclusion incluyen mejoras en los
valores de los alimentos, contribuciones a la digestién enzimatica, inhibicién de
microorganismos patégenos, mejor aprovechamiento de los nutrientes ingeridos y
respuesta inmune mejorada (Zokaeifar et al., 2012; Yanbo & Zirong, 2006; Wang,
2007; Kuhlwein et al., 2014;). Para suministrar el probidtico en la dieta se puede
realizar directamente en los pellets (ya sea con sustancias pegantes o sin pegantes) a

una temperatura adecuada o en la fabrica de balanceado (Kumar et al., 2016).

Cabe sefialar que, a pesar de presentar varios beneficios de la suplementacion de cepas
probidticas en la dieta, de acuerdo con la FAO y la OMS, los organismos probioticos
utilizados en los alimentos deben ser capaces de sobrevivir al paso por el intestino,
resistir a los jugos gastricos, a la exposicion a la bilis, ser capaces de proliferar y

colonizar en el tracto digestivo (Senok et al., 2005) y a otras condiciones fisicas y
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quimicas extremas que podrian afectar la eficacia, viabilidad y potencia del producto
y consecuentemente disminuir su efecto en el hospedero (Nimrat et al., 2011), de alli
la importancia de evaluar su efectividad en el cultivo. En referencia a la dosificacion,
se han aplicado un amplio rango de dosificaciones de bacterias probioticas en la dieta,
sin embargo, la concentracién mas utilizada se sitGa entre los valores de 10° - 10°

UFC/g de pienso (Hai, 2015).

5.5.4.2 Administracion en el agua

En este modo de administracion los probidticos pueden ser agregados directamente al
agua del cultivo, estos modificaran la composicion bacteriana del agua y sedimentos
(Ashraf, 2000), estudios mencionan que la aplicacién de las bacterias probidticas en el
agua mejora los parametros de la calidad del agua e inhibe los patdgenos en el agua
(Venkateswara, 2007; Wang & Gu, 2010). Segin Melgar Valdés et al. (2013), para
alcanzar buenos resultados es importante mantener una frecuencia de aplicacion
durante todo el ciclo de cultivo, las aplicaciones estardn en funcién del tipo de

probidtico que se utilice.

5.5.4.3 Administracién por microencapsulacion — Bioencapsulacion

La microencapsulacion es un método alternativo que consiste en recubrir las células
con una matriz de polimeros, principalmente por alginatos, esto con el fin de proteger
fisica y quimicamente los microorganismos, este método permite extender los periodos

de almacenamiento de los cultivos, mejorar su viabilidad en los alimentos y en el tracto
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intestinal de sus hospederos (Nimrat et al., 2012). Los métodos utilizados en la
microencapsulacion de probidticos son la emulsion, extrusion, secado por

pulverizacion, inmovilizacién y adhesion de almidon (Jaramillo, 2018).

La bioencapsulacion es el proceso de inoculacion de probidticos en alimentos vivos de
alto valor nutritivo como son en los rotiferos, Artemia y microalgas. Estos son
utilizados como vehiculos para la administracion mediante su capacidad filtradora de
estos organismos que incorporan los probioticos al ser agregados al medio de cultivo

(Hadiroseyani & Sutanti, 2013; Jamali et al., 2015).

5.5.5 Uso de probioticos comerciales en la produccion de larvas de camarén
blanco (L. vannamei)

La produccidn de larvas de camaron es una de las fases mas importantes, debido a que
es considerada como el pilar principal para el proceso de produccion de camaron
blanco tanto a nivel local como mundial. Sin embargo, esta fase de produccién es
muy susceptible a enfermedades bacterianas, que causan altas tasas de mortalidad en

el cultivo al igual que pérdidas econdémicas (Morales-Covarrubias, 2008).

Diversos estudios han demostrado los efectos positivos en el hospedero como en el
medio del cultivo con la aplicacion de probioticos. En la actualidad existe una gran
variedad de cepas probioticas disponibles, y cada una de estas bacterias, pueden

reaccionar de diferente manera segun el medio de cultivo, ambiente o tipo de
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organismo (Aguayo, 2006). No obstante, las bacterias que han sido usadas con éxito

como probidtico, pertenecen al género Bacillus spp., y a las bacterias acido lacticas

(Nayak, 2010; Hai, 2015). A continuacién, se da a conocer probidticos aislados y

comerciales utilizados en el cultivo de camarén blanco (Tabla 3):

Tabla 3. Probioticos aislados y comerciales utilizados en larvicultura del

camardén blanco (L. vannamei) y sus principales efectos.

Estadio

Larvay
postlarva

Postlarva

Postlarva

Postlarva

Larva

Larva

Especie
probidtico

Bacillus spp.
(Sanolife® MIC)

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Arthrobacter sp.

Bacillus spp.
(aislados)

Producto
comercial
Epicin®

Administracién

Adicion al agua o
cultivo de
microalgas

Aditivo
alimenticio

Adicion al agua

Adicion al agua

Adicion al agua

Adicion al agua

Efectos benéficos

Mejora la supervivencia 'y
el crecimiento, disminuye
la carga de Vibrio spp.

Mejora la supervivencia 'y
estimula el crecimiento
(PP, GP y AED)

Mejora la calidad del agua
(reduccién de amonio,
nitrito y nitrato) y estimula
el crecimiento (PP, GP,
VEC, RCAy AED)

Mejora la supervivencia, la
velocidad de crecimiento y
el estado inmunolégico

Mejora la supervivencia y
la velocidad de
crecimiento

Mejora las condiciones de
cultivo evitando la
acumulaciéon de residuos

Referencia

(Silva et al., 2012)

(Zokaeifar et al.,
2012)

(Zokaeifar et al.,
2014)

(Xia et al., 2014)

(Luis-Villasenor
etal., 2011)

(Luis-Villasenor
etal., 2011)
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Postlarva Psychrobacter sp.

Bacillus
licheniformis y
EPICIN 3W
(comercial)
Producto
comercial
(Bacillus sp., S.
cerevisiae
Nitrobacter sp.,
Nitrosomonas sp.)
Producto
comercial
(Rhodopseudomo
nas palustris,
Lactobacillus
plantarum,
Lactobacillus
caseiy S.
cerevisiae)

Larvay
postlarva

Larvay
postlarva

Postlarva

Postlarva | actobacillus spp.

Bacillus subtilis
Postlarva

Bacillus
licheniformis, B.
subtilis y B.
subtilis subsp.
(aislados)

Postlarva

Producto
comercial
(Pediococcus
Acidilactici —

Larva Perfostim)

Adicién al agua

Adicion al agua

Adicion al agua

Adicion al agua

Aditivo
alimenticio

Aditivo
alimenticio

Aditivo
alimenticio

Aditivo
alimenticio

organicos en los estanques
de cultivo.

Mejora la supervivencia,
estimula el crecimiento (PP
y longitud) y el sistema
inmune

Estimula el crecimiento
(PP y longitud) y el sistema
inmune

Reduccion de las
concentraciones de
nitrégeno y fésforo, vy
control bacteriano

Mejora la supervivencia,
estimula el crecimiento
(VEC, RCA) y reduce el
tiempo de produccién,

mejora la calidad del agua

Mejora la supervivencia y
estimula el sistema inmune

Mejora la supervivencia y
estimula el sistema inmune

Actividad antiviral, mejora

la supervivencia, estimula

el crecimiento y el sistema
inmune

Control de Vibrio
alginolyticus

(Franco et al.,
2016a)

(Franco et al.,
2016b)

(Wang et al.,
2005)

(Melgar Valdés et
al., 2013)

(Maeda et al.,
2013)

(Liu et al., 2014)

(Sanchez-Ortiz et
al., 2016)

(Villamil et al.,
2003)
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Producto

comercial . L
. Inmunoestimulacion y
(S. cerevisiae, S. roteccion contra V
Larvay exigus, Phaffia Premezcla con pro ec;orvco av. (Aguirre et al.,
postlarva rodozoma) alimento arvey 2012)

GP: ganancia de peso; AED: actividad enzimatica digestiva; PP: incremento del peso

promedio; VEC: velocidad especifica de crecimiento; RCA: razon de conversion

Fuente: Toledo et al., 2018; Kumar et al., 2016

5.5.6 Utilizacion del género Bacillus como probiotico e influencia en los
indicadores productivos

El género Bacillus contiene algunas de las bacterias utilizadas como probioticos por la
industria acuicola (Ziaei-Nejad et al., 2006; Moriarty, 1998; Moriarty, 1999), esto
debido a que se ha demostrado que secretan muchas exoenzimas (Liu et al., 2009;
Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006), que ayudan a mejorar la digestion, absorcion del
alimento y la calidad del agua del cultivo, la inclusidn de estas bacterias grampositivas
en los diferentes estadios larvales ha mostrado mejorar el crecimiento y la
supervivencia de los organismos mediante la actividad antagdnica, secreciéon de
enzimas digestivas, eliminacién de desechos organicos y produccion de muchos
nutrientes suplementarios como biotina, vitamina B12, algunos acidos grasos (Liu et
al., 2009, Rengpipat et al., 2003, Wang, 2007, Zhou et al., 2009; Verschuere et al.,

2000; Farzanfar, 2006; Xue et al., 2016).
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A continuacién, se da a conocer algunas caracteristicas que presenta el género Bacillus

al ser utilizado como probiético (Figura 6).

* Barato Resiste a largos periodos
+ No patégeno Género Baclllus como de almacenamiento
+ No téxico probidtico {produccion esporas)

— \ Produccidn de
Actividad enzimas digestivas
|

antimicrobiana

Moduladores de ‘Moduladores de -
l antioxidantes inmunidad : . 2
Mejora el crecimiento y
Produccién de metabolitos disponibilidad de
(antibioticos o bacteriocinas) Previenen ef nutrientes en el huésped

y enzimas liticas Regulan el sistema

v stress oxidativo
) inmune humoral

Previene la adhesién
de bacterias patégenas

A

{ Mejora la salud ¢ inmunidad del huésped I‘—

Figura 6. Caracteristicas que presenta el género Bacillus para ser utilizado como
probidtico en acuicultura.

Fuente: Kuebutornye et al., 2019 citado en Pérez-Chabela et al., 2020

Si bien la utilizacion de estas cepas probioticas trae consigo varios efectos benéficos
en la produccién de larvas y postlarvas de L. vannamei (Tabla 3), hoy en dia existe en
comercio una gran variedad de productos comerciales que contienen una cepa 0
multicepas de bacterias dirigidas para la inclusion en la dieta del organismo, la mayoria
de estos productos contiene descripciones de sus posibles efectos, sobre el organismo
y/o sobre la calidad del agua. No obstante, en las diferentes condiciones de cultivo su
eficacia del probiotico puede cambiar, dada la influencia de diferentes factores como
la ingestion selectiva (Prieur, 1981; Riquelme et al., 2000) y la muerte en el tracto

intestinal causada por la incapacidad del probidtico de mantener su fisiologia bajo
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condiciones fisicas y quimicas que se presentan en el tracto intestinal del hospedero

(Tinh et al., 2007).

Algunos investigadores han analizado los efectos de los probidticos comerciales en
camaronicultura, y algunos han obtenido como resultado tanto efectos positivos como
efectos negativos en los pardmetros productivos, principalmente en crecimiento y la

tasa de supervivencia, por ejemplo:

a. Decamp et al. (2008), utilizaron un probidtico comercial de una mezcla de
cepas especificas de Bacillus spp. (SANOLIFE MIC), para estudiar la inhibicién de
las cepas de Vibrio en larvicultura de camar6n, los resultados mostraron que el
probidtico fue capaz de inhibir el crecimiento de Vibrio dando como resultado una
mejor tasa de supervivencia de las larvas de camaron.

b. Shariff etal. (2001) encontraron que el tratamiento con un probidtico comercial
que contenia Bacillus spp., bacteria oxidante de nitrito, bajo nUmero de bacterias
oxidantes de amoniaco y una levadura, Saccharomyces sp., no aumentd
significativamente la supervivencia ni mejoro la calidad del agua del tanque de
camarones.

c. Melgar Valdes et al. (2013), obtuvieron que la aplicacion de un probidtico
comercial (Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

casei y Saccharomyces cerevisiae) mejoré los parametros de produccion de L.
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vannamei, asi como la calidad del agua del estanque en condiciones de cultivo
intensivo.

d. Dennis et al. (2000), utilizaron un suplemento bacteriano comercial para
cultivar L. vannamei en tanques al aire libre sin intercambio de agua. Este estudio no
mejord la tasa de supervivencia de los camarones, el peso final, el FCR, o la calidad
del agua del tanque de camarones.

e. Sapcharoen y Rengpipat (2013), obtuvieron buenos resultados en el
crecimiento, supervivencia y mejor de la respuesta inmune en el camaron L. vannamei
con la utilizacion de Bacillus subtilis. De ahi que se requiera la comprobacion de la
eficacia de los productos comerciales a escala productiva, asi como la determinacion

de la dosis 6ptima y su modo de empleo.
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6. MARCO METODOLOGICO

6.1 Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en un Laboratorio de Larvas que

se encuentra ubicado en la comuna San Pablo del cantdn Santa Elena, perteneciente a

la provincia de Santa Elena — Ecuador, via del Pacifico ruta del Spondylus con las

siguientes coordenadas 2°09'05"S 80°43'32"W (Figura 7).
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Figura 7. Geolocalizacion del area de estudio, comuna San Pablo provincia de Santa

Elena.

Fuente: Modificado de Google Earth, 2022
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Este estudio se realizd entre los meses de mayo y septiembre, donde la fase de
capacitacion de manejo y protocolos empleados en el Laboratorio de larvas

comprendi6 el mes de mayo v, la fase experimental el resto de los meses mencionados.

6.2 Enfoque y tipo de investigacion

El disefio metodoldgico planteado para el desarrollo de este estudio fue dentro del
enfoque cuantitativo. El alcance del correspondiente estudio fue de tipo experimental
puesto a que los niveles de la variable dosificacion de los dos probidticos (variable
independiente), fueron determinados y manejados para analizar el efecto sobre el
desarrollo de los pardmetros productivos y estado sanitario de larvas de camaron
blanco L. vannamei (variables dependientes), a su vez este estudio adopto el disefio de

una investigacion de caracter descriptivo, experimental y explicativo.

6.3 Productos experimentales empleados

6.3.1 Probidtico A:

Este es un probidtico concentrado de diferentes especies de Bacillus spp. utilizado para
trabajar en beneficio del tracto intestinal del hospedero; ademas, su integrado de calcio
ayuda a la formacion y endurecimiento del nuevo exoesqueleto, asi como también de

vitamina C que es un estimulante de crecimiento y un antiestresante dentro del cultivo.

Caracteristicas y ventajas:

e Aumenta la supervivenciay la tasa de conversion alimenticia,
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e Mejora la digestion del hospedero como la absorcion de nutrientes,

e Fortalece el sistema inmunoldgico y ayuda a promover el crecimiento.

6.3.2. Probiotico B:
Este probiotico ayuda a mejorar los parametros zootécnicos como inhibir el desarrollo
de microrganismos patdgenos en el tracto intestinal debido a su mezcla de Bacillus

spp., Betaglucanos, MOS, Levaduras y complejos Enzimaticos.

Caracteristicas y ventajas:

e Ayuda al crecimiento y sobrevivencia,
e Incrementa la tasa de conversién alimenticia y actia como modulador de la
micro-biota,

e Atrapa micotoxinas y mejora la biomasa del cultivo.

