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GLOSARIO

Acuicultura: Cultivo y produccion de especies acuaticas empleando metodologias

y técnicas para obtener un desarrollo y crecimiento éptimo.

Larvicultura: Cultivo de larvas dentro de los laboratorios para facilitar su

desarrollo.

Microbiota: Poblacion bacteriana y de microorganismos que se alojan en la piel,

zona bucal, intestino, etc.

Patogeno: Originay desarrolla una enfermedad.

Supervivencia: Accion y efecto de sobrevivir.

Vibriosis: Es una enfermedad bacteriana, causada por cepas patdgenas

extracelulares.
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SIMBOLOGIA

g: Gramo

Kg: kilogramo.

mg/L: Miligramo de oxigeno por litro.

ml: Mililitro

OD: Oxigeno Disuelto

pH: Potencial de Hidrogeno

Pl: Postlarvas

Pl/g: Cantidad de Postlarva por gramo.

ppm: Partes por millon

ppt: Partes por mil

UPS: Unidades précticas de salinidad.
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RESUMEN

La acuicultura ha emergido como una actividad econdémica en Ecuador, siendo el
cultivo de camardn una de las principales industrias. En las Gltimas décadas, brotes
de enfermedades patdgenas han ocasionado pérdidas economicas al sector. Una
estrategia empleada para mitigar la carga bacteriana ha sido la aplicacion de
probidticos. El presente estudio compara el efecto de una combinaciéon de
probidticos comerciales afiadidos al alimento balanceado de postlarvas de camaron
Litopenaeus vannamei, mediante analisis bacteriologicos y evaluacion de la
supervivencia en cultivos intensivos. Durante tres ciclos de produccion, fueron
administrados tres tratamientos que consistian en mezclas de probidticos. Se
monitorearon los pardmetros del agua y se realizaron andlisis bacteriol6gicos en los
estadios Z3, M3, Pl 2 a Pl 8 para analizar el efecto de la mezcla de probidticos. Los
parametros de calidad del agua se mantuvieron estables (temperatura: 32.5-34 °C,
salinidad: 24-31 ppt, pH: 7.75-8.35, oxigeno disuelto: 4.5-5.3 mg/L). No se
observaron diferencias significativas en la supervivencia de las postlarvas y en los
niveles normales de Vibrio spp. y Pseudomona spp. entre los tratamientos
experimentales (p>0.05). Sin embargo, los tratamientos evaluados demostraron
eficacia en el control de bacterias patdgenas en el cultivo intensivo de larvas de

camaron.

Palabras clave: probiotico, Litopenaeus vannamei, Vibrio, Pseudomona.
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ABSTRACT

Aquaculture has emerged as a economic activity in Ecuador, with shrimp farming
being one of the main industries. In recent decades, outbreaks of pathogenic
diseases have caused economic losses to the sector. One strategy employed to
mitigate bacterial load has been the application of probiotics. The present study
compares the effect of a combination of commercial probiotics added to the
balanced feed of shrimp postlarvae Litopenaeus vannamei, through bacteriological
analysis and evaluation of survival in intensive cultures. During three production
cycles, three treatments consisting of probiotic mixtures were administered. Water
parameters were monitored and bacteriological analyses were conducted in stages
Z3, M3, Pl 2 to PI 8 to analyze the effect of the probiotic mixture. Water quality
parameters remained stable (temperature: 32.5-34 °C, salinity: 24-31 ppt, pH: 7.75-
8.35, dissolved oxygen: 4.5-5.3 mg/L). No significant differences were observed in
the survival of postlarvae and in the normal levels of Vibrio spp. and Pseudomona
spp. between the experimental treatments (p>0.05). However, the evaluated
treatments demonstrated efficacy in controlling pathogenic bacteria in the intensive

cultivation of shrimp larvae.

Keys words: probiotic, Litopenaeus vannamei, Vibrio, Pseudomona.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

El camaron blanco, Litopenaeus vannamei, es una especie endémica del Océano
Pacifico Oriental, desde el Golfo de California hasta Perd, se ha convertido en una
de las principales especies cultivadas a nivel mundial, con un alto valor econémico
y una demanda en aumento en los mercados internacionales (Moreira & Méndez,
2024). Sin embargo, en las Gltimas décadas se han presentado diversas
enfermedades patdgenas que han generado grandes pérdidas econémicas para la
industria (Jamal, 2019). Por tal motivo, los productores han recurrido a la busqueda
de estrategias de produccién que faciliten la obtencién de tasas de supervivencia
altas con la mejor calidad posible, para mantener la competitividad en la cadena

productiva.

La aplicacion de probioticos se considera una estrategia eficaz en la acuicultura, ya
que constituyen una alternativa para reducir el uso indiscriminado de antibidticos
(Akhter et al., 2015; Hai, 2015). Estos ultimos pueden provocar efectos adversos
como el aumento de la resistencia en bacterias patdgenas, ocasionando
desequilibrios ambientales y la acumulacion de residuos en el cuerpo humano
(Aich, 2018). En la actualidad, se han identificado diversos genes de resistencia a
antibidticos en los intestinos de camarones, asi como en el agua y sedimentos de

sistemas acuicolas (Zhao et al., 2018).
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Los probioticos en sistemas acuaticos pueden tener mecanismos de accion directa
sobre el huésped o indirecta actuando sobre el medio de cultivo, aunque en algunos
casos involucra ambos (Jamal et al., 2019). Son utilizados en los sistemas de
produccion como control bioldgico, lo que permite modificar las comunidades
microbianas en la columna de agua y suelo, con el fin de disminuir o eliminar
microorganismos patdgenos que pueden afectar el cultivo (Kumar, 2016),
digestibilidad de los nutrientes lo que promueve el crecimiento (Chai et al, 2016;
Xue et al,2016), supervivencia de los animales en cultivo (Garcia et al., 2020), y

tolerancia al estrés (Jamal et al., 2019), entre otros beneficios.

El alimento debe aportar los compuestos quimicos vitales para el desarrollo 6ptimo
del camardn, suplementar las dietas con probi6ticos es una de las estrategias mas
prometedores para controlar o tratar enfermedades microbianas (Zheng et al.,
2020), debido a su capacidad para generar resistencia a ciertos patdgenos. Dentro
de este contexto, varios investigadores han realizado estudios con la utilizacion de
bacterias, mencionando a Huynh et al (2018), quienes utilizaron galacto-
oligosacarido (GOS) y el probidtico Lactobacillus plantarum sobre la respuesta
inmunitaria y la resistencia a enfermedades producidas por Vibrio alginolyticus;
Vieira et al (2016) al utilizar dietas suplementadas con L. plantarum modificaron la
microbiota bacteriana intestinal de camarones criados en una granja comercial,

reduciendo la abundancia de Vibrio spp.
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El uso de probidticos como estrategia para el control bacteriologico funciona bajo
el principio de exclusion competitiva (Sotomayor & Balcazar 2016). Las bacterias
probidticas consumen nutrientes del agua y del fondo de los estanques, ademas
ocupan espacios dentro del tracto digestivo del organismo, reduciendo las
posibilidades de desarrollo y colonizacion de microorganismos patdgenos (Knipe

et al, 2021; Ringo et al, 2016).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La acuicultura es una actividad de gran relevancia para el desarrollo econémico del
Ecuador, principalmente el cultivo de camardn. Sin embargo, uno de los factores
limitantes durante la produccion ha sido el surgimiento de enfermedades, llegando
a producir pérdidas econdmicas significativas por las altas tasas de mortalidad que
pueden generar. Entre los patdgenos que afectan al cultivo de camaron se
encuentran los de origen bacteriano, cuyas principales especies pertenecen al

género Vibrio.

En los ultimos afios se ha incrementado la busqueda de nuevas estrategias
profilacticas con el fin de mantener la competitividad en el sector productivo. Han
sido seleccionadas diversas especies 0 cepas bacterianas como probiéticos debido
a su accionar biologico, las cuales han sido testeadas in vitro e in vivo para
desarrollar productos comerciales que actualmente son utilizados en protocolos de
produccion. A pesar del uso de diversos productos para mantener la salud de los
organismos se contindan reportando pérdidas en las diferentes fases de produccion

de camardn, especialmente en la larvicultura.

En base a lo anterior, se ha visto la necesidad de analizar el efecto de tres protocolos
de aplicacion de probidticos utilizados en sistemas de produccién intensiva de

larvas de camaron.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se han realizado diversas investigaciones en la busqueda de
nuevas estrategias profilacticas desde la prohibicién del uso de antibidticos. El
efecto de los probioticos ha sido ampliamente estudiado en las diferentes fases de
produccion del camaron, ya sea aplicados de forma individual o combinando varios
productos, como complemento alimenticio o directamente sobre el agua,
demostrando asi la capacidad que tienen para mantener ptimas condiciones de
calidad de agua, generar resistencia ante enfermedades e incrementar las tasas de

supervivencia en el cultivo.

Es necesario evaluar los efectos de probidticos comerciales bajo condiciones de
produccion intensiva, con el objetivo de establecer protocolos de aplicacion de
combinaciones que garanticen los mejores resultados en cuanto a supervivencia y
resistencia a patégenos en cada uno de los estadios de vida de los organismos

cultivados.