6.4 Caracteristicas de las unidades experimentales

Para la ubicacion de los tratamientos se utilizaron 6 tanques rectangulares de concreto
por cada ciclo larvario, cubiertos con una geomembrana negra, con las siguientes
dimensiones; 12.54 metros de largo x 1.82 metros de ancho y 1.40 metros de
profundidad, con capacidad maxima operativa de 30 toneladas métricas. Los muros

laterales de division entre los tanques de produccién fueron de 1.73 metros.

54



6.5 Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio. Los 6 tanques por cada ciclo de

produccion estuvieron divididos para los 3 tratamientos que fueron: Probidtico A,

Probidtico B y Control (2 réplicas por tratamiento), a continuacion, se indica la

descripcion de cada tratamiento (Tabla 4):

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos y composicion de los probioticos.

Tratamiento

Nombre del
probidtico

Identificacion del
tratamiento

Composicion

Sin adicién de probidticos en
la dieta:

Este se manejo de acuerdo con

el protocolo utilizado dentro

del médulo (en el medio).

Dieta + probidtico comercial
A:

Este consistio en aplicar

diariamente el probiético

comercial desde Zoea 1 hasta

la cosecha.

Dieta + probiotico comercial
B:

Este probidtico comercial se

aplico en la dieta desde Zoea 1

hasta la cosecha.

Sin probidtico

Probiético
comercial A

Probiético
comercial B

T1
(Control)

T2

T3

Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus
pumilus, 2.0 x 10'" UFC/kg,
calcio y vitamina C.

Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, 4.0 x 10"
UFC/g, Betaglucanos 6,0%,
MOS 6,0%, Levaduras 5% y
complejos Enzimaticos
0,5%.
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6.6 Siembray poblacién de estudio

El manejo de las larvas de los tratamientos durante la siembray el desarrollo larval, se
lo efectud en iguales condiciones de limpieza, desinfeccion, recepcion y nutricion
tanto para control como para los tratamientos, protocolo de manejo detallado en el
Anexo 1. Cabe destacar que la unica diferencia fue que en los tratamientos 2 y 3 se
dosifico en la dieta con el probidtico A y probidtico B como Unico tratamiento para
controlar e inhibir patdgenos en el tracto intestinal, mejorar la supervivencia y
crecimiento durante la produccion. En el experimento los nauplios en el sub-estadio
nauplio 5 de L. vannamei fueron suministrados por el laboratorio TEXCUMAR, estos
se distribuyeron de manera aleatoria en los 6 tanques de produccion, se usaron 2
tanques para cada tratamiento los mismos que se encontraron con la siguiente densidad

de siembra y poblacion (Tabla 5):

Tabla 5. Ciclos de produccion, réplica, densidad de siembra y poblacion en cada
tratamiento.

. Control Tratamiento 2 Tratamiento 3
=
8 }_E‘CC’L D(eNn/T_I;j ' Poblacién D(eNn/T_I;j Poblacién D(;n/i;j Poblacién
1 93 2 334000 133 3333 000 106 2 667 000
! 2 93 2 334 000 133 3 333 000 106 2 667 000
1 106 2 667 000 133 3333 000 133 3333000
? 2 106 2 667 000 133 3333 000 133 3 333 000
1 120 3000 000 133 3334 000 130 3260 000
3 2 120 3 000 000 133 3 334 000 130 3260 000
1 106 2 667 000 188 4 700 000 168 4222 000
4 2 106 2 667 000 188 4 700 000 168 4222 000
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6.7 Proceso de activacion de los probidticos

Probiotico A: Este probiotico comercial no se requiere de su activacion.

Probidtico B: Para su activacion consistio en pesar la cantidad requerida del producto
segun cada estadio larvario (Tabla 6) e inocular en un sustrato a base de azicar morena
y agua dulce, manteniéndose en fermentacion en un tanque conico negro durante 24
horas a temperatura ambiente sin aireacion. Este proceso se realiz6 cada dia durante la

produccion (Figura 8).

Figura 8. Activacion del Probiotico B.

6.8 Dosificacion de los probidticos

La dosificacion considerada para esta investigacion se realizd con dosis que a menudo
se utilizan dentro del cultivo de larvas de camar6n ademas por recomendaciones
técnicas de las empresas de produccion de estos productos. La inclusion de los
probidticos fue proporcionada segun cada estadio larvario y administrada directamente
en el alimento balanceado. Cada dieta formulada fue hidratada con agua 1 hora antes
de suministrarle cada tanque, evitando el contacto directo de la mezcla con la luz solar.

Cabe recalcar que antes de la inclusion del probiético B en la dieta del camarén se
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tamizo (Figura 9). En los 4 ciclos de produccion los tratamientos 2 y 3 la dosificacion

se realiz0 desde Zoea 1 y Zoea 2 con una sola aplicacion al dia, desde Zoea 3 hasta

Postlarva 12 se dividio para colocar una dosis a las 12:00 pm y la otra a las 00:00 am

(Tabla 6).

Tabla 6. Dosificacion de los probidticos.

Tratamiento 2

Tratamiento 3

3 T1 Probiético A Probitico B
O (Control) Estadio Dosis Estadio Dosis
(ppm/ton) (ppm/ton)
1 Zoeal 2 Zoeal 2
2 Zoea 2 2 Zoea 2 2
3 Testigo Zoea 3 4 Zoea 3 4
4 M1 - M3 4 M1 - M3 4
PL1-PL 12 9 PL 1-PL 12 6

6.9 Parametros fisico — quimicos del agua

Se tomd los siguientes pardmetros con sus respectivos equipos:

e Temperatura: 4 veces al dia (Oxigendmetro)

e Oxigeno disuelto: 2 vez al dia (Oxigenometro)

e Salinidad: 4 veces al dia (Salindmetro digital)

e pH: 2 vez al dia (pHmetro digital).
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Los datos fueron registrados en un formato de campo (08h00; 12h00; 18h00; 00h00)

a excepcion del oxigeno disuelto y pH que se registro a las 08h00 y 14h00 durante los

dias de produccion.

6.10 Variables Productivas

6.10.1 Crecimiento

La estimacion del crecimiento se realizé de acorde al estadio larvario:

El método volumétrico (Conteo Zoea, Mysis y Postlarva):

Este método se utilizd para Zoea, Mysis y Postlarva 1.

Este consistid en tomar 4 muestras (250 ml cada una) en cuatro distintos puntos
del tanque, con un total de 1 litro de muestra. Posteriormente se procedio a
contar cada larva de la muestra, el resultado se multiplico por el volumen de
agua que se encontraba en el tanque. Con este calculo se obtuvo un valor
estimado de la poblacién, ademas en base a este valor obtenido se realiz6 el

analisis de supervivencia de cada tratamiento para los primeros estadios.

El metodo Gravimétrico (Conteo de Postlarvas):

Se manejo este método desde Postlarva 4.

Este consistio en pescar la larva alrededor del tanque con la ayuda de un chayo,
se escurrid el exceso de agua de la muestra pescada y se tomo muestras desde

0,40 gr para postlarva 4; 0,50 gr para postlarva 5 y asi sucesivamente hasta
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Ilegar al peso de 1 gramo, se contabilizo el nimero de postlarvas presentes en
la mismay se dividio entre la cantidad pesada, obteniendo asi el PL/gr. En base

a este valor se pudo notar el crecimiento diario.

Conteo de postlarva (PL
PL/g = postarva (FL)

Cantidad pesada (g)

e Peso promedio, longitud promedio y uniformidad:
Este parametro se determind desde postlarva 4, para obtener el peso promedio
se realizé de forma manual, este consistié pesar una muestra 1000 miligramos
de cada tratamiento y dividirle para el numero de organismos presentes en
dicha muestra. Para la obtencién de longitud promedio y uniformidad se
determind mediante el programa LARVIA, programa que alcanza una

precision del 99%.

6.10.2 Tasa supervivencia (%)
El registro de la supervivencia real se determind hasta el final del cultivo con la

siguiente formula (Saldarriaga & Briones, 2005 citada en Soriano, 2017):

Poblacion al muestreo
= 100

Poblacion inicial

Donde:

S = supervivencia (%)
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6.10.3 Biomasa
Con objeto de determinar la biomasa para cualquier tiempo, se utilizé la siguiente

formula (Saldarriaga & Briones 2005 citada en Soriano, 2017):

__ PILx Conteo
= g

B x 0,001 kg

Donde:

B = Biomasa (kg)

PIL = peso promedio de la postlarva (g)

Conteo = Cantidad de postlarvas presentes en el tanque.

6.10.4 Conversion alimenticia

El factor de conversion alimenticia se determiné al final de cada ciclo. Esta variable
representa la eficiencia que el alimento posee para producir una unidad de peso del
camaron, considerando que entre mas alto es el factor de conversion alimenticia menos

eficiente es el alimento (Arias Cango & Moran Arellano, 2020).

Para ello se utilizé la siguiente formula (Saldarriaga, y Briones, 2005 citada en

Soriano, 2017):

i Alimento consumido (kg)
F.C.Afinal =

Biomasa cosechada (kg)
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6.11 Estado sanitario de Litopenaeus vannamei

Este analisis microbiolégico tuvo como objetivo determinar la presencia de Vibrios,
utilizando como medio de cultivo Agar TCBS y Agar Chromagar Vibrio. Este proceso
se realizo bajo el protocolo que se utiliza en el laboratorio de microbiologia que se
encuentra dentro de la misma empresa. El total de muestras analizadas fueron de 192
muestras, 48 muestras por ciclo larvario, 16 muestras por tratamiento (réplica 1y 2)
de los estadios Zoea (11 y 1I1), Mysis (I y Il) y de postlarva (lIl, IV, V y IX). A
continuacidn, se detalla los procedimientos utilizados para la preparacion de los

medios de cultivo, inoculacion de la muestra y método de identificacion de colonias:

Preparacion de los medios de cultivo para Vibrios:
e Agar TCBS:
Para su preparacion se pesd 17.80 gramos de agar TCBS y se colocé en una
fiola de 200 ml de agua destilada esterilizada, esto se homogenizo lentamente,
seguidamente se calentd hasta su punto de ebullicién.

Después se dejo enfriar y se distribuy6 en placas Petri estériles (20 ml/caja).

e Agar Chromagar Vibrio:
Se pes6 14.94 gramos de agar Chromagar Vibrio y se colocé en una fiola de
200 ml de agua destilada esterilizada, esto se homogenizo hasta que el agar se

haya espesado bien, seguidamente se calentd hasta su punto de ebullicién
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agitando regularmente. Después se dejo enfriar y antes que se solidifique se

distribuy6 en placas Petri estériles (20 ml/caja).

Inoculacién de las muestras:

La siembra de las muestras se realizé siguiendo la metodologia tradicional, empleando
diluciones seriadas en una relacion 1:10 con solucion salina al 2% de NaCl. Las
muestras se filtraron por una malla donde el micraje vario de acuerdo con el estadio,
cada muestra se desinfecto con agua destilada. Luego se peso 1 gramo de la muestra
en los estadios de postlarvas y para los estadios como Zoea y Mysis en cantidades de
0.5 gramos o su aproximado, esta muestra se colocd en un microtubo eppendorf

previamente tratado para ser macerado.

Después la muestra macerada se puso a centrifugar por 10 segundos. Posteriormente
se efectud la siembra por el método de extension (barrido) con asa de vidrio (asa de
Drygalski) colocando 100 pl de la dilucién en su respectiva caja Petri con Agar TCBS
y agar Chromagar Vibrio. Todas las placas se incubaron en posicion invertida a 33 °C

por 24 horas para su posterior conteo.

Meétodo de identificacion de colonias:

e Agar TCBS: Se identifico mediante la observacion de las caracteristicas de las

colonias, estos se presentan en colonias amarillas y colonias verdes.
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e Agar Chromagar Vibrio: Diferenciacion de microorganismos de acuerdo con
la coloracion que presenta cada colonia.
V. parahaemolyticus (Malva — violeta)
V. vulnificus/ V. cholerae (Azul verdoso a azul turquesa)

V. alginolyticus (Crema).

Estimacion de las unidades formadoras de colonias (UFC):

Se efectud el conteo en unidades formadoras de colonias por mililitro, de la siguiente

manera.

UFC/mL = Numero de colonias x factor de dilucion / mililitros de la muestra.

El grado de dilucion de la muestra fue de gran importancia debido a que un exceso de
dilucion podria ocasionar la falta de crecimiento de colonias. Por ello se siguid
recomendaciones metodoldgicas donde la mejor dilucion es aquella que permite que
se obtengan entre 30 y 300 colonias por placa (Alonson-Urmeneta et al., 2000;
Moreno, 2002). Los analisis bacterioldgicos fueron determinados por rangos de
valores establecidos, segun analisis estadisticos del departamento de microbiologia y

resultados de produccién (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores de severidad de UFC en larvas y Postlarvas de camaron

Rango de Valores

Medio de cultivo Colonias
Normales Elevado Severo
TCBS Tipo 1 (Amarillas) < 10? >10° >10°
TCBS Tipo 2 (Verdes) <102 >10° >10°
Chromagar Vibrio V. parahaemolyticus <10 > 10° >10°
Chromagar Vibrio V. vulnificus <10 > 10" > 1072
Chromagar Vibrio V. alginolyticus <107 >10° > 10*

6.11.1. Observacion en fresco de L. Vannamei
Para este analisis de patologia en fresco se baso basicamente en la observacion con un
microscopio de las caracteristicas externas. Todos los dias se evalud el estado de salud

de las larvas de cada tratamiento, se tomo en consideracién los siguientes aspectos:

e Actividad del organismo

e Branquias (presencia o0 ausencia de suciedad, necrosis)
e Apariencia del intestino (lleno, medio o vacio)

e Estado fisico de las antenas (Coloracion o rotas)

e Deformidad (Rostro, abdomen o apéndices)

e Apariencia de Urépodos (Coloracidn)

e Exoesqueleto (presencia o ausencia de necrosis)

e Hepatopancreas (Tamarfio y coloracién)
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6.12 Anélisis estadistico

Todos los pardmetros fueron registrados en hojas de calculo Excel. Se determiné la
normalidad de los datos obtenidos de cada tratamiento utilizando una prueba de
Anderson — Darling. Asi mismo, se realizaron pruebas de igualdad de varianzas
(homocedasticidad de Levene y de Bartlett). Ademas, para comparar las medias en los
diferentes tratamientos en los distintos ciclos de produccion se aplic6 ANOVA de una
via, con p>0,05 como valor de significancia y un test a posteriori de Tukey. Todas las

pruebas estadisticas se realizaron usando el programa MINITAB version 19.0.
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7. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se realizaron 2 diferentes tratamientos basados en la inclusion del probidtico A y
probidtico B en la dieta diaria de las larvas de camardn L. vannamei durante cuatro
ciclos de produccion, las cuales los tres primeros ciclos de 17 dias y de 19 dias el

ultimo ciclo. Los tratamientos aplicados permitieron dar los siguientes resultados:

7.1 Anélisis de los pardmetros fisicos — quimicos
Los valores obtenidos de los analisis correspondientes se registraron conforme

pasaban los diferentes estadios larvales (Nauplio V, Zoea, Mysis y Postlarva).