Bajo este contexto, surge la iniciativa de realizar la presente investigacién que se
encuentra enfocada en analizar y comparar el efecto de la combinacion de
probidticos comerciales aplicados como complemento alimenticio en el cultivo
intensivo de postlarvas de camardn, determinando la eficiencia a nivel

bacteriologico.
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4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Comparar el efecto de la combinacion de probidticos comerciales aplicados
como complemento del alimento balanceado de postlarvas de camaron
Litopenaeus vannamei mediante el andlisis bacterioldgico y la supervivencia en

cultivos intensivos.

4.2 Objetivos Especificos

e Aplicar probiéticos comerciales en tanques de produccién de postlarvas de L.
vannamei determinando la presencia de colonias bacterianas utilizando medios
de cultivo TCBS, TSA, Chromagenic Agar Vibrio y CHROMagar

Pseudomonas.

e Relacionar los parametros fisicoquimicos del agua con la tasa de sobrevivencia
de larvas de camar6n mediante la correlacion de Pearson durante tres ciclos de

produccion.

e Evaluar la efectividad de la combinacion de probioticos comerciales mediante
la determinacion de la carga bacteriana y andlisis microscépico de los estadios

larvarios estimando la tasa de supervivencia en las unidades experimentales.
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5. HIPOTESIS

Ho: La combinacion de probidticos comerciales aplicados como complemento del
alimento balanceado no reduce la presencia de bacterias patdgenas en el cultivo

intensivo de postlarvas de camaron Litopenaeus vannamei.

Hi: La combinacion de probid6ticos comerciales aplicados como complemento del
alimento balanceado reduce la presencia de bacterias patogenas en el cultivo

intensivo de postlarvas de camaron Litopenaeus vannamei.
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CAPITULO I

6. MARCO TEORICO

6.1 Situacion actual de la Acuicultura

En Ecuador existe un alto nivel productivo de camaron debido a las condiciones
climaticas favorables que permiten generar hasta 3.5 cosechas al afio (Cunalata et
al, 2018). Seguln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agriculturay la
Alimentacién - FAO (2015), sostiene que desde 1968, el cultivo de camaron se
produce a escala industrial y se exporta desde 1970, teniendo sus inicios en el
canton Santa Rosa. En 1987, Ecuador se convirtid en el principal exportador a nivel
mundial (Caballero, 2015). Durante la década de los 90, existié una disminucién
notable en la produccion debido a diversos factores, como la disminucion de precios
por sobreoferta mundial, aumento de costos de produccion y la propagacion de

enfermedades (Azuero et al., 2021).

A pesar de la inestabilidad que han mostrado los precios del camardn, la acuicultura
ecuatoriana ha tenido avances significativos gracias a la mejora de los sistemas de
produccion y a la implementacion de nuevas estrategias profilacticas para

garantizar la sostenibilidad del cultivo.

En 2022, Ecuador generd $ 6,653 millones de dolares por la exportacion de mas de

1,060 millones de toneladas. En 2023 se superd esta cifra de exportacion con mas
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de 1,214 millones de toneladas, pero solo se generaron $ 6,288 millones (Camara
Nacional de Acuicultura, 2023). Paises como Ecuador e India son reconocidos

como los principales proveedores de camarén a China y Estados Unidos.

6.2 Principales paises productores de camaron

Los principales paises productores de Penaeus vannamei incluyen a: China,
Tailandia, Indonesia, Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala,
Nicaragua, Belice, Vietnam, Malasia, P.C. de Taiwén, Islas del Pacifico, Perq,
Colombia, Costa Rica, Panama, Estados Unidos de América, India, Filipinas,
Camboya, Surinam, Saint Kitts, Jamaica, Cuba, Republica Dominicana y Bahamas

(Briones et al., 2017).

6.3 Definicion de probiético

El significado del término probidtico ha sido modificado a lo largo de los afos.
Fuller (1989 citado en Garcia Hoyos, 2018) lo definié como un "microorganismo
vivo que se suministra al hospedero suplementado en el alimento para beneficiar

el balance microbiano intestinal".

Por su parte, Verschuere (2000, como se citd en Jamal, 2019) definié a los
probidticos como un "suplemento microbiano vivo con la capacidad de modificar

la flora asociada a su hospedador y al ambiente generando efectos benéficos".
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Finalmente, la FAO/OMS (2001, como se cit6 en Sanchez, 2015) definio a los
probidticos como "microorganismos vivos que confieren efecto beneficioso para la

salud del hospedador, cuando se administran en cantidad adecuada”.

6.3.1 Probioticos comerciales en el cultivo de larvas de camarén blanco

(L. vannamei)

La manipulacién microbiana es una herramienta viable para reducir o eliminar la
incidencia de enfermedades y su utilizacidn esta ampliamente demostrada (Toledo
et al., 2018; Garcia, 2018). Esta practica se consolida como una alternativa viable a
la utilizacién de agentes quimioterapéuticos en el control de enfermedades, como

sefialan Jamal et al (2019) y Kumar et al (2016).