7.1.1 Salinidad

Los datos de salinidad en el cultivo de larvas L. vannamei durante la investigacion se
observa en la figura 9, donde para los cuatro ciclos de produccién al inicio de la
experimentacion (nauplio V) los valores correspondieron a un promedio de 32.0 + 0.05
UPS para control, 32.0 £ 0.00 UPS tratamiento 2 y 32 £ 0.04 UPS en tratamiento 3.
Se evidencio el valor de salinidad méaxima en el estadio de Mysis con 32.9 + 0.16 UPS
para control, 32.9 + 0.19 tratamiento 2 y tratamiento 3 con 32.8 £ 0.24 UPS, mientras
que el valor de salinidad minima se observo en el tratamiento 3 (R2 — ciclol) en el

estadio de postlarva con 31.5 UPS y con un promedio de 32.4 + 0.37 UPS.

67



Los valores obtenidos durante los diferentes estadios no presentaron grandes
variaciones entre los tratamientos manteniéndose entre los rangos permisibles.
Bermudes — Lizérraga et al. (2017), comentan que la salinidad optima en el

crecimiento en las primeras etapas del camaron L. vannamei se mantengan los cultivos

en los intervalos de 25-35 UPS.
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Figura 9. Valores promedios de salinidad de los tratamientos y control durante el
estudio A) Ciclo 1; B) Ciclo 2; C) Ciclo 3; D) Ciclo 4. Las letras iguales sefialan que

no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05)
y test de Tukey.
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7.1.2 pH

Durante los 4 ciclos de produccién el rango de pH del agua de los tratamientos, control

y sus respectivas réplicas, se ubicé entre 8.45y 7.61 con un promedio de 8.02 + 0.23

control, 8.03 £ 0.23 tratamiento 2 y 8.03 £ 0.22 tratamiento 3. Resultando valores

dentro del rango permisible, Fenucci (1988), manifiesta que los valores de 7 a 9 en el

agua esta considerada como apta para el cultivo del camardn mientras Kubitza (2017),

indica que bajo estos rangos presentan mejores resultados de produccion ya que estos

valores coinciden con el pH de su hemolinfa.

En la figura 10 se observa que el valor de pH maximo se obtuvo en el estadio de Mysis,

Ilegando a valores promedio de 8.33 + 0.05 en control, 8.35 + 0.06 T2 y 8.29 + 0.05

en T3.
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Figura 10. Valores promedios de pH de los tratamientos y control durante la
investigacion A) Ciclo 1; B) Ciclo 2; C) Ciclo 3; D) Ciclo 4. Las letras iguales sefialan
que no existe diferencias estadisticamente significativas seguin ANOVA de 1 via
(p>0,05) y test de Tukey.

7.1.3 Oxigeno Disuelto

Durante la investigacion en el cultivo de larvas L. vannamei el rango de concentracion
de OD en los tratamientos como para control y sus réplicas, se ubico entre 5. 76 mg/L
y 3.69 mg/L con un promedio en control de 4.90 + 0.35 mg/L, 4.97 + 0.44 mg/L

tratamiento 2 y 5.01 + 0.38 mg/L tratamiento 3.

Se observa en la figura 11 que en el estadio Mysis present6 una gran disminucion de
concentracion de OD en los tratamientos y control, siendo, el valor minimo de este
parametro en el ciclo 2 con el T2 con un valor promedio de 3.92 + 0.32 mg/L. En este

aspecto, Cuéllar- Anjel. (2010) menciona que en el cultivo del camardn requiere
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concentraciones de OD mayor a 3 mg/L y 6ptimamente alrededor de 4 mg/L a 12 mg/L

para un crecimiento adecuado.
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Figura 11. Fluctuaciones de OD registrados en los diferentes estadios larvales de los

tratamientos y control A) Ciclo 1; B) Ciclo 2; C) Ciclo 3; D) Ciclo 4. Las letras iguales

sefialan que no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de 1

via (p>0,05) y test de Tukey.

7.1.4 Temperatura

Los valores de temperatura en el cultivo de larvas L. vannamei durante la investigacion

se observa en la figura 12, donde el rango de temperatura en los tratamientos, control

y sus respectivas réplicas, se ubicé entre 34. 06 °C y 31. 61 °C con un promedio de
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32.75 £ 0.74 °C en control, 32.78 £ 0.70 °C tratamiento 2 y con 32.72 + 0.69 °C en

tratamiento 3.

En este aspecto, Bermudes — Lizarraga et al. (2017) menciona que durante el cultivo
de larvas de camar6n se mantengan en los intervalos de temperatura de 30-35°C ya
que valores mayores 0 minimos a dichos rangos pueden dificultar el crecimiento del
organismo, de tal manera que, para un mejor rendimiento del cultivo se mantuvo
controlado el ambiente, regulando la temperatura en los diferentes estadios, con 32 a
32.5 °C en el estadio Nauplio, 32.5 °C — 33.5 °C en el estadio Zoea, 33.5 °C — 34 °C

estadio Mysis y en el estadio de postlarva con un méximo de 33 °C con un minimo de

32 °C.
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Figura 12. Valores promedios de temperatura obtenidos en los diferentes estadios
larvales con los tratamientos A) Ciclo 1; B) Ciclo 2; C) Ciclo 3; D) Ciclo 4. Las letras
iguales sefialan que no existe diferencias estadisticamente significativas segun
ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.2 Desarrollo de los parametros de crecimiento de las larvas L. vannamei con

los probidticos comerciales aplicados.

7.2.1 Crecimiento de acuerdo con cada tratamiento en larvas por gramo (PL/g)

El resultado final de larvas por gramo de cada ciclo con los tratamientos aplicados se
observa en la figura 13, donde el valor final del PL/g de los cuatro ciclos de produccién
realizados correspondieron a un promedio de 215 PL/g en control, 217 PL/g
tratamiento 2 y con 196 PL/g en tratamiento 3. Se evidencio un mayor crecimiento en
el primer ciclo en el tratamiento 3 (R2) con 170 larvas por gramo al igual que en el
ciclo 2 con 210 PL/g y en el ciclo 4 con 190 PL/g, el menor crecimiento se observé en
el ciclo 1 en el tratamiento 2 (R1) con 250 PL/g y con 260 PL/g en control (R1) en el

ciclo 4.
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Figura 13. Larvas por gramo (PL/g) por ciclo de produccion de los tratamientos y
control. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias estadisticamente
significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.2.2 Peso promedio

El peso promedio final de las larvas L. vannamei en PL 10 (ciclo 1, ciclo 2, ciclo 3) y
PL 12 (ciclo 4) con la aplicacién de los tratamientos se observa en la figura 14, donde
el valor maximo correspondié al tratamiento 3 (R1y R2) en el ciclo 1 y ciclo 3 con
5.9 mg, mientras que el valor minimo en el ciclo 4 fue en control (R1) con 3.8 mgy
3.9 mg en control (R2). Teniendo como peso promedio de 4.8 mg en control, 4.7 mg

tratamiento 2 y con 5.2 mg en tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccion.
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Figura 14. Peso promedio de las larvas por ciclo de produccion de los tratamientos y
control. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias estadisticamente
significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.2.3 Longitud promedio

La longitud promedio final de las larvas L. vannamei en PL 10 (ciclo 1, ciclo 2, ciclo
3) y PL 12 (ciclo 4) con la aplicacién de los tratamientos se observa en la figura 15,
donde el valor maximo en el ciclo 1 se presentd en el tratamiento 3 (R2) con 8.8 mm
y el minimo en el tratamiento 2 (R2) con un valor de 7.7 mm, en el ciclo 2 el valor
méaximo en el tratamiento 3 (R2) con 8.4 mm y el minimo en control (R1) con 7.9 mm,
mientras que en el ciclo 3 correspondio el valor maximo al tratamiento 3 (R1) con 8.9
mm y el minimo en el tratamiento 2 (R1) con 7.8 mm y en el ciclo 4 con un valor
méaximo de 8.6 mm en el tratamiento 3 (R2) y el minimo en control (R1) con 7.5 mm.
Teniendo como longitud promedio final de las larvas L. vannamei de 8.2 mm en

control, 8.0 mm en T2y 8.5 mm en el T3 durante los cuatro ciclos de produccion.
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Figura 15. Longitud promedio de las larvas por ciclo de produccion de los
tratamientos y control. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias

estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.2.4 Uniformidad

El % de uniformidad final de larvas L. vannamei en PL 10 (ciclo 1, ciclo 2, ciclo 3) y
PL 12 (ciclo 4) con la aplicacién de los tratamientos se observa la figura 16, donde el
valor maximo en el ciclo 1 correspondié a control (R1) con 80% y el minimo en
tratamiento 3 (R2) con 69 %, en el ciclo 2 el valor maximo en tratamiento 2 (R1) con
82 % y minimo en tratamiento 3 (R1) con 72 % mientras que en el ciclo 3 el valor
maximo en control (R2) con 74 % y minimo en control (R1) con 67%, en el ciclo 4 el
valor méaximo fue en el tratamiento 3 (R2) con 79% de uniformidad y minimo en
control (R2) con 66 %. Teniendo como porcentaje de uniformidad promedio de 73 %
en control, 74 % tratamiento 2 y en tratamiento 3 con 73% durante los cuatro ciclos de

produccién.
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Figura 16. Porcentaje de uniformidad de las larvas por ciclo de produccion de los
tratamientos y control. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias
estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.3 Biomasa

La biomasa final de larvas L. vannamei en PL 10 (ciclo 1, ciclo 2, ciclo 3) y PL 12
(ciclo 4) con la aplicacion de los tratamientos se observa en la figura 17, donde los
valores maximos correspondieron al ciclo 4 en el tratamiento 3 (R2) con 16. 43 kg y
con 16. 14 kg en el tratamiento 2 (R1), mientras que los valores minimos se presentaron
en el mismo ciclo con 5. 59 kg en control (R1) y 6. 42 kg en control (R2). Teniendo
como biomasa promedio de 8.43 en control, 11. 16 kg en tratamiento 2 y en tratamiento

3 con 12, 01 kg durante los cuatro ciclos de produccion.
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Figura 17. Biomasa final de las larvas por ciclo de produccion de los tratamientos y
control. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias estadisticamente
significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.4 Conversion alimenticia

Con respecto al F.C.A final del cultivo de larvas L. vannamei con PL 10 (ciclo 1, ciclo
2, ciclo 3) y PL 12 (ciclo 4) se observa en la figura 18, donde en control (R1) se
presento el valor méas bajo en el ciclo 3 con 0.69 y con el valor més alto de 0.84 en el
ciclo 1, en el tratamiento 2 (R1) con 0.67 (ciclo 4) siendo el valor mas bajo y con 0.84
en la R2 (ciclo 1) con el valor mas alto, mientras que en el tratamiento 3 (R1)
correspondio al valor mas bajo en el ciclo 1 con 0. 61 y con el valor mas alto en la R2
(ciclo 3) con 0.72. Teniendo como F.C.A promedio de 0.76 en control, 0.72
tratamiento 2 y con 0.68 en el tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccion.
De acuerdo con los resultados obtenidos en los tratamientos aplicados, podemos decir

que los valores estan en los intervalos permisibles, en este aspecto Talavera et al.
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(1997), menciona que los valores del F.C.A dptimos para el crecimiento del camarén
deberia ser entre 0.6 - 1.0 en camarones de hasta 10 gramos de peso. Idealmente el
F.C.A no debe ser mayor de 1.5, mientras menor sea el valor, mas eficiente es el

camaron en la utilizacion de alimentos para su crecimiento.
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Figura 18. Comportamiento del factor de conversion alimenticia en los tratamientos
y control durante los cuatro ciclos de produccion. Las letras iguales sefialan que no
existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y
test de Tukey.

7.5 Supervivencia de larvas L. vannamei con los tratamientos aplicados

La supervivencia final de larvas L. vannamei en PL 10 (ciclo 1, ciclo 2 y ciclo 3) y PL
12 (ciclo 4) con la aplicacion de los tratamientos se observa en la figura 19, donde se
evidencia una mayor supervivencia en el tratamiento 3 (R1) con un 77% en el ciclo 1,

seqguido del tratamiento 3 (R2) con un 73 % en el ciclo 4 en comparacion del
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tratamiento 2 que su mayor supervivencia fue del 72 % en laR1y con 69 % en la R2.
Sin embargo, en control el ciclo 1 obtuvo una mayor supervivencia con 88% en R1y
77% en R2, a diferencia que en el ciclo 4 presento una mayor mortalidad con relacion
al tratamiento 2 y 3, correspondiendo a R1 con 55 % y 62 % de supervivencia en R2.
En el % de supervivencia promedio durante los cuatro ciclos de produccion de estudio

el valor maximo fue en el tratamiento 3 con 70%, tratamiento 2 con 65% y control con

estadios larvales del camaron.

66%, resultando ser mas efectivo usar el probiético B en la dieta diaria de los diferentes
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Figura 19. Porcentaje de supervivencia de larvas L. vannamei con los tratamientos
suministrados durante los cuatro ciclos de produccion. Las letras iguales sefialan que
no existe diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05)

y test de Tukey.
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7.6 Andlisis de la dindmica bacteriana de las larvas L. vannamei durante los

cuatro ciclos de cultivo.

7.6.1 Dindmica de crecimiento de Vibrios en muestras de larvas de camaron con
la inclusion del probidtico A.

Los resultados de la carga bacteriana con la aplicacion del tratamiento 2 durante los
cuatro ciclos de produccion se pueden observar la figura 20, donde en el estadio Zoea
con las muestras procesadas se tuvo una variacion bacteriana, en la R2 (ciclo 1, 3y 4),
los cuales las colonias amarillas tuvieron el maximo exponente siendo el dato mas alto
de 1.10E+04, mientras que para las muestras de la R1 hubo una disminucion de su
exponente con 4.40E+03 como el valor més bajo. En comparacion con control el valor
mas bajo fue de 1.99E+03 en la R2 (ciclo 1) y con el maximo exponente de 4.24E+04

en laR1 (ciclo 3).

Para el caso de las colonias verdes en el tratamiento 2 se presenté valores de exponente
a la tercera, con un promedio de 3.86E+03 a diferencia de control que mostro como su

maximo exponente en la R1 con 1.25E+04.
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Figura 20. Dinamica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio de Zoea del

tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

La identificacion de Vibrios spp., durante el periodo de estudio se llevé a cabo a través

de colorimetria proporcionada por el Chromagar Vibrio para determinar la especie.

En la figura 21 se puede observar el crecimiento de Vibrios spp., en el estadio Zoea
del tratamiento 2, la especie de V. parahaemolyticus en el T2 R1 se obtuvo valores
dentro de los rangos normales durante los cuatro ciclos de produccion a diferencia en
el T2 R2 donde hubo variaciones en el ciclo 2 y 3, siendo el dato mas alto de 2.15E+02.

No obstante, en control en la R1 (ciclo 1) se presento con una concentracion mas alta
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con relacion al tratamiento 2 siendo este de 4.90E+03. Para el caso del V. vulnificus
durante los cuatro ciclos de produccion en el tratamiento 2 (R1 y R2) y control se
reportd con el minimo exponente sin embargo con el V. alginolyticus control y
tratamiento 2 y sus réplicas se registraron con rangos elevados siendo el valor més alto

de 1.53E+04 en el T2 (R2) y en control (R2) con 1.72E+04.
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Figura 21. Dinamica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el

estadio Zoea del tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

En la figura 22 se puede observar la carga bacteriana en el estadio Mysis con las

muestras procesadas del tratamiento 2, las colonias amarillas presentaron poca
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variacion tal como se observa en la figura 22, donde el dato més alto para el T2 fue en
la R2 (ciclo 2) con 2.51E+04, mientras, control reporto un valor de 3.67E+04 en la R1
(ciclo 4) y en la R2 (ciclo 2) con 3.22E+04, siendo valores alto en relacion con el
tratamiento 2. Para el caso de las colonias verdes en el tratamiento 2 la concentracion
méaxima se puedo observar en la R1 (ciclo 1) con 1.06E+04 mientras que en control la

carga bacteriana méxima fue de 1.83E+04 en R2 (ciclo 4).
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Figura 22. Dindmica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio Mysis del

tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

En la figura 23 se puede observar el crecimiento de Vibrios spp., en el estadio Mysis
del tratamiento 2, la especie de V. parahaemolyticus en la R1 se registro valores dentro
de los rangos normales durante los cuatro ciclos de produccion a diferencia de la R2

(ciclo 3) donde se reportd una concentracion mas alta, con 2.87E+02 al igual control
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(R1- ciclo 3) con 4.12E+02, resultando rangos elevados para larvas de L. vannamei.
Para el caso del V. vulnificus durante los cuatro ciclos de produccién en el tratamiento
2 (R1y R2) y control no se presentd variaciones, manteniéndose dentro de los rangos
normales. Por otra parte, con el V. alginolyticus control y tratamiento 2 y sus réplicas
se registraron con rangos elevados, siendo el valor més alto de 2.23E+04 en el T2 (R2

ciclo 4) y en control (R1 ciclo 4) con 1.19E+04.
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Figura 23. Dinamica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el

estadio Mysis del tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

Los resultados del conteo bacteriologico para el estadio de postlarva del tratamiento 2
se puede observar la figura 24, donde se evidencia que todas las muestras tanto del T2

R1y R2 como para control presentaron valores de exponente a la tercera para colonias
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verdes, que en comparacion del anterior estadio se demuestra una disminucion de

colonias verdes en el T2 (R1 ciclo 1) y en control (R2 ciclo 4).

En el caso de las colonias amarillas se reportaron cargas bacterianas altas en el
tratamiento 2, siendo el valor més alto en la R1 (ciclo 1) con 1.49E+04 y en la R2
(ciclo 1y 4) con 1.13E+04, al igual que control también presento valores de exponente

a la cuarta siendo el valor maximo de 6.31E+04 en la R1 (ciclo 4).
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Figura 24. Dinamica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio de postlarva del

tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccién.

Los resultados del crecimiento de las especies de Vibrio spp., en el estadio postlarva

con el tratamiento 2 se puede observar la figura 25, donde en el T2 enel ciclo 2,3y 4
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el V. parahaemolyticus se presentd dentro de los rangos normales para las dos replicas,
sin embargo, en la (R1 ciclo 1) se registro el valor méximo de 5.23E+03, siendo el
unico valor fuera del rango normal en el tratamiento 2, mientras control en el ciclo 4
se obtuvo una alta concentracion de esta especie con 7.40E+03 en la (R1) y 5.30E+03

en la R2 (ciclo 2).

Por otra parte, el crecimiento del V. vulnificus dentro del tratamiento 2 (R1 y R2) se
mantuvieron dentro de los rangos aceptables para postlarvas de camaron a diferencia
de control que hubo una gran variacién, presentando como valor maximo de 2.95E+02
en la R1 (ciclo 4). Para el caso del V. alginolyticus en el tratamiento 2 (R1 y R2)
reportaron valores de exponente a la tercera, sin embargo, control presento valores de

exponente a la cuarto, siendo el valor mas alto de 1.43E+04 en la R1 (ciclo 4).
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Figura 25. Dindmica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el

estadio postlarva del tratamiento 2 y control durante los cuatro ciclos de produccién.

7.6.2 Dindmica de crecimiento de Vibrios en muestras de larvas de camarén con

la inclusion del probiético B.

En el estadio Zoea los resultados de la carga bacteriana con la aplicacion del
tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccién se pueden observar en la figura
26, donde el crecimiento de colonias amarillas en el ciclo 2 y 3 se reportd valores de
exponente a la cuarta tanto en el tratamiento 3 (R1 y R2), siendo la concentracién mas
alta de 1.31E+04, mientras que en el ciclo 1 y 4 se obtuvo valores con exponente a la

tercera, no obstante control en comparacién con el tratamiento presento una mayor

88



carga bacteria de colonias amarillas siendo el valor mas alto de 4.24E+04 en R1 (ciclo
3) y con un minimo de 1.99E+03 en la R2 (ciclo 1). Por otra parte, las colonias verdes en el
tratamiento 3 (R1 y R2) durante los cuatro ciclos de produccion se registraron valores con
exponente a la tercera, con un valor minimo de 1.27E+03 en R2 (ciclo 1), sin embargo, en

control se presento la carga méxima de colonias verdes con 1.25E+04 en R1 (ciclo 4).
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Figura 26. Dinamica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio de Zoea del

tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

En cuanto al crecimiento de especies de Vibrios spp., en el estadio Zoea con la
aplicacion del tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccion se puede observar
en la figura 27, donde se registré una concentracion alta de la especie de V.
parahaemolyticus en el tratamiento 3 (R1) con 1.17E+02 (ciclo 3) y la minima

concentracion en la R2, siendo el dato mas bajo en el ciclo 3 con 1.05E+01, en

89



comparacion con control esta también presentd en el ciclo 1 una concentracion alta de
4.90E+03 en R1y 9.71E+02 en la R2 (ciclo 4). Para el caso del V. vulnificus en el T3
(R1y R2) se registraron con valores minimos, siendo el dato méas bajo de 2.50E+00
en la R1 (ciclo 3). No obstante, en control en la R1 (ciclo 3) fue el Gnico que mostro
carga bacteriana de concentracion 3.75E+01 mientras en la R2 no presentaron
crecimiento de esta especie durante la fase experimental. En el crecimiento del V.
alginolyticus en el tratamiento 3 (R1 y R2) se reportaron valores de exponente a la
cuarta con un maximo de 1.40E+04 (ciclo 3) y en control en el mismo ciclo con un

méximo de 1.72E+04 en la R2.

1,80E+04
1,60E+04
1,40E+04
1,20E+04
2 1,00E+04
O
s
DO 8,00E+03
6,00E+03

4,00E+03

2,00E+03 i .

0,00E+00
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo4

mV. parahaemolyticus (control-R1)  ®V. parahaemolyticus (control-R2)

V. parahaemolyticus (T3-R1) m V. parahaemolyticus (T3-R2)
m V. vulnificus (control-R1) m V. vulnificus (control-R2)

V. vulnificus (T3-R1) @ V. vulnificus (T3-R2)
m V. alginolyticus (control-R1) m V. alginolyticus (control-R2)
m V. alginolyticus (T3-R1) u V. alginolyticus (T3-R2)

Figura 27. Dinamica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el
estadio de Zoea del tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccion.
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En el estadio Mysis los resultados de la carga bacteriana con la aplicacion del
tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccién se pueden observar en la figura
28, donde se reporta valores de exponente a la cuarta en la concentracion de colonias
amarillas, siendo el valor mas alto de 2.17E+04 en el tratamiento 3 R2 (ciclo 1) y con
un minimo de 4.20E+03 en la R2 (ciclo 3), no obstante, control reporto un valor de
3.67E+04 en la R1 (ciclo 4) y en la R2 (ciclo 2) con 3.22E+04. Para el caso de las
colonias verdes en el tratamiento 3 (R1 y R2) se obtuvieron valores de exponente a la
tercera, con un minimo de 1.19E+03 en el ciclo 2 (R1), sin embargo, control en el ciclo
4 presento una alta concentracion de colonias verdes, siendo este de 1.83E+04 (R2)
como su valor maximo.
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Figura 28. Dinamica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio de Mysis del

tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccién.

91



El crecimiento de especies de Vibrios spp., en el estadio Mysis con la aplicacion del
tratamiento 3 durante los cuatro ciclos de produccién se puede observar en la figura
29, donde el crecimiento del V. parahaemolyticus en el tratamiento 3 (R1) reporto
valores dentro del rango normal en el ciclo 2 y 3 con un minimo de 1.60E+01, mientras
en la R2 no presentaron crecimiento de esta especie en sus cuatro ciclos de produccién.
No obstante, control obtuvo valores fuera del rango normal, siendo este de 4.12E+02
en laR1 (ciclo 3). En cuanto a la presencia del V. vulnificus en el tratamiento se obtuvo
valores méaximos de 1.00E+02 en el ciclo 3 (R1) y minimo de 3.60E+01 (R1), que en
comparacion del anterior estadio se demuestra un aumento en su concentracion en
dicha replica, mientras en la R2 no mostro crecimiento de esta especie en los cuatro
ciclos, control permanecié dentro de los rangos normales y sin presencia del V.

vulnificus en la R1 durante los cuatro ciclos de produccion.

Para el caso del V. alginolyticus presento valores con exponente a la cuarta, siendo
1.20E+04 como la concentracion mas alta en el ciclo 4 (R1), aunque control obtuvo

valores méximos de 2.05E+04 en el ciclo 4 (R2).
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Figura 29. Dinamica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el

estadio de Mysis del tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

Continuando con el estadio de postlarva los resultados del conteo bacterioldgico con
el tratamiento 3 se puede observar en la figura 30, donde la carga bacteriana en
colonias amarillas se registraron valores maximos en el ciclo 1y 2 con el dato mas alto
de 1.17E+04 en el tratamiento 3 (R2) mientras en control su valor maximo fue de
6.31E+04 en el ciclo 4 (R1). Por otra parte, el crecimiento de colonias verdes para el
tratamiento 3 (R1 y R2) y control (R1 y R2) se reporté valores de exponente a la
tercera, a excepcion del ciclo 4 que presento un valor minimo de 6.74E+02 en el

tratamiento 3 (R2).
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Figura 30. Dinamica de crecimiento de Vibrios (UFC/g) en el estadio de Postlarvas

del tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccion.

Los resultados del crecimiento de especies de Vibrios spp., en el estadio Postlarva con
la aplicacién del tratamiento 3 en los cuatro ciclos de produccion se puede observar en
la figura 31, donde el V. parahaemolyticus en el tratamiento 3 (R2) reporto valores
dentro del rango normal, siendo de 2.15E+01 en el ciclo 2 como valor minimo, sin
embargo, en el tratamiento 3 (R1) en el ciclo 2 se observé una alta concentracion de
V. parahaemolyticus con 1.08E+02, resultando ser un rango severo para postlarvas de
camardn, aungue control presento una concentracion mucho mas alta en el ciclo 4 con

7.40E+03 en la (R1) y 5.30E+03 en la R2 (ciclo 2).
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Para el caso del V. vulnificus en el tratamiento se registrd valores dentro de los rangos
normales en los cuatro ciclos de produccién, con una concentracion minima de
5.75E+00, no obstante control present6 valores con exponente a la segunda siendo de
2.95E+02 en el ciclo 4 (R1) como el dato mas alto. En cuanto al crecimiento del V.
alginolyticus en el tratamiento no hubo mucha variacion con el exponente, mostrando
resultados de exponente a la tercera a excepcion del ciclo 2 (R1) donde se obtuvo como
valor maximo de 1.06E+04. Aunque control al igual presento una alta concentracion
del crecimiento del V. alginolyticus en el ciclo 4 (R1y R2), siendo de 1.43E+04 como

el valor maximo.
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Figura 31. Dinamica de crecimiento de las especies de Vibrios spp. (UFC/g) en el

estadio de postlarva del tratamiento 3 y control durante los cuatro ciclos de produccion.
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7.7 Comparacion de la dinamica de crecimiento de Vibrios en los estadios

larvales del camaron L. vannamei con la inclusién de los probi6ticos.

En la figura 32 se puede observar que hubo diferencias significativas en la carga
bacteriana de colonias amarillas entre control y los dos tratamientos en el estadio Zoea,
Mysis y postlarva, esto pudo atribuirse a sus altas concentraciones durante el periodo
de estudio. En el estadio Zoea el crecimiento de colonias amarillas con altas
concentraciones se registré en control con 1.39E+04 seguido del tratamiento 2 (R2)
con una concentracion de 1.02E+04 mientras, que el minimo se observo en el
tratamiento 2 (R1) con 6.76E+03 y en el tratamiento 3 (R2) con 7.85E+03, para el caso
de las colonias verdes en los tratamientos y control se presento valores con exponente
a la tercera con un valor maximo de 8.13E+03 en control y con un valor minimo de

2.14E+03 en el tratamiento 3 (R2).

En el estadio de Mysis, en control (R1) se registré 2.17E+04 como mayor valor en
colonias amarillas, seguido del tratamiento 2 (R2) con 1.19E+04 mientras tanto, en
colonias verdes en este estadio el dato mas alto correspondié a control (R2) con
9.40E+03. Y finalmente, para postlarva se observé el valor médximo de colonias
amarillas en control con 2.98E+04 (R1) y 1.16E+04 en R2, mientras los tratamientos
se mantuvieron con exponente a la tercera con un maximo de 8.69E+03 en el
tratamiento 2 (2), para el caso de las colonias verdes la concentracion mas alta fue en

el tratamiento 3 (R1) con 4.88E+03.
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Figura 32. Comparacion de la carga bacteriana A) Colonias amarillas y B) Colonias
verdes; entre los tratamientos y sus respectivas réplicas en los estadios larvales del
camaron L. vannamei. Las letras iguales sefialan que no existe diferencias

estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

En la figura 33 se puede observar la comparacion de la carga bacteriana de Vibrios
spp., entre los tratamientos y sus respectivas réplicas en los estadios larvales del

camaron, hubo diferencias significativas entre control y los dos tratamientos en la
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concentracion del V. parahaemolyticus, mientras en las especies de V. vulnificus y V.
alginolyticus no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los

tratamientos y control.

En el estadio Zoea se obtuvo la mayor concentracion de carga bacteriana del V.
parahaemolyticus en control (R1) con 1.25E+03, seguido del tratamiento 2 (R2) con
1.18E+02. Para el caso del V. vulnificus el tratamiento 3 (R1) registro la méaxima
concentracion con 1.60E+01, mientras que para el V. alginolyticus el mayor
crecimiento bacteriano fue en el tratamiento 2 (R2) con 7.79E+03. Por otra parte, para
el estadio de Mysis presentd una alta concentracion del V. parahaemolyticus en control
(R1) con 1.03E+02 y con 7.10E+01 en el tratamiento 2, para el V. vulnificus su
concentracion méxima fue en el tratamiento 3 (R1) con 3.40E+01 y para el V.

alginolyticus su maximo valor se observd en el tratamiento 2 (R2) con 1.21E+04.

Finalmente, para el estadio de postlarva la carga bacteriana méaxima del V.
parahaemolyticus fue en control (R1) con 1,87E+03 y con 1.34E+03 en la R2,
mientras, para los tratamientos se mantuvo con el minimo exponente. En el V.
vulnificus en control se presento el maximo exponente con 1.11E+02 mientras en los
dos tratamientos se mantuvo dentro de los rangos normales, en cuanto al V.
alginolyticus su maxima concentracion fue en control (R1) con 8.93E+03, seguido del

tratamiento 3 (R2) con 7.27E+03.