En la acuicultura, se utiliza microorganismos como tratamientos alternativos de
gran eficacia y con efectos secundarios minimos. No obstante, su efecto suele ser
transitorio, por lo que su administracion debe ser continua, ya sea como suplemento
en la alimentacién o en el agua del cultivo, para mantener el efecto biol6gico a lo

largo del tiempo (Aguilera et al., 2021).

El éxito y la rentabilidad de esta industria dependen en gran medida de la
implementacién de un sistema de cultivo aséptico, confiable y sostenible, que
garantice un riesgo minimo de estrés producido por las variaciones ambientales,

calidad de agua y tasas de alimentacion (Delgado, 2019). En los Gltimos afios, se ha
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incrementado la busqueda de microorganismos con capacidad probiotica con el
objetivo de mejorar el rendimiento en los sistemas de produccién, dentro del marco

de practicas respetuosas con el medio ambiente (Sorroza, 2012).

Los probidticos cominmente usados en la produccion de camardn son Arthrobacter,
Bacillus, Nitrosomonas, Cellulomonas, Nitrobacter, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Aeromonas, Enterobacter, Vibrio, Pseudomonas,

Rhodopseudomonas, entre otros (Maura, 2023; Hai, 2015).

6.3.2 Modos de aplicacién de probioticos

Los probidticos suelen aplicarse de manera individual o combinados con otros
probiédticos durante el cultivo. Segun observaciones realizadas por Allameh et al.,
(2015) el uso de multiples cepas de probidticos puede mejorar la proteccion contra
la infeccidn de patdgenos en comparacion con los probioticos basados en una sola
cepa. Ademas, Toledo et al. (2018) mencionan que la aplicacion de varias cepas
resulta ser mas efectiva para mejorar la supervivencia, el crecimiento y el factor de

conversion alimenticia en la produccion.

Actualmente, las cepas seleccionadas como probioticos son administradas en dietas
artificiales, en alimento vivo (artemia y rotiferos) o en agua de cultivo (Merrifield

et al., 2010, como se cité en Gutiérrez, 2021), ambos métodos han sido probados
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en diferentes cultivos de animales acuaticos principalmente en camarén (Sorroza,

2012).

6.3.2.1 Aplicacion en el agua

Los probioticos pueden ser aplicados directamente en el agua en la que se desarrolla
el cultivo, principalmente aquellos cuya funcion es degradar materia organica
(Zokaeifar et al., 2014; Melgar Valdés., 2013), eliminar sustancias tdxicas e inhibir
patdgenos para mejorar la calidad del agua (Franco et al., 2016; Laranja et al.,

2014).

Melgar Valdés et al (2013), sugiere mantener la frecuencia de aplicacién durante
todo el proceso de cultivo para obtener resultados adecuados, recomendando aplicar
el producto semanalmente en el caso de juveniles, mientras que, para las larvas de
camaron, la frecuencia de aplicacién varia segun las recomendaciones de cada
técnico de produccion. Por ello, Dominguez (2022) manifiesta que la aplicacion de
probidticos puede ser de 3 a 4 dosis diarias llegando incluso hasta 8 veces al dia

cada 3 horas.
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6.3.2.2 Aplicacion en el alimento

Los efectos benéficos de los probidticos suelen ocurrir principalmente a nivel del
tracto gastrointestinal, por lo que se han desarrollado diversos métodos de

administracion para mejorar su estabilidad y absorcion.

Dentro de este contexto, la aplicacion de los probidticos como complemento
alimenticio es uno de los métodos més empleados (Liu et al., 2014). Al inocular los
probidticos con el alimento se obtienen diversos beneficios, como la mejora de los
aspectos nutricionales, debido a la contribucion a la digestion enzimética y un mejor
aprovechamiento de los nutrientes ingeridos, ademas de mejorar la respuesta
inmune y la inhibicién de microorganismos patégenos. (Hamidoghli et al, 2020;

Zokaeifar et al., 2014; Kuhlwein et al., 2014).

Para suministrar el probidtico con la dieta se puede realizar directamente en los
pellets, ya sea utilizando sustancias adherentes o sin ellas, o bien se pueden agregar

previamente en la fabrica de balanceado (Kumar et al., 2016).

6.3.3 Mecanismos de accion

Los probidticos son microorganismos vivos que ofrecen numerosos beneficios a
través de diversos mecanismos. Varios estudios han demostrado y contribuido a

comprender la accion de los probidticos en el organismo huésped, la microbiota y
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su entorno (Gomez, 2020; Toledo et al., 2018). A continuacion, se mencionan los
principales mecanismos de accion descritos para los probidticos utilizados en la

acuicultura;

6.3.3.1 Estimulacion del sistema inmune

Uno de los campos de investigaciébn mas activos en la camaronicultura es la
aplicacion de probidticos con el fin de estimular el sistema inmune. Como
resultado, existen varias publicaciones que documentan el accionar bioldgico de los
probidticos para modular el sistema inmunolégico del camaron (Franco et al., 2016;

Zokaeifar et al., 2014; Wang y Gu, 2010).