98



1,40E+04 a
1,20E+04
1,00E+04 a2 a ? a
I ala 2a
2 8,00E+03 alc T A2 T
LL a T
> 6,00E+03 a
4,00E+03 !
2,00E+03 i aa Il 23 a2a || bbbada || bbbada || pbbada || bPba?a
[0 1T 5 TIT 71T TIT 11T 71T 71T 1T 71T
0,00E+00
o = o o = o o = [} o = [} o S o o S =)
E 5 € E 5 £ E 5 £ € 5 £ € = £ £ = g
5] - > Q - f)) [ - fo)) Q : (=] Q - (=] [ Y (=]
@ > 5 > 5 > 5 > 5 > 5 >
o o o o o o
> > > > > >
Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

PROMEDIO DE VALORES
mZOEA ®MYSIS ©POSTLARVA

Figura 33. Comparacion de la carga bacteriana de las especies de Vibrios spp. entre
los tratamientos y sus respectivas réplicas en los estadios larvales del camarén. Las
letras iguales sefialan que no existe diferencias estadisticamente significativas segun

ANOVA de 1 via (p>0,05) y test de Tukey.

7.8 Anomalias en larvas L. vannamei con los tratamientos aplicados

Con relacidn al analisis de patologia en fresco en los tanques de estudio en los estadios
larvales durante el periodo de investigacién no se presentd evidencia de lesiones
relacionadas a las enfermedades mencionadas. En el estadio Zoea con un total de 240
muestras analizadas por tratamiento, se encontrd con la inclusién del probiético A que
el 26% de larvas presento necrosis a nivel de las puntas de las antenas y espinas

furcales, mientras con la inclusion del probidtico B se registré del 20% larvas presento

99



esta necrosis mencionada, no obstante, en control se encontré el 30% de larvas con

esta necrosis y el 18% con problema de muda.

En el estadio Mysis con un total de 240 muestras analizadas por tratamiento, se
observo en el tratamiento 2 que el 10% presento problemas de muda en la region furcal
y el 50 % de anomalias a nivel de intestino, mientras que en el tratamiento 3 se registrd
el 8% con problemas de muda y del 42% de larvas con anomalias a nivel de intestino,
en control fue del 13% con problemas de muda y del 56% con anomalias a nivel de

intestino.

Y finalmente, en el estadio de postlarva con un total de 600 muestras analizadas por
tratamiento, se encontrd el 30% de larvas con anomalias en branquias y del 55% con
afectaciones de necrosis en el tratamiento 2, mientras que en el tratamiento 3 se registro
el 25% de larvas con anomalias en branquias y 43 % con afectaciones de necrosis, en
control con 36% de larvas con anomalias en branquias y del 62% con afectaciones de

Nnecrosis.
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8. DISCUSION

Boyd (1989) considera como valores 6ptimos de salinidad entre 15 a 25 UPS para el
cultivo de L. vannamei mientras que, Chong-Robles et al. (2014), reporta como rangos
optimos salinidades entre 20 y 40 UPS para los estadios larvarios (nauplio, Zoea y
Mysis) por ser una especie eurihalina en condiciones naturales. No obstante, McGraw
et al. (2002), Stern et al. (1990) y Bray et al. (1994), menciona que esta especie puede
tolerar desde agua dulce (0,5-2,0 UPS) hasta agua hipersalina de 60 UPS, mientras
que, durante el periodo de estudio en los tratamientos y control, el parametro de
salinidad en el cultivo se registrd dentro de los rangos Optimos para el crecimiento y
supervivencia del camaron, entre 32 y 33 UPS, presentando valores maximos en el

estadio de Mysis.

La concentracion de pH del agua en los tratamientos y control oscilo entre 7.6 a 8.4,
resultados similares reportd Wang et al. (2004), quienes sefialaron que el pH de 7.6 a
8.6 son favorables para el cultivo de camaron L. vannamei. Las ligeras variaciones pH
obtenidas en cada estadio pH segun Balakrishnan et al. (2011) se deben a que este
pardmetro se encuentra influenciado por factores como la acidez del fondo del tanque,
los insumos utilizados para el cultivo del camaron y la actividad bioldgica. Cabe
mencionar que valores mayores a 9 o menores de 6 pueden producir estres al

organismo o mortalidad de la poblacion (Kubitza, 2017).
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Los resultados de temperatura en los tratamientos y control se mantuvieron en un rango
de 32 a 34 °C con valores maximos en el estadio de Mysis, Ponce- Palofox et al.
(1997), mencionan como rangos optimos para el desarrollo y crecimiento del camarén
L. vannamei entre 25 a 35 °C, mientras que, la FAO (2010), menciona que al cultivar
L. vannamei la temperatura debe presentar rangos minimos de entre los 28 °C, pero
puede soportar de 20 °C hasta 35 °C. Motesdeoca et al. (2002), indican que los cultivos
de camaron con temperaturas de 33 °C la respuesta inmunitaria a cargas virales es

mayor que a temperaturas bajas.

En referencia a la concentracién de OD en el agua de los tratamientos y control, se
mantuvieron dentro de los rangos Optimos, entre 4 a 5.5 mg/L, estos valores
concuerdan con los reportes de Cuéllar, et al. (2010), quienes mencionan que el cultivo
con 4 mg/L a 12 mg/L, es el mejor rango para el desarrollo normal fisiol6gico del
camaroén. Las variaciones de concentraciones de OD, segin Mufioz (2022), Sanchez y
Gandara (2011), se debe a que, la solubilidad de oxigeno dependeréa de la temperatura,

es decir a mayor temperatura menor sera la disolucion del oxigeno.

Por otra parte, en el desarrollo de los pardmetros productivos con la inclusion de los
probidticos comerciales en la dieta diaria de larvas L.vannamei, Kumar et al (2008),
Vieira et al. (2016), Zorriehzahra et al. (2016), Huynh et al. (2017), Irianto y Austin
(2002), mencionan que esta es la mejor forma usar estos probidticos en el cultivo de

camaron que con la aplicacion en el medio, debido a su capacidad de colonizacion y
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adhesion en el tracto gastrointestinal, mejoramiento de las funciones inmunes, la
resistencia a enfermedades frente a infecciones virales u bacterianas y por sus efectos
benéficos como en el incremento en la conversion alimentaria, aumento del

rendimiento del crecimiento y supervivencia.

Con respecto, a los resultados obtenidos en la etapa experimental con la inclusion del
probidtico A con Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus y el
probidtico B a base de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Betaglucanos, MOS,
levaduras y complejos enzimaticos en la dieta diaria de los estadios larvales (Zoea,
Mysis y Postlarva), no hubo diferencias significativas, Ruiz (2009), quien utilizando
tres probidticos comerciales (constituido por diferentes grupos de microorganismos)
determind que no existi6 diferencia estadistica significativa, no mejoraron el
crecimiento, ni la sobrevivencia ni la conversion alimenticia de camarones L.

vannamei.

No obstante, entre los tratamientos, se registrd que el uso de la combinacién simbidtica
(Bacillus spp. mas prebioticos), ejerci6 un efecto satisfactorio en cuanto a
supervivencia, biomasa, factor de conversion alimenticia y crecimiento en
comparacion con control y con el tratamiento del probidtico A. De acuerdo con Huynh
et al. (2018), Huynh et al. (2019), Gatesoupé (1999), Wang (2007) y Lesmanawati
(2013), un mejor crecimiento y supervivencia Se obtiene como resultado de la
suplementacion dietética con la combinacion de bacterias probioticas mas prebidticos;

esto podria atribuirse al aumento de la eficiencia de la ingesta activa de alimentos,
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actividades elevadas de enzimas digestivas, cambios fisiologicos y bioldgicos en la

condicidn gastrointestinal y proteccion del hospedero frente a agentes infecciosos.

El tratamiento con el probidtico A posiblemente no fue tan eficiente como el
tratamiento con el probidtico B debido a su administracion individual, esto concuerda
con Granillo (2007) y Sanjinez (2006), quienes reportaron bajos pesos en el cultivo
con la utilizacion de probidticos constituidos por un solo grupo de microorganismos
(bacterias acido lacticas). No obstante, Toledo et al. (2019) reportan que la
combinacion de diferentes cepas es mejor que probidticos compuestos por mono-
especies para el mejoramiento en los resultados de supervivencia, crecimiento y factor

de conversion alimenticia.

Indariyanti & Aprilia (2022), reportaron bajos valores de FCA en el cultivo de L.
vannamei con la utilizacion de probidticos que contenian bacterias del grupo
Lactobacillus y Bacillus, estos autores mencionan que aplicadas en la dieta aumenta
el apetito de los camarones, aumentando asi la absorcion de los nutrientes del alimento

ademas ayuda a digerir la proteina contenida en el pienso.

Por otra parte, en base a los resultados de los andlisis bacteriolégicos realizados para
Vibrios hubo diferencias significativas entre los tratamientos y control, segun

Boonanuntanasarn (2016), encontraron que los simbi6ticos dietéticos (Bacillus subtilis
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+ mas prebidticos) aumentaron significativamente la abundancia de bacterias
beneficiosas y redujeron la abundancia de Vibrios spp., en el intestino del camaron
blanco, mientras Sdnchez-Ortiz et al. (2016) hallaron que la administracion de Bacillus
spp., en la dieta de L. vannamei reducia la prevalencia viral en los organismos y

estimulaba el crecimiento y la expresion de genes del sistema inmune.
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9. CONCLUSIONES

Los parametros fisico-quimicos del agua medidos en los tratamientos y control no
presentaron significancia estadistica, manteniéndose dentro de los rangos 6ptimos, por

tanto, lo, no establecieron un factor influyente para las variables del estudio.

Entre los tratamientos y control no hubo diferencias significativas en el desarrollo de
los parametros productivos, sin embargo, dentro de las variables medidas de
crecimiento (PL/g, longitud, peso y uniformidad) se registrd6 mejores resultados con la
aplicacion del probidtico B (Bacillus spp. + prebidticos), con un promedio de 196 en
PL/gr, peso promedio de 5.2 mg, longitud promedio de 8.5 mm y con un 73 % de

uniformidad.

Por otra parte, al igual que en el parametro de crecimiento, la inclusién del probidtico
B en la dieta diaria de larvas L. vannamei mostro efectos positivos en la biomasa, factor
de conversion alimenticia y supervivencia, con un promedio de 12 kg en la biomasa,
0.68 en F.C.A y con 70 % de supervivencia a comparacion del probi6tico A que
presento un promedio de 11 kg en la biomasa, 0.72 en F.C.A'y 65 % de supervivencia,
y al tratamiento testigo con un promedio de 8 kg en biomasa, 0.76 en F.C.A 'y 66% de

supervivencia, evidenciandose la efectividad del uso de productos simbiéticos.
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Por ultimo, las especies de Vibrios spp., estuvieron presentes en los tratamientos
durante los cuatro ciclos de produccion, el aumento de concentraciones de UFC de
Vibrios spp., se presento en el tratamiento testigo, donde el V. parahaemolyticus se
registrd con rangos elevados, a diferencia de los tratamientos con el probiético Ay B
que se mantuvieron con los rangos minimos, logrando una diferencia significativa
entre tratamientos y control (p<0,05). Demostrando la efectividad del uso de

probidticos en la dieta ante esta especie de Vibrio.

En cuanto a los resultados de patologia en fresco se determind el mayor porcentaje de
problemas con necrosis, muda, anomalias a nivel de intestino y branquias en control y

con el tratamiento con el probidtico A.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar mas investigaciones sobre el desarrollo de los parametros productivos en
larvicultura de L. vannamei con el uso de probioticos comerciales en otras regiones

costeras del pais.

Se sugiere realizar andlisis de la composicion de estos productos comerciales para

futuras investigaciones.

Realizar pruebas bacteriol6gicas como en WSSV, Pseudomonas y Hongos, ademas de
la evaluacion de protozoarios u otros microrganismos asociados en el cultivo, ya que,
por lo general en larvicultura de camardén blanco, estos podrian perjudicar en el

desarrollo de los indicadores productivos.
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ANEXOS

=
\

Figura 34. Preparacion de los tanques y tratamiento del agua antes de la siembra. Ay

B: Lavado y llenado del reservorio. C y D: Preparacion de los tanques. E y F:
Tratamiento del agua por un sistema de desinfeccion de ozono y grava. G: Utilizacion

de carbon activado para el llenado de tanques.
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Figura 35. Aclimatacién y siembra de nauplios. A, B y C: Recepcién y observacion
del estado de salud de los organismos. D, F y G: aclimatacion, desinfeccion de nauplios

con yodo y siembra de los mismos en los tanques productores.

141



Figura 36. Alimentacion. A: Insumos utilizados en la dieta. B: Tabla de alimentacién
utilizada durante el experimento. C y E: Pesaje y preparacion de las dietas, E y F:
tamizado del probidtico B antes de la inclusion en el alimento. G: tamizado del Ultra

black flake. H y I: Dosificacion de artemia y su dieta correspondiente a cada tanque.
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Figura 37. Toma de parametros de oxigeno disuelto y temperatura (A). Recambio de
agua por flujo continuo (B). Conteo de larva por método volumétrico (C). Estimacion
de uniformidad y longitud promedio por el programa Larvia (D, E y F). Siembra de

las muestras en agar TCBS y Chromagar Vibrio (Gy I).
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Figura 38. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de A)
Salinidad - ciclo 1 de control y tratamientos; B) Salinidad - ciclo 2 de control y
tratamientos; C) Salinidad - ciclo 3 de control y tratamientos; D) Salinidad - ciclo 4 de

control y tratamientos.
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Figura 39. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de Salinidad A) Ciclo 1 de control y tratamientos; B) Ciclo 2 de control y

tratamientos; C) Ciclo 3 de control y tratamientos; D) Ciclo 4 de control y tratamientos.
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Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
Tratamiento 3
Control (Repl

-

Tratamiento 2
Tratamiento 2
Tratamiento 3

Control (Reépl

Means that do not share a letter are significantly different.

(Réplica
ica 1)_1
(Réplica
(Réplica
(Réplica
ica 2)_1

N Mean G
2)_1 4 32,544 R
4 32,544 R
1)1 4 32,528 R
2)_1 4 32,483 R
1)_1 4 32,482 &
4 32,444 R

P-Value
0,341

d)
0%

rouping

Tukey Simultanecus Tests for Differences of Means

Analysis of
Scurce DF
Factor 5
Error 13
Total 23

Model Summar:

0,401847 1,

Variance
L4y 55
0,04202

2,90666
2,94868

¥

43%

0,
Df

0,

Rdj M3 F-Value
00&404 0,05
161481

5 R-sg R-s3g{adj) R-sgipred)
7

00% 0,00%

BE-Value
0,998
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
Tratamiento 2 (Réplica 1) 2 4 32,646 R
Tratamientoc 3 (Réplica 2)_2 4 32,567 2
Tratamiento 2 (Réplica 2)_ 2 4 32,546 R
Control (Réplica 2)_2 4 32,338 L
Tratamiento 3 (Réplica 1) 2 4 32,531 R
Control (Réplica 1) 2 4 32,453 L

Feans that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF bdj 535 Adj M5 F-Value P-Value

Factor 3 0,07735 0,015347 0,10 0,992
Error 12 2,89745 0,1&087
Total 23 2,97480

Model Summary

5 B-ag E-sgladj) BR-sg(pred)
0,401210 2,60% 0,00% 0,00%

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Eactcr N Mean Grouping
Tratamiento 2 (Réplica 1)_3 4 32,629
Control (Réplica 2)_3 4 32,548
Tratamiento 2 (Réplica 2) 3 4 32,549
Tratamiento 3 (Réplica 1) 3 4 32,447
Contrcl (Réplica 1) _3 4 32,454
Tratemiento 3 (Réplica 2) 3 4 32,393

B e e e

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultanecus Tests for Differences of Means

Iknalysis of Variance

Source DF Adj 35 Adj M5 F-Valus P-Value
Eactcr 5 0,1509 0,03019 Q0,19 0,963
Error 18 2,8804 0O,16002

Total 23 3,0314

Model Summary

S B-3g R-3g{adj) R-zgipred)
0,400029 4,92% 0,00% 0,00%
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A ability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B 2bility Plot of Control (RT) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Normal Normal

Percent
n
8
Percent

pH

C M (R1) Control (R2) Tratamiento 2 (R1) Tratamiento 2 (R2) Tratamiento 3 (R1
Normal

99
Mean 8035

. StDev 02155
95 N 24
90 AD 0504

- P-Value 0185
[
80
70

T &0

&

g 50

& 40
30
20
10
5

.
1 .
7.50 775 8,00 825 850

D Control (R1)Control (R2)Tratamiento 2 (R1)Tratamiento 2 (R2) Tratamiento
Normal

99

Percent
n
o

B75

Figura 40. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de A)
pH - ciclo 1 de control y tratamientos; B) pH - ciclo 2 de control y tratamientos; C) pH

- ciclo 3 de control y tratamientos; D) pH - ciclo 4 de control y tratamientos.
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A t for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05

Multiple Comparisons

Control (Réplica 1) | pval 0958
-Value 0,
Levene's Test
Control (Réplica 2) I | P-Value 0930
Tratamiento 2 (Réplica 1) |
Tratamiento 2 (Réplica2) | | ]
Tratamiento 3 (Réplical) | | |
Tratamiento 3 (Réplica 2) _

02 03 04 05 06 07 08 09 10

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

11

B t for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Control (Réplica 1)_1

Control (Réplica 2)_1

Tratamiento 2 (Réplica 1)_1

Tratamiento 2 (Réplica 2)_1

Tratamiento 3 (Réplica 1)_1

Multiple Comparisons

—_—
P-Value 0977
Levene's Test

} | P-Value 0,987

—_—

P

B

3 (Réplica 2)_1

02 04 06 08 10

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

C “est for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, « = 0,05

Control (Réplica 1)_2

Control (Réplica 2)_2

Tratamiento 2 (Réplica 1)_2

Tratamiento 2 (Réplica 2)_2

Tratamiento 3 (Réplica 1)_2

Tratamiento 3 (Réplica 2)_2

Multiple Comparisons

P-Value 0,988
Levene’s Test
P-Value 0,976

I

y

r

02 03 04 05 06 07 08 09

1

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

1,0

11

D rest for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Control (Réplica 1)_3

Control (Réplica 2)_3

Tratamiento 2 (Réplica 1)_3

Tratamiento 2 (Réplica 2)_3

Tratamiento 3 (Réplica 1)_3

Tratamiento 3 (Réplica 2)_3

Multiple Comparisons

P-Value 0,956
Levene's Test

P-Value 0,963

0,2 0,4 0,6

0,8 1,0

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

12

Figura 41. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de pH A) Ciclo 1 de control y tratamientos; B) Ciclo 2 de control y

tratamientos; C) Ciclo 3 de control y tratamientos; D) Ciclo 4 de control y tratamientos.
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
bratamientc 2 (Réplica

Tratamiento 2 (Réplica 1)

Control (Réplica 1)
Tratamiento 3 (Réplica

Tratamiento 3 (Réplica 1)

Control (Réplica 2)

[N A A T .1

Mean Grouping
8,071
8,057
8,052
2,044
952
929

-1
HE e

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Rd3 55

Factor 5 0,0731a0
Error 18 1,09589
Total 23 1,16899

Model Summary

Ldj M5 F-Value P-Value
0,01482 0,24 0,939
0,0&8088

3 R-3g E-3gfadj) ER-sg(pred)
0,00% 0,00%

0,248745 4&,25%

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Infeormation Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Tratamiento 2 (Réplica
Controcl (Réplica 1)_1
Tratamiento 3 (Réplica
Contrcl (Réplica 2)_1

Tratamiento 2 (Réplica
Tratamiento 3 (Réplica

2) 1
2) 1
1)_1
1

Mean Grouping
2,080 &
2,069 A
28,0564 A
8,030 &
8,015 &
7,974 A

e Y T I

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Ldg 55

Factor 5 0,03102
Error 18 0,9&8870
Total 23 0,99972

Model Summary

kdj M3 F-Value P-Value
0,006204 o,12 0,987
0,053817

5 B-3g R-z3g{adj) ER-sgipred)

0,231984 3,10%

0,00% 0,00%
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Informaticon Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Control (Réplica 1)_2

Tratamiento 3 (Réplica
Tratamiento 3 (Réplica
Tratamiento 2 (Réplica
Control (Réplica 2)_2

Tratamiento 2 (Réplica

[l S e

=

|
[V N

o) G
4 2
4 2
4 8,037 A
4 A
4 A
4 A

K

rouping

Feans that do not share a letter are significantly different.

REnalysis of Variance

Source DF hdy 55
Factor

Total 1,06811

Model Summary

5 B-3g BR-sg{adj)
0,239435 3,39% 0,00%

5 0,0381% 0,007239
Error 18 1,031%2 0,057329
23

hdj M5 F-Value P-Value

Tukey Pairwise Comparisons

0,13 a,985

B-sg({pred)
0,00%

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Eactcr
Tratemiento 3 (Réplica
Control (Réplica 2)_3

Tratamiento 2 (Réplica 1)

Tratamiento 3 (Réplica
Tratamiento 2 (Réplica
Control (Réplica 1)_3

Mean
&,090
g,078
8,035
7,982
7,959
7,923

[
R S ]

rouping

G
B
B
B
B
B
B

Means that do not share a letter are significantly different.

Enalysis of Variance

Source DF 243 355

Factor 5 0,09025
Error 18 1,43982
Total 23 1,53007

Model Summary

B-3g R-zg{adj)

5
0,282825 5,90%

Ldj M5 F-
0,01805
0,07993

0,00%

Value P-Value
0,23 0,947

R-zg({pred)

0,00%
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A ability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B ability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
1l 1l

Normal Normal

Percent
w
g
Percent
n
8

450 475 5,00 525 550 575

Oxigeno disuelto corrida 1 Oxigeno disuelto corrida 2
C >bability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Normal

a3

a5

Percent
n
[=]

40 45 50 55 5.0
Oxigeno disuelto corrida 3

D obability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Mormal
99

a5

Percent

50 55 50
Oxigeno disuelto corrida 4

Figura 42. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de A)
Oxigeno disuelto - ciclo 1 de control y tratamientos; B) Oxigeno disuelto - ciclo 2 de
control y tratamientos; C) Oxigeno disuelto - ciclo 3 de control y tratamientos; D)

Oxigeno disuelto - ciclo 4 de control y tratamientos.

152



A Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05 Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0.05

Multiple C i Multiple G
Control (Réplica 1) I — e ultiple Comparisons. Control (Réplica 1) — ultiple Comparisons.
P-Value 0973 P-Value 0178
Levene's Test Levene’s Test
Control (Réplica 2) B P-Value 0725 Control (Réplica 2 [ — P-Value 0794
Tratamiento 2 (Réplica 1) e Tratamiento 2 (Réplica 1) | E—
Tratamienta 2 (Réplica 2) I | Tratamiento 2 (Réplica 2) t |
Tratamiento 3 (Réplicat)s H—————] Tratamiento 3 (Réplica )| ———
3 (Réplica 2) | Tratamiento 3 (Réplica 2) P
0z 04 05 08 10 12 14 0 1 2 3 4
If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different. If intervals da not overlap, the correspanding stdevs are significantly different,

C for Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05

. Multiple Comparisons

Control (Réplica 1) e — Pvalue 0943
Levene's Test

Control (Réplica 2) R P-Value 0,943

Tratamiento 2 (Réplica 1) } |

Tratamiento 2 (Réplica 2) A —

Tratamiento 3 {Réplica 1) } |

Tratamienta 3 (Réplica 2) I {

0.0 05 10 15 Z0 25

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

D for Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05

P 1 Multiple Comparisons
Control {Réplica 1) I vl .
-Value ;!

Lewene’s Test
Control [Réplica 2) | P-Value 0958
Tratamienta 2 {Réplica 1) ]
Tratamiento 2 (Reéplica 2) P
Tratamiento 2 {Reéplica 1) P

Tratamiento 3 (Réplica 2) I

0.0 05 10 15 20 25 30

If intervals do not averlap, the corresponding stdevs are significantly different,

Figura 43. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de Oxigeno disuelto A) Ciclo 1 de control y tratamientos; B) Ciclo 2 de control
y tratamientos; C) Ciclo 3 de control y tratamientos; D) Ciclo 4 de control y

tratamientos.
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 5% Confidence

Factor

Tratamiento 3 (Réplica 2)
Tratamiento 2 (Réplica 1)
Tratamiento 3 (Réplica 1)
Tratamiento 2 (Réplica 2)

M

Iean
5,164
5.138
5,007
5,026

Contral (Réplica 2)
Control (Replica 1)

5,003
4,964

L L =

Grouping

o

Meanz that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Varlance

aouroe DF Adj &S
Tratamientos 5 D1266
Errar 18 14713
Total 23 15879

Model Summary

AdjMS  F-Value  P-Value

002531
008174

5 R-sg  Resglad))  R-sgfpred)

0.31 0,801

Grouping

oE o B

0285800 7.92% 0.00% 0.00%
Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 959 Confidence
Factor M Mean
Tratamiento 3 (Réplica 2) 4 4471
Control (Réplica 1) 4 4807
Tratamiento 3 (Réplica 1) 4 48079
Control (Réplica 2) 4 4860
Tratamiento 2 (Réplica 1) 4 4860
Tratamiento Z (Réplica 2) 4 4838

Meaha that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Varance

Source DF  Adss AdMS  F-Value
Tratamientos 53 004331 0,009061 0.04
Error 18 430341 0,244078
Total 23 443871
Model Summary
5 E-sq E-safadj) E-sapred)
04594043  1,02% 0.00% 0.00%

P-\alue
0.999
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Contrel (Réplica 2)
Tratamiento 3 (Réplica 2)
Tratamiento 3 (Réplica 1)
Tratamiento 2 (Réplica 1)
Tratamiento 2 (Réplica 2)
Contral (Réplica 1)

N

L L =

Mean
5,024
4,902
4,084
4,082
4,800
4,705

Grouping

=

Means that dao not share a letter are sigmficantly different.

Analysis of Varance

Source DF Adi55 AdjMS F-Value P-Value
Tratamientos 5 02797 005585 0.28 0a17
Errar 1B 35812 019886
Total 23 3.8610
Model Summary
5 Resg  Resglad))  Resgipred)
0446047 7,25% 0,00% 0,00%
Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Tratarnientos N  Mean Grouping
Tratamiento 2 (Réplica2) 4 5078 A
Tratamiento 3 (Réplica2) 4 5004 A
Tratamiento 3 (Réplica 1) 4 48971 A
Tratamiento 2 (Réplica 1) 4 4930 A
Control (Réplica 2) 4 4838 A
Control (Réplica 1) 4 4857 A

Means that do not share a letter are sighificantly different.

Analysis of Varance

Source DF Adj55 AdiMS FValue P-Value
Tratamientos 5 0,1Z83 002370 0,11 0988
Error 18 41807 023115
Total I3 4.I80Z
Model Surnmary
& FHR-sg  R=sglad)  R-sglpred)
0480780  3,00% 0,00%% 0,00%
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A bility Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B bility Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
|

Norma Normal
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w
8
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8

310 345 310 315 320 325 330 35 340 345

Temperatura corrida 1 Temperatura corrida 2

C obability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

MNormal
99

°
95
]
30 -
.
20 -
70
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@
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3
1
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Temperatura corrida 3

D obability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Normal

a3

a5

Percent
n
[=]

31 3z 33 34 ELS
Temperatura corrida 4

Figura 44. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de A)
Temperatura - ciclo 1 de control y tratamientos; B) Temperatura - ciclo 2 de control y
tratamientos; C) Temperatura - ciclo 3 de control y tratamientos; D) Temperatura -

ciclo 4 de control y tratamientos.
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A Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B :qual Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05 Multiple comparison intervals for the standard deviation, & = 0,05

. Multiple Camparisans . | , Mltiple Comparisans
Control (Réplica). ———— Control Réplicat)- |
PValue 0395 PValue 0993
Levene's Test Levene's Test
Control Réplica2)” —————— P-Value 0395 Control Réplica2)s ——————————————— P-Value 0933
Tratamiento 2 [Réplica 1) b Tratamiento 2 Réplicat) ————]
Tratamiento 2 (Réplica?). |—————— Tratamienta 2 Réplica2) ————————
Tratamienta 3 Réplica 1) ——————— Tratamiento 3 (Réplica )= {
Tratamiento 3 (Réplica 2) | Tratamiento 3 Réplica?) ——
05 10 15 20 25 30 35 40 05 10 15 20 25 30
[intervals do not.averlan_the romesnondina stdevs are sianificanthe different If intervals do not overlap. the corresondina stdevs are sianificantly different.

C for Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,990
Levene's Tast

Contral (Réplica 2)- | | P-Value 0,997

Cantrol (Réplica 1) f |

Tratamiento 2 {Réplica 1) I |

Tratamiento 2 (Réplica 2) I

Tratamiento 3 {Réplica 1) | |

Tratamiento 3 [Réplica 2) I

05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45
If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

D fer Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation. a = 0,05

A L Multiple Comparisons
Control (Réplica 1) I o Value 0983

Lewene’s Test
Control {Réplica 2) I | P-Value 0,934

Tratamiento 2 (Réplica 1) | !

Tratamiento 2 (Réplica 2) I |

Tratamiento 3 (Réplica 1) } {

Tratamiento 3 (Réplica2) | | |

05 10 15 20 25 3.0 35 4.0

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 45. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de Temperatura A) Ciclo 1 de control y tratamientos; B) Ciclo 2 de control,
T2, T3y sus réplicas; C) Ciclo 3 de control y tratamientos; D) Ciclo 4 de control y

tratamientos.
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Control (Réplica 1)
Tratemientc 3 (Béplica Z)
Control (Réplica 2)
Tratemiente 2 (RBéplica Z)

Tratemiente 2 (RBéplica 1)

Tratemientc 3 (Béplica 1)

N

N Y i S

Mean
3z,87
32,748

7 mEn

32,750
32,730

32,718

32,630

Grouping

=

HERHE

=

HEd

Mzans that do not share 3 letter are significantly different.