Segun Fuller (1992), como se citd en Maura (2023) y Villacis (2023) recalcan que
la adicion de probidticos en el cultivo de camaron puede fortalecer el sistema
inmunoldgico de tres formas: a) Mejorando la actividad de los macrofagos, b)
Aumentando la produccion de anticuerpos sistémicos como la inmunoglobulina e

interferdn, y c) Reforzando los anticuerpos locales en las superficies mucosas.

6.3.3.2 Colonizacién del tracto digestivo

Los probidticos tienen la capacidad de adherirse al mucus entérico, aspecto
fundamental para poder sobrevivir y desarrollarse en la microbiota intestinal

(Toledo et al., 2018), es uno de los criterios principales considerados para su
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seleccion y aplicacion en la acuicultura (Vieira et al., 2016; Lamari et al., 2014).
Las bacterias patdgenas también cuentan con esta habilidad, sin embargo, su
capacidad de generar una infeccion se relaciona estrechamente con el factor de

virulencia (Defoirdt, 2014).

La evidencia disponible sugiere que las bacterias obtenidas de animales cultivados
0 de su entorno tienden a tener una mayor capacidad de adherirse al mucus
gastrointestinal y a los tejidos en comparacion con las bacterias externas al sistema
(Toledo et al., 2018). Sin embargo, se ha documentado que los microorganismos
aislados de una especie pueden colonizar con éxito el tracto digestivo de otras
especies cultivadas, lo que indica una falta de especificidad en la colonizacion

intestinal, como se sefial6 Sanchez-Ortiz et al (2016).

6.3.3.3 Produccion de sustancias benéficas

El suministro nutricional para el cultivo de especies acuaticas ha sido potenciado
por laimplementacién de nuevas fuentes de proteina producidas a base de levaduras
y bacterias marinas. (Qiu y Davis, 2017; Gamboa-Delgado et al., 2016; Achupallas

etal., 2015; Melo et al., 2015).

Los lipidos generados por microorganismos marinos se sefialan como elementos de
vital importancia para la alimentacion de especies acuéaticas (Hoseinifar et al.,
2016). Las bacterias probioticas contribuyen al proceso digestivo de los organismos
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cultivados al producir una variedad de enzimas digestivas, incluyendo lipasas,
amilasas, carbohidrasas, quitinasas y proteasas, lo que resulta en un efecto positivo
en los pardmetros productivos (Chai et al., 2016; Seenivasan et al., 2016; Xue et al.,

2016, como se cité en Maura, 2023).

6.3.3.4 Mejora de calidad de agua

Algunas bacterias se emplean para regular los niveles de amonio, nitritos, materia
orgénica, nitratos y otros compuestos. Las bacterias Gram positivas,
especificamente del género Bacillus, han sido seleccionadas como probidticos
debido a su capacidad de convertir la materia organica en CO2. En contraposicion,
las bacterias Gram negativas tienen la particularidad de convertir la materia

organica en biomasa bacteriana (Zokaeifar et al., 2014).

Hamidoghli et al. (2020) utilizaron un producto comercial compuesto por Bacillus
sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Thiobacillus sp., and Paracoccus sp. como
complemento de dietas a base de proteinas vegetales y observaron mejoras en la
calidad del agua, incluyendo la disminucion del nitrogeno amoniaco total y el nitrito
en el sistema de cultivo. Por otro lado, Novriadi et al. (2023) comparé el efecto del
mismo producto comercial con otro de composicion similar potenciado con
enzimas y demostré que la aplicacion continua de estos productos reduce la

cantidad de Vibrio spp., ademas obtuvo mejores condiciones de calidad del agua
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con el tratamiento potenciado con enzimas en el que disminuyeron el nitrogeno

amoniaco total, nitritos y nitratos.

Ademés del género Bacillus, se utilizan otras bacterias con potencial
biorremediador como: Nitrobacter, Nitrosomonas, Pseudomonas,
Rhodopseudomonas, Cellulomonas y Acinetobacter, que poseen la capacidad de
regular la microbiota del agua, estabilizar los niveles de nitrato, amonio y nitrito, y
promoviendo la disminucion de la prevalencia de patégenos oportunistas en el

entorno acuéatico (Chumpol et al., 2017; Kumar et al., 2016).

6.4 Enfermedades en el cultivo de camardn

La industria camaronera continla creciendo y desarrollando métodos de
tecnificacion e intensificacion, sin embargo, la produccion puede ser afectada a
causa de enfermedades virales y bacterianas (Zorriehzahra, 2015). Lightner &
Redman (1998 como se citd en Ramirez, 2023) indican que el aumento del
calentamiento global y la intensificacion de los cultivos, permiten que las
enfermedades bacterianas, especialmente la vibriosis, se conviertan en importantes

amenazas para el desarrollo sostenible de la industria acuicola del camaron.

El uso de agua de mar directamente bombeada desde la playa para las producciones

es la principal causa del ingreso de agentes infecciosos al sistema de cultivo, entre
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los més comunes estan las especies de Vibrio, Aeromonas y Pseudomonas (Garcia
et al., 2021), ademas, una baja calidad del agua y del fondo del estanque o un
alimento de mala calidad, junto a las altas densidades de cultivo pueden generar que
los microorganismos patdgenos proliferen facilmente, lo que aumenta las

probabilidades de desarrollar una infeccion (Villacis, 2023).

6.4.1 Género Vibrio

Las enfermedades ocasionadas por especies del género Vibrio han generado
considerables pérdidas econdmicas en la industria camaronera a nivel global (Kua
et al., 2016). El género Vibrio corresponde a bacterias Gram negativas, pertenece al
filo Proteobacteria y a la clase Gammaproteobacteria, de la familia Vibrionaceae
que comprende 65 especies de bacterias heterétrofas (Thompson F. et al., 2006), en
algunas regiones estuarinas llegan a representar casi el 60% de la poblacién
bacteriana, ademéas son parte de la flora autéctona de los organismos marinos

(Aguirre-Guzman et al, 2013).

Tran et al. (2013), J. Zhou et al. (2012), Mohajeri et al. (2011) y Austin (2010),
mencionan que las principales especies identificadas como causantes de infecciones
en la larvicultura de camarones son: Vibrio campbellii, V. harveyi, y V.
parahaemolyticus. Esta Gltima mencionada es predominante del aparato digestivo

de moluscos bivalvos que acumulan y concentran contaminantes naturales o
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antropogénicos al alimentarse mediante filtracion (Velazquez-Roméan et al., 2014

como se citd en Burgo-Ranadéan y Arias-Rodriguez 2020).

6.4.2 Principales enfermedades bacterianas en larvicultura del camarén

blanco (L. vannamei)

En los ultimos afios en Ecuador, las empresas dedicadas a la cria de larvas de
camardn blanco han experimentado pérdidas econdmicas significativas debido a
enfermedades infecciosas, principalmente bacterianas, que son frecuentes y
probablemente sean consideradas la principal causa de mortalidad durante el
proceso de cultivo (Newman, 2022; Reyes, 2021). Con frecuencia, estas
enfermedades son causadas por patdgenos presentes de forma natural en el medio,
muchos de los cuales son oportunistas, es decir, no provocan infecciones en los
organismos, mientras el cultivo se mantenga en condiciones favorables y en caso
de no ser detectados y tratados a tiempo pueden generar pérdidas econdmicas

importantes (Serrano, 2014).

6.4.2.1 Vibriosis sistematica

La Vibriosis, una enfermedad causada por bacterias gramnegativas del género
Vibrio, ha sido el principal desafio en la produccion de camaro6n blanco, tanto en la
fase de larvicultura como en la de engorde. Esta enfermedad puede causar tasas
significativas de mortalidad, llegando incluso al 100% de la produccion (Flegel

T.W. 2012).
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Los agentes causales son Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus,
Photobacterium daunselae, V. campbellii y V. harvey, pertenecientes al clado
Harvey, organismos claves de busqueda en los diagndsticos patoldgicos en la

produccion de camarén. (Lomeli & Martinez,2014).

Durante el proceso de cultivo, los brotes de Vibriosis suelen ocurrir cuando hay
cambios abruptos en las condiciones ambientales u otros factores, lo que resulta en
un aumento en la reproduccién bacteriana que excede las capacidades toleradas por
el organismo (Cuéllar-Anjel, 2013). Cuando se presenta una infeccion es posible
observar que las larvas se encuentran inactivas en el fondo de los estanques (Gémez

et al., 2010, como se cit6 en Villacis, 2023).

6.4.2.2 Sindrome Zoea Il

Esta enfermedad se manifiesta principalmente en el lumen o la luz de los tdbulos
del hepatopancreas, donde las células de dicho 6rgano se descaman. Se cree que
esta descamacion puede ser causada por una reaccion a toxinas bacterianas, siendo
Vibrio sp. la bacteria comunmente asociada; sin embargo, Otero (2018) menciona
que V. harveyi esta principalmente relacionada a esta patologia, aunque tambien
puede ser provocada por la presencia de metales pesados en los cultivos de larvas
(Villacis, 2023). Se ha determinado mediante histopatologia que los 6rganos vitales
de los animales sufren dafios que incluyen vacuolizacion, desprendimiento de

células epiteliales y lesiones en el epitelio intestinal (Kumar, 2017).
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Los signos de esta enfermedad incluyen la reduccion del indice alimenticio,
incremento en las tasas de mortalidad y la disminucién de la actividad natatoria del

organismo (Gomez et al., 2018).