Analysis of Variance

F- B-
Walue WValue
0,05 0,923

Source DF 2dj Adj M3
55
Tratamientos 5 0,1312 0,02824
Error 13 98,6851 0,5380
Total 23 9,81a3
Hodel Summary
3 R-sg B- B-
zqg(ad])) =g(pred)
0,73352e 1,34% 0, 00% 0,00%

Tukey Pairwise Cornparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factocr

Tratemientc 2 (Réplica 1)
Control (Réplica 2)
Controcl (Réplica 1)
3

3

Tratemiento (Réplica 1)

Tratamiento (Réplica 2)

Tratamientc 2 (Réplica 2)

Means that do

Znalysis of Variance

Source DF 2d]

55

Tratamientca 5 00,2010

Error 13 &,771%

Total 23 83,9729
HModel Summary

5 B-=g BE-

=g (ad]j)

0,898080 2,24% 0,00%

H

[ O S S O Y

Ads5

0, 04018

Mean
32,852

32,823
32,780
32,670
32,635
32,623

-
S

M5

Walue

0R

PR i=

0, 48733

B-

z2g (pred)

0,00%

Grouping

o,
=

o
S

il
FoN

not share a letter are significantly different.
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Tukev Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 55% Confidence

Factoxr H

Tratamiento 2 (Réplica Z) 4 3z,
Tratamientoc 2 (Béplica Z) 4 3z,
Tratamiento 3 (Béplica 1) 4 32,
Tratamientoc 2 (Béplica 1) 4 3z,
Control (Réplica 1) 4 3z,
Control (Eéplica 2) 4 32,

Mean Grouping

G907 A
782 R
734 R
742 R
870 A
205 R

Mzans that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Scurce DF Rdj S8 Adj MsS

ITratamientcs ] 00,3563 0,07127

Error 18 12,97&0 0,7z08%

Total 23 13,3323

Model Summary

5 B—=qg B—- B—-
ag(ad]) sg(pred)

0,849052 2,687 0,00% a,00%

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey

Tratamiencos I}

Tratamiento 2 (Réplica 1)
Control (Réplica 1)
Tratamiento 2 (Béplica Z)
Tratemiento 3 (Réplica 1)
Control (Réplica 2)
Tratamientoc 3 (Béplica Z)

[T S SN SR A S

F- P—
Value Value
d,10 0,591

Method and 95% Confidence

Mean Grouping
32,870 R

32,825 L
32,823 L
32,780 L
32,773 &
32,745 L

Meanzs that do not share a letter are significantly different.

Znalysiz of Variance

Source DF Adj 355 Adj M3
Tratemientcs 5 0,0407 0,008140
Error 18 14,Bee2 0,8258%7
Total 23 14,9089

Model Summary
5 R-=g R- R-
3giadj) sgipred)
a,90878% 0,27 0,00% 0,00%

Value Value
0,01 1,000
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Probability Plot of Larvas por Gramo
Normal

99 ~
Mean 2094
StDev 26,63
95 M 24
- AD 0,481
He -* P-Value 0211
*
80
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5
™
1 -
150 175 200 225 250 275

Larvas por gramo

Figura 46. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

larvas por gramo de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

Test for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Multiple Comparisons
Control (R1) | |
P-Value 0,559
Levene's Test
Control (R2) I | P-Value 0,216

Tratamiento 2 (R1) | |

Tratamiento 2 (R2) | |

Tratamiento 3 (R1) | |

Tratamiento 3 (R2) | |

0 20 40 60 80 100 120 140

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 47. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de larvas por gramo de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.
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Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
hratamientc 2 (R1)
Control (R1)
Tratamientoc 2 (R2)
Control (B2)
Tratamiento 3 (R1)
Tratamientoc 3 (B2)

rouping

[P S S 1
(SR = ==
O oo o

G
A
A
z
A
il
A

[ I S o I S A

[

Means that do not share a letter are significantly different.

hnalysis of Variance

Source DF 243 55 A4y M5 F-Value P-Value

Factor 5 2322 4n4,4 a,a0 0,703
Error 18 13994 777,4
Total 23  1a63le

Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Mormal
oo
Mean 4,855
StDev 06184
a5 M 24
90 AD 0,389
P-Value 0355
&0
70
T 50
@
E L0
o 40
30
20
10
5
1
3.0 35 40 45 5.0 55 5,0 65

Peso promedio

Figura 48. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

peso promedio de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.
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Test for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,671
Levene’s Test

Control (R2) } | P-Value 0,204

Control (R1) | |

Tratamiento 2 (R1) | |

Tratamiento 2 (R2) | :

Tratamiento 3 (R1) | |

Tratamiento 3 (R2) | :

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 49. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de peso promedio de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
Tratamientoc 3 (R2) 4 5,250 A
Tratamientoc 3 (R1) 4 5,075 A
Contral (R2) 4 4,838 L
[ratamiento 2 (R2) 4 4,725 A
Contral (R1) 4 4,875 L
Tratamientoc 2 (R1) 4 4,575 A

Means that do not share a letter are significantly different.

knalysis of Variance

Source DF &Adj 55 Adj M5 F-Value P-Value

Factor 5 1,329 0,265%9 0,64 0,671
Error 18 7,485 0,4147
Total 23  &,794

Model Summary

3 E-3g ER-3g({adj) R-sg(pred)
0,643981 15,12% 0,00% 0,00%
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Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Mormal
a3
Mean 8225
* StDev 04035
a5 ] 24
a0 AD 0234
L] P-Value 0771
*
80 -4
70
T &0
&
g 50
& 40
30 *
20 Y
10 }/
5 /
1
75 80 85 3,0

Longitud promedio

Figura 50. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

longitud promedio final de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

Test for Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Gr 1 | Multiple Comparisons
Control (Replica 1) I 1 B Value 0341

Levene's Test

Control {Réplica 2) f | P-Walue 0,059

Tratamiento 2 (Réplica 1) |—|
Tratamiento 2 (Réplica 2) B
Tratamiento 3 (Réplica 1) f—————

Tratamiento 3 (Réplica 2) f—

0.0 05 1.0 15 2.0 25

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 51. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de longitud promedio final de control, tratamiento 2, tratamiento 3.
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Tukeyv Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factaor

Tratamientc 3 (B2}
Tratemientc 3 (R1)
Contrel (R2)
Tratamientc 2 (B2)
Controcl (R1)
Tratamientc 2 (R1)

Means that do not

i)
4
4
4
4
4
4

share a letter

ABnalysis of Variance

Source

Tratamientos

Error
Total

DF

Ly Coon

[

Model Summary

B-=g

Rdj 2dj F- E-
55 M5 Walue Value
1,045 0,2090 1,38 0,273
2,700 0,1500
3,745
E- R-
zqlad]j) =g(pred)
7,B8% 0,00%

Mean Gr
8,575 A
g,400 &
8,175 &
8,150 A
8,125 A
7,925 A

are significantly different.

5
=}
=}
=

1%}

Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

28

95
90

Percent
n
o

&0

(-1

Mormal

70 75
Uniformidad (%)

80

BS

Mean 73
StDev 4,501
N 24
AD 0,235
P-Value 0787

Figura 52. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

uniformidad (%) de control, tratamiento 2, tratamiento 3y sus réplicas.
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If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Test for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Control (R1)

Control (R2)

Tratamiento 2 (R1)

Tratamiento 2 (R2)

Tratamiento 3 (R1)

Tratamiento 3 (R2)

0

5

10

15

20

Multiple Comparisons

P-Value 0,368
Levene’s Test
P-Value 0,321

Figura 53. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de uniformidad por ciclo de control, tratamiento 2, tratamiento 3.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
Tratamientoc 2 (R1)
Tratamientoc 3 (R2)
Control (R2)
Tratamiento 2 (R2)
Control (R1)
Tratamientoc 3 (R1)

Means that do not share a letter are significantly different.

knalysis of Variance

Source DF Adj 55 ARdj MS
Factor 5 15,50 3,100
Error 18 450,50 25,028
Total 23 488,00
Model Summary

5 E-3g ER-zg{ad]j)
5,00278 3,33% 0,00%

G
A

2
73,25 1L
72,50 1
2

2

-1
[ S
[ 5]
[ )

rouping

F-Value P-Value

0,12 0,985
R-3g({pred)
0,00%
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Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Normal

89

a5
o0

80

50
50

Percent

30
20

Mean 10,54

L StDev 2,698
M 24

- AD 0.421
PValue 0299

15

10,0

Biomasa

125

150 175

Figura 54. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

biomasa de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

Test for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o« = 0,05

Control (R1)

Control (R2)

Tratamiento 2 (R1)

Tratamiento 2 (R2)

Tratamiento 3 (R1)

Tratamiento 3 (R2)

0

—_—

Multiple Comparisons
P-Value 0,798
Levene's Test
P-Value 0911

2

4

6

8

10

12

14 16 18

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 55. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de biomasa de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

166



Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor i) Mean
Tratamientc 3 (R2) 4 12,20
Tratamientc 3 (R1) 4 11,822
fratamiento 2 (R1) 4 11,44
Tratamientc 2 (R2) 4 10,89
Control (R2) 4 8,668
Control (R1) 4 8,202

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Rdj 55 RAdj MsS
Factor 5 57,33 11,466
Error 18 110,10 &,11%
Total 23 167,42

Model Summary

5 B-sg B-3g({ad]j)
2,47314 34,24% 15,97%

rouping

&)
B
A
2
B
A
2

F-Value P-Value
1,87 0,149

B-sg({pred)
0,00%
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A Probability Plot of Control (Réplica 1) B Probability Plot of Control (Réplica 2)

Normal Normal
99 9
Mean 07703 Mean 07475
StDev  0,06562 StDev 003384
95 N 4 95 N 4
AD 0175 AD 0162
=Y P-Value 0,800 & PValue 0847
L]
80 80
70 o
- -
= 60 = 60
5 S
g 50 e
& a0 S w
30 30
20 2 [}
10 10
5 5
1 1
080 065 070 075 080 08 0% 095 0650 0675 0700 0725 0750 0775 080 085
Control (Réplica 1) Control (Réplica 2)
C Probability Plot of Tratamiento 2 (Réplica 1) D Probability Plot of Tratamiento 2 (Réplica 2)
Normal Normal
99 9
Mean 07084 Mean 0.BT7
StDev  0.04316 SDev 007518
35 N 4 %5 N 4
AD 0.437 AD 0320
e PValue 0131 ED P-Value 0317
a0 20
70 o
fe . e
Y 50 Y 50
& 40 . S
30 30
20 20
10 10
5 5
1 1
0,60 0,65 0,70 0,75 080 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 085 0,90 0,95
Tratamiento 2 (Réplica 1) Tratamiento 2 (Réplica 2)
E Prabability Plot of Tratamiento 3 (Réplica 1) F Prabability Plot of Tratamiento 3 (Réplica 2)
Normal Normal
9 %
Mean 06804 Mean 06839
SiDew 005127 StDew 002835
95 N 4 9 N 4
AD 0478 AD 0344
el Palue 0,098 e PValue 0266
20 80
n n
E 60 T 8
S S
o 50 [
2w Su
30 El]
20 0
10 10
5 5
1 1
0.55 0.60 0.65 0.7 0.75 0.80 0.60 0.62 0.64 0.66 068 070 0.7 0.74 0.76
Tratamiento 3 (Réplica 1) Tratamiento 3 (Réplica 2)

Figura 56. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de Ay
B) Factor de conversion alimenticia de control; C y D) F.C.A de Tratamiento 2; E y

F) F.C.A de Tratamiento 3.
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Test for Equal Variances: Control (R_1. Control (R_2. Tratamiento....

Control (Réplica 1)

Control (Réplica 2)

Tratamiento 2 (Réplica 1)

Tratamiento 2 (Réplica 2)

Tratamiento 3 (Réplica 1)

Tratamiento 3 (Réplica 2)

0,0

Bartlett's Test
P-Value 0,605

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
95% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

Figura 57. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Bartlett) a los

valores de Factor conversion alimenticia de control (R1y R2), tratamiento 2 (R1y R2)

y tratamiento 3 (R1y R2).

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Control (Réplica 1)
Control (Réplica 2)
Tratamiento 2 (Réplica
Tratamiento 2 (Réplica
Tratamiento 3 (Réplica
Tratamiento 3 (Réplica

Means that do

H Mean Grouping
40,7703 R
4 0,7475 R

2y 4 40,7377 &R

1y 4 40,7024 &

2y 4 0,883% R

1y 4 04,8804 &

not share a letter are significantly different.

Rnalyais of Variance

Source DF S5eq 55 Contribution Adj 55 2dj M5 F-Value P-Value
Factor 5 0,0263% 34,71% 0,0263% 0,005278 1,51 0,142
Error 1z 0,04385 85,29% 0,04985 0,002758

Total 23 0,07804 100,00%




Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Normal
a3
Mean a7
StDevy 7059
a5 M 24
a0 AD 0,190
P-Value 0388
a0
70
T 50
a
g 50
a 40
30

20

10

50 55 50 55 0 75 80 85
Supervivencia

Figura 58. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos de

supervivencia de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.

Test for Equal Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

& 1 | Multiple Comparisons
Control (Réplica 1) I 1 B Value 0594

Levene’s Test

Control (Réplica 2) | P-Value 0,590

Tratamienta 2 {Réplica 1) P
Tratamienta 2 (Réplica 2) E—
Tratamienta 3 (Réplica 1) p—

Tratamiento 3 (Réplica 2) f—

a 10 20 30 40 50 &0 70

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 59. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los

valores de supervivencia de control, tratamiento 2, tratamiento 3 y sus réplicas.
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
Tratamientoe 3 (Réplica 1) 4 TO,25 A
Tratamientc 2 (Réplica Z) 4 868,75 &
Tratamientoc 2 (Réplica 1) 4 67,25 &
Control (Replica 2) 4 87,25 &
Control (Reéplica 1) g 865,50 &
Tracamiento 2 (Réplica Z2) 4 63,00 A

M=ans that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source OF Adg 55 Ady MS F—Valus P—Valus
Tratamientocs 5 125, 0 25,60 0,45 0,808
Error 18 1018, 0 56,548

Total 23 1144, 0

Model Summary

5 R—sd R—sg{adj) R—sg (pred)
7,52034 11,17% o,00% a,00%
A iility Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B ility Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
Normal Normal

.
0] L "
Eso EEO H
g s U 50 /!
] ]
o ¥ o

5000 6000 7000 8000 9000 10000 1000 12000 13000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Tipo 1 amarillas Verdes

Figura 60. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los datos A)
carga bacteriana de colonias amarillas de control y tratamientos; B) colonias verdes

de control y tratamientos.
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A jual Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2) B qual Variances: Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05 Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05
Multiple Comparisons Multiple Comparisans
Amarillas 1 } { pls e Verdes 1 I | P P
PValue 0532 PValue 0437
Levene's Test Levene's Test

Amarillas2  ——— PValue 0721 Verdes 2 —_ PValue 03925
Amarillas3|  F———— Vardes 3 P
Amarillas 1| ——— Verdes 1 f {
Amarillas 2 Verdes 2 P
Amarillas 3 } { Verdes3 F——

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 (i 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

If intervals do not averlap, the comespanding stdevs are significantly different. If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Figura 61. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de A) carga bacteriana de colonias amarillas de control y tratamientos; B)

colonias verdes de control y tratamientos.

A\ Jility Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R) T3 R T3 (R) | B ilty Plot of Control (R) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)

Normal Normal

£
.
u 9
) .0 // v 50
v [
o 40 g / o 40
30 * 30
o
20 20
.
0 . 10
5 . 5
1 1
50 0 50 100 150 -50 -2 [ % 50 b 100 12
V. parahaemolyticus V. vulnificus

Figura 62. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los resultados
de la carga bacteriana de A) V. parahaemolyticus de control y tratamientos; B) V.

vulnificus de control y tratamientos.
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Probability Plot of Control (R1) Control (R2) T2 (R1) T2 (R2) T3 (R1) T3 (R2)
MNormal
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1
3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000
V. alginolyticus

Figura 63. Prueba de normalidad de Anderson — Darling aplicada a los resultados

de la carga bacteriana del V. alginolyticus de control, T2, T3y sus réplicas.