6.4.2.3 Sindrome de bolitas

Mediante pruebas bioquimicas se determind que Vibrio harveyi es el agente
causante de esta enfermedad, factores como los altos recuentos bacterianos en los

tanques, las bajas temperaturas o nauplios débiles pueden agravarla (Mufioz, 2022).

Si no se controlan las densidades de esta bacteria y los parametros de temperatura,
las infestaciones pueden volverse cada vez mas dificiles de controlar (Suérez,
2024). Es una patologia se presenta en la fase de larvicultura, suele generar el
incremento de las tasas de mortalidad en los sistemas de cultivo o inclusive la
muerte de todos los organismos. Uno de los principales sintomas es la presencia de

la descamacion celular en el tracto gastrointestinal de las larvas (Villacis, 2023).

6.4.2.4 Sindrome de mortalidad temprana (EMS o AHPND)

Durante casi una década, esta enfermedad debilitd significativamente al sector
camaronero (Pefia-Navarro et al., 2020; Joshi et al., 2014; Tran et al., 2013) a causa
de la bacteria oportunista Vibrio parahaemolyticus. Esta enfermedad bacteriana se

introduce en el organismo via oral, ya sea a traves de la ingestion de agua
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contaminada, detritos organicos del fondo del estanque o por el canibalismo entre

camarones previamente infectados (Morales, 2016).

La infeccion comienza con la colonizacion del tracto digestivo de los camarones
infectados, originando disbiosis (Hossain et al., 2021; Chen et al., 2017). Las cepas
de Vibrio parahaemolyticus portan genes de las toxinas PirA 'y PirB que disminuyen
la diversidad bacteriana, lo que aumenta la aptitud de los vibrios para proliferar en
los ambientes de cultivo (Restrepo et al., 2021), y posteriormente producen toxinas

que causan dafio celular en el hepatopéancreas (Morales, 2016; Tran et al., 2013).

Los principales signos clinicos en camarones enfermos con EMS incluyen nado
erratico, crecimiento reducido, atrofio en el hepatopancreas, coloracion péalida o

blanquecina y textura blanda del exoesqueleto (Sarango, 2021).

6.5 Medios de cultivo

6.5.1 Agar TCBS

El Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa es un medio de cultivo para el
aislamiento de Vibrio cholerae y otros vibriones enteripatogénicos, cuya
composicion aproximada en gr/L declarada del producto es de 5.0 extracto de
levadura, 10.0 peptona de proteosa n° 3, 10.0 citrato de sodio, 8.0 bilis de buey,
20.0 sacarosa, 10.0 cloruro de sodio, 1.0 citrato férrico de amonio, 0.04 azul de

bromotimol, 0.04 azul de timol y 15.0 de agar, su pH es de 8.6 +/- 0.2.
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6.5.2 Agar Vibrio

Es un medio cromogénico de cultivo para la deteccion y aislamiento de especies de
Vibrio, cuya composicion en gr/L es de 15.0 agar, 10.0 peptona, 3.0 de extracto de
levadura, 3.0 colato de sodio, 10.0 tiosulfato de sodio, 1.0 de glucosa, 0.1 lactosa,
10.0 cloruro de sodio, 10.0 citrato de sodio, 20.0 sacarosa, 5.0 bilis especiales y
2.49 de mezcla cromogénica; su pH es de 8.6 +/- 0.2 como se indica en las

especificaciones del producto.

6.5.3 Agar Pseudomona

Es un medio cromogénico de cultivo para la deteccion y aislamiento de especies de
Vibrio, cuya composicion declarada en gr/L es de 15.0 agar, 20.0 peptona, 8.0 de
sales y 2.5 de mezcla cromogénica; su pH es de 7.5 +/- 0.2, como se especifica en

el producto comercial.