A Test for Equal Variances: V. parahaemolyticus B Test for Equal Variances: V. vulnificus
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05 Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05
1 ‘ Multiple Comparisons Contral (R Multiple Comparisons.
Contral (%) ! ! P-Value 0068 s P-Value 0350
Levene's Test Levene's Test
Control (R2) | E—— P-Value 0,400 Control (R2) ; | P-Value 0514
Tratamiento 2 (R1) - Tratamiento 2(RY)- ——
2(R2) t Tratamiento 2 R2)T  ——
Tratamiento 3 (R~ F—— Tratamienta 3 (R1) I |
Tratamiento 3 (R2) | H——— Tratamienta 3 R2) . ———
o 100 200 300 400 500 600 700 800 o 20 40 &0 80 100 120 140
Ifintervals do not overlap, the comespanding stdevs are significantly different. Ifintervals da nat averlap, the corresponding stdevs are significantly different.
Test for Equal Variances: V. alginolyticus
C Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05
S | | Multiple Comparisans
P-Value 0,049
Levene's Test
Control (R2) P PValue 0799
Tratamienta 2 (R1) —— e — |

Tratamienta 2 (R2)

T 3 (R1)

Tratamients 3 {R2) | e

o 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

If intervals do not overlap, the nonding stdevs are significantly different.

Figura 64. Prueba de igualdad de varianzas (homocedasticidad de Levene) a los
valores de la carga bacteriana de A) V. parahaemolyticus de control y tratamientos;
B) V. vulnificus de control y tratamientos; C) V. alginolyticus de control y

tratamientos.

173



FROBLEMATICA

En Ecuador sl cultivo de Litopenasus vannamei es uno de los principalss robros scondmicos
no petroleros, con un crecomiento cada vez mas mtenzive la cual responde 3 un largo proceso
de ajuste dal sisterna da produccion, especizbments loz qus meiden en el volumen produccion
como el arez de muotricion v manejo de loz cultivos. Sin embargo, a2 peszar de las altas
producciones en loz cliimosz afios, el riesgo de occwrrencia de enfermedadsz virales v
bacterianas, a=l como problemas ambientales, estado de saled del orgamizsmo v calidad del
agua ziguen siendo altos. El brote de enfermedadses ez una de laz principales dificultades que
ha temido que enfrentarse la camaronicultura especialments la fase de larvicultura, en los
ziztamasz de produccion muchos patdgenos potenciales como protozoarios, bacterlas, hongos
¥ Virue cosxistan con el camardn zin cauwsar un impacto negative en al culitro. o obstanta,
algunaz mfecciones mactivas puedsn desarrollarse en brotes de enfermedades virales o
bacterianas por factores como el estrés, aumentos en las densidades de cultive, deficiencias
en loz métedos de manejo, mala calidad del agua por el exceso de matenia organica, valor
nutricional del alimento, entre ofros factores. La mfluencia negativa de estos factores
mencionadoz afacta el sistema mmuonologico del camaron, crecimients, supervivencia, taza
conversion ahmenticiz entre otros, los cualss dessncadenzn a una alia faza de mortalidad.
Una de las estrategias que == ha estado whilizando para confrarrestar la presencia de estaz
patologias, e enfoca al emplao de probioticos, que son considerados come productoz eco
amigablez. En la actualidad exizte una gran vanedad de preductes comerciales, gue pueden
zer suministrados en la dieta, =in embargo, por la aplicacion de concentracionss altas o bajas,
2l manejo v modo de aplicacion del probaotico de forma empinea, o por 1a meapacidad del
probictico de mantensr su fiziologia bajo condicionss fisicas v quimicas que se presantan en
gl fracte imtestinal dsl hozpedero, ze han provocado confroversizs sobre su efectrividad. En
baza 2 lo anterior, se ha visto la necezidad de amnalizar la melu=ion de estos dos probecticos
en la dietz da la faza larvaria de L. vannamsi, &l primere a baze del génaro Barillus v el
sepunde de wna combinzcion simbaotica (Bacillus spp. mas prabicticosz), para determinar su
beneficio en la produccion, debide a gue sl uzo de probicticos eficientes incrementz laz
probabilidades de una mejor produccicn.

Figura 65. Problematica planteada de la investigacién
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Anexo 1. Protocolo de manejo utilizado durante la investigacion en el Laboratorio.

Protocolo de manejo utilizado durante la investigacion en el Laboratorio

Proceso Descripcion Proceso Descripcion
Los operarios ingresan al reservorio
Con la ayuda de una manguera a presion se remoja con agua dulce las . -
u . 9 P ) 9 Antes del llenado del reservorio: Se coloca dos bolsos de filtracion
paredes del reservorio. .
1. Lavadoy - —— de 5 pmen la tuberia de entrada de agua salada.
. ) Se procede a refregar con una escoba todo el reservorio para la limpiezay| 2. Llenado del
desinfeccion del - — ;
. desinfeccion. reservorio
reservorio -
Luego se enjuaga con agua dulce.
Finalmente se bombea toda el agua residual y se procede a pasar, Se deja llenando a 400 toneladas métricas.
hipoclorito de Sodio (3 mllitro) por todo el reservorio.
. del En la mafiana antes del llenado de los TQ se coloca dos bolsos de
Tratamlentol € Una vez lleno los reservorios se aplica hipoclorito de Sodio 40 ml de cloro filtracion de 1 micra en la tuberia de entrada de agua, en el primer
aguay de osd por TM. bolso de filtracion se coloca una bolsa pequefia de carbén activado
tanque_s GBS 2 el cual esta previamente lavado con agua dulce.
la siembra
Se procede a recircular el agua, el cual pasa el agua por un sistema de 4. Llenado de Posteriormente se llena los tanques a un volumen de 10 a 13

3. Tratamiento del
agua de reservorio

desinfeccion por ozono y por grava durante 3 dias.

Luego se procede a declorinar con 1 gr de Thiosulfato de Sodio, ademas
se adiciona 1 gr de Vitamina C, 15 gr de EDTA y 10 gr de Cal P-24 por
T™.

Un dia antes del llenado de los TQS se apaga la recirculacion del agua.

tanques para
siembra en Médulo

toneladas de agua, con 30,5 °C y a 32 ppm de salinidad.

Una vez llenos los TQ, se cubren con un plastico invernadero para
mantener la temperatura interna, y por la tarde se coloca 1 gr de
vitamina C por TM, 2 ppm de magnesio y 1 ppm de potasio por
TM.

Se sube la temperatura a 31,5 °C para la siembra.

Procedimiento
para la siembra

1. Aclimatacion

Se transportan los nauplios de la maduracién de Texcumar en las primeras
horas de la mafiana.

Posteriormente se colocan las fundas selladas en el agua de cada tanque y
se espera un transcurso de 20 minutos para equilibrar la temperatura.

Transcurrido el tiempo se agrega a cada funda 10 ml de disolucién de yodo
por 2 minutos para la desinfeccidn de los nauplios.

2. Siembra

Después de la desinfeccion los nauplios son vaciados a los tanques
y se sube la temperatura a 32 °C.

El nivel de agua se fue incrementando segln el desarrollo del
organismo hasta 25 toneladas, con el que se manejé a partir de
mysis 111 hasta final del cultivo.
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Alimentacion,
Manejo,
Frecuencia de
alimentacién y
Recambio de agua

1. Insumos
utilizados en la
dieta

Los alimentos que se utilizaron durante la corrida fueron: Eppeffed LHF 1,
LHF 2, Espirulina, Liqualife ZM, Liqualife MPL, Liqualife PL, Algamac,
Neoshrimp, Larviva Zoea (0 — 70 micras), Larviva Mysis (75 — 150 micras),
Larviva PL200 (150 — 250 micras), Larfeed 150 - 300, Advance Feed 2,
Advance Feed 3, Ultra black flake, EZ artemia ademéas de Vitaminas
(Prokura, Vitamina C y BioPepsil) y Adicién de otros elementos (Carbonato
de Calcio, Peréxido, CalP-24, Lictobac L, Aminolab, Biofast).

2. Dosificacion de
alimento

La dosificacién de alimentaciéon se obtuvo por la biomasa del
tanque, ademas se realiza la tabla de alimentacion especificando la
dosis de cada producto y las horas para alimentar para cada estadio.

3. Aplicacion del
alimento

Se pesa el alimento y se hidrata con agua dulce,

Se tamiza solo el alimento Ultra black flake durante los primeros estadios

Posteriormente se procede alimentar, homogenizando el alimento antes de
colocar al tanque.

4. Frecuencia de
alimentacién

Se alimenta en Zoea cada 4 horas hasta Mysis 2, en Mysis 3 |
Postlarva cada 3 horas.

Todo el material utilizado para la preparacion del alimento se lava y
se desinfecta diariamente.

5. Aplicacion de
Algas y Artemia

Se observa diariamente la concentraciéon de
cadmara de Neubauer, con el fin de determinar si
microalgas.

algas con |
se adiciona o no

Estadio de nauplio: Se suministra 1 TM de microalgas del género
Thalassiosira sp. después de la siembra (4 a 5 horas transcurridas), con una
densidad de 30, 000 cel/ml.

Estadio de Zoea: Se mantiene la densidad de 30, 000 cel/ml de
Thalassiosira sp., en el estadio Zoea 3 se adiciona artemia muerta.

Estadio de Mysis: Se suministra artemia viva y se mantiene a una densidad
de 50, 000 cel/ml de Thalassiosira sp, hasta el estadio Mysis 2, en Mysis 3
se empieza colocando algas del género Tetraselmis sp. a una densidad de
30, 000 cel/ml.

Estadio de Postlarvas: Se coloca artemia viva hasta el estadio de postlarva,
3, desde el estadio postlarva 4 hasta postlarva 12 se suministra quistes de
artemia decapsulados, ademas se adiciona el alga Tetraselmis sp. hasta el
estadio de Postlarva 4.

6. Tipo y nivel de
recambio de agua

Esto se realiza Unicamente desde Mysis 3 solo cuando se observe el
medio cargado.

El tipo de recambio que se utiliza puede ser por renovacion parcial,
recambio dirigido o por flujo contintio dependiendo de la necesidad.

Se utilizan mallas y filtros para recambio de agua, estos varian segin
el estadio (estos pueden ser desde 300 a 500 micras).

Se baja el nivel de 30 al 50 %, dependiendo del nivel de carga del
medio.

Por ultimo, se procede a desarmar los filtros y a desinfectarlos.

Cosecha

1. Proceso de
cosecha

Se desinfecta las tinas donde se recibe la larva con jabén liquido neutro vy
con una solucién de Vitamina C.

Se arma los filtros con mallas de 400 o 500 micras para bajar nivel de los
tanques hasta dejar a 4 TM

Una vez preparadas las tinas con los parametros requeridos se procede a
pescar con un chayo de malla fina recorriendo todo el tanque.

2. Manejo de
consecha

Posteriormente la larva pesada se lleva a las tinas de cosecha, en las
tinas se realiza con una manguera un sifén para quitar restos de
materia organica.

Se homogeniza la larva que se encuentra en la tina y se procede a|
pescarla con un chayo fino, esta se coloca sobre otro chayo para,
sacudir la muestra (1 o 2 sacudidas).

Por ultimo, se lleva las muestras en bandejas para registrar el pesaje
ademaés se saca el pelegramo de 1 gr de muestra para obtener la
cantidad en kg de produccién.
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ANEXO 2. Cantidad de larvas de siembra y de cosecha en cada uno de los tratamientos aplicados.

Tratamiento 1 (control-Rep 1) Tratamiento 1 (control-Rep 2)
. Siembra Cosecha Supervivencia Siembra (Cant. Cosecha Supervivencia
iR (Cant. Bruto) | (Cant. Bruto) i (Cagt. Bruto %) Brut(()) (Cant. Bruto) i (Cagt. Bruto %)
1 2334000 1940000 200 83% 2334000 1800000 180 77%
2 2667000 1770000 230 66% 2667000 1774000 235 67%
3 3000000 1753000 180 58% 3000000 1894000 180 63%
4 2667000 1471000 260 55% 2667000 1647000 255 62%
Total 10668000 6934000 65% 10668000 7115000 67%
Siembra Cosecha . . . Cosecha . .
Corrida (Cant. (Cant. SuperwvenaaD(Cant. Descuento Siembra (Cant. (Cant. SuperwvenmaD(Cant. Descuento
Facturada) Facturada) Facturada %) Facturada) Facturada) Facturada %)
1 1750500 1649000 94% 1750500 1530000 87%
2 2000250 1504500 75% 2000250 1507900 75%
3 2250000 1490050 66% 15% 2250000 1609900 72% 15%
4 2000250 1250350 63% 2000250 1399950 70%
Total 8001000 5893900 74% 8001000 6047750 76%
Tratamiento 2 (Probiotic A-Rep 1) Tratamiento 2 (Probiotic A-Rep 2)
Corrida Siembra (Cant. Cosecha PL/gr Supervivencia Siembra Cosecha PL/gr Supervivencia
Bruto) (Cant. Bruto) (Cant. Bruto %) | (Cant. Bruto) | (Cant. Bruto) (Cant. Bruto %)
1 3333000 1885000 250 57% 3333000 2125000 245 64%
2 3333000 2350000 200 71% 3333000 2295000 200 69%
3 3334000 2405000 230 72% 3334000 2025000 210 61%
4 4700000 3228000 200 69% 4700000 2735000 200 58%
Total 14700000 9868000 67% 14700000 9180000 62%
. Siembra (Cant. S Supervivencia (Cant. SRS SN Supervivencia
Corrida Facturada) (Cant. Facturada %) Descuento (Cant. (Cant. (Cant. Facturada %) Descuento
Facturada) Facturada) Facturada)
1 2499750 1602250 64% 2499750 1806250 72%
2 2499750 1997500 80% 2499750 1950750 78%
3 2500500 2044250 82% 15% 2500500 1721250 69% 15%
4 3525000 2743800 78% 3525000 2324750 66%
Total 11025000 8387800 76% 11025000 7803000 71%
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Tratamiento 3 (Probiotic B-Rep 1)

Tratamiento 3 (Probiotic B-Rep 2)

Siembra

Cosecha

Supervivencia

Siembra

Cosecha

Supervivencia

Corrida (Cant. Bruto) | (Cant. Bruto) PLigr (Cant. Bruto %) | (Cant. Bruto) | (Cant. Bruto) PLigr (Cant. Bruto %)
1 2667000 2050000 190 77% 2667000 1715000 170 64%
2 3333000 2160000 215 65% 3333000 2410000 210 72%
3 3260000 2100000 170 64% 3260000 2140000 200 66%
4 4222000 3155000 225 75% 4222000 3100000 190 73%
Total 13482000 9465000 70% 13482000 9365000 69%
Siembra Cosecha Supervivencia Siembra Cosecha Supervivencia
Corrida (Cant. (Cant. (Cant. Facturada Descuento (Cant. (Cant. (Cant. Facturada Descuento
Facturada) | Facturada) %) Facturada) Facturada) %)
1 2000250 1742500 87% 2000250 1457750 73%
2 2499750 1836000 73% 2499750 2048500 82%
3 2445000 1785000 73% 15% 2445000 1819000 74% 15%
4 3166500 2681750 85% 3166500 2635000 83%
Total 10111500 8045250 80% 10111500 7960250 79%
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