6.5.4 Agar TSA

De acuerdo a las especificaciones del producto el agar de soja triptica se utiliza para
el aislamiento y cultivo de microorganismos, incluidas bacterias aerobias y
anaerobias, cuya composicion en gr/L es de 15.0 digerido pancreético, 5.0 digerido

papainico de soja, 5.0 cloruro de sodio y 15.0 de agar.
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6.6 Clasificacion taxonomica

Phylum: Artropoda

Clase: Malacostraca

Orden: Decapoda

Suborden: Dendrobranchiata

Superfamilia: Penaeoidea

Familia: Penaeidae

Género: Litopenaeus

Especie: vannamei (Boone, 1931)

6.6.1 Estadios o etapas del crecimiento larvario

De acuerdo con Garnica Delgado (2016), las larvas de camardn pasan por tres
etapas definidas: etapa naupliar, etapa protozoea y etapa mysis, antes de que ocurra
su metamorfosis a postlarva de camardn. Se estima que solo uno de cada cuatro

nauplios logra desarrollarse hasta convertirse en un camarén maduro.
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6.6.1.1 Nauplio

Luego de la eclosion de los huevos inicia la primera fase del desarrollo larvario del
camaron, denominada Nauplio, que se divide en cinco subestadios: Nauplio I, 11,
I1l, IV y V. Durante esta fase, el cuerpo de las larvas tiene una forma periforme y
presenta un ocelo en la parte frontal, asi como una furca caudal, antena, anténula 'y
mandibula. A medida que avanzan a través de los subestadios, el cuerpo se alargay
se producen cambios en la antena, anténula y la furca caudal, con la adicién de
espinas (Figura 1). Ademas, muestran fototaxismo positivo (Arellano, 1993, como

se citd en Maura, 2023).

Durante esta etapa, los nauplios se alimentan exclusivamente de las reservas
vitelinas. En condiciones éptimas, el tiempo necesario para alcanzar el Ultimo

subestadio es de aproximadamente 40-50 horas (Alonso & Hernandez, 2011).

Figura 1

Sub — estadios de Nauplio

==\, P

Nota. Diferencias morfoldgicas entre los subestadios de Nauplios de camarén. Marcillo
(2014).
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6.6.1.2 Zoea

Después de pasar por el quinto subestadio de nauplio, viene el estadio de Zoea con
sus tres subestadios: Zoea I, 1l y Ill. Se diferencia del estadio anterior por la
presencia de cefalotérax. Durante su primera fase, se observa una clara
diferenciacion entre cabeza y abdomen, un ojo naupliar presente (sésil) y un telson
bilobulado. En la segunda fase, se nota un caparazon con una espina rostral y 0jos
compuestos pedunculados. En la tercera fase, se presentan espinas supraorbitales
mas desarrolladas, el telson se separa del sexto segmento y se observan urépodos
rudimentarios (Figura 2) (Soto & Gonzalez, 2009). Este estadio tiene una duracion

de 3 a 4 dias, es decir, aproximadamente un dia por subestadio.

La alimentacién de la zoea se basa principalmente en microalgas presentes en el

agua, ya que no tienen una cavidad bucal desarrollada (Ramirez, 2011).

Figura 2

Subestadios de Zoea

¥
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i
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PROTOZOEA | PROTOZOEA Il PROTOZOEA Il

Nota. Diferencias morfol6gicas entre los subestadios de Zoeae. HC4-BIOTEC (2020).
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6.6.1.3 Mysis

Luego del tercer subestadio de Zoea las larvas mudan al estadio de Mysis, este
estadio posee tres sub-estadios los cuales son Mysis I, 11'y 111 con duracién total de
tres dias, un dia por subestadio. Este estadio se caracteriza por la presencia de la
zona abdominal encorvada que les permite desplazarse en el agua mediante
contracciones abdominales, pereiépodos totalmente desarrollados, sin ple6podos en

el primer subestadio (Figura 3) (Gonzélez, 2022; Valarezo, 2016).

Su dieta suele ser constituida por alimento balanceado, microalgas y zooplancton

con raciones de 4 a 6 diarias (Sarango, 2021).

Figura 3

Subestadios de Mysis

Nota. Diferencias morfoldgicas entre los subestadios de Mysis. Fenucci (1988).
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6.6.1.4 Postlarvas

La etapa de postlarva comienza cuando el proceso de metamorfosis ha concluido y
los organismos adquieren caracteristicas de un adulto con la diferencia que su forma
rostral y 6rganos reproductores aun no estan desarrollados (Sarango, 2021). Al
alcanzar una longitud de 5 mm, presentan de 3 a 4 dientes en la parte dorsal del
rostro, ademas aparecen sedas en los pledpodos y pierden los exopoditos de los
pereiépodos (Machado et al., 2020). Esta etapa tiene una duracion de
aproximadamente 20 dias, hasta que las postlarvas se consideran camarones
(postlarva 1; 20), con un tiempo aproximado de un dia por subestadio. Su

alimentacion se basa en alimentos sélidos y artemia (Carvajal & Bolafios, 2015).

Figura 4

Postlarvas de camarén

PLo

Nota. Diferencias morfoldgicas en la etapa de postlarva. Limsuwan & Ching (2013).
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CAPITULO Il

7. MARCO METODOLOGICO

7.1 Area de estudio

El siguiente estudio se realiz6 en un laboratorio ubicado en la Via San Pablo -
Monteverde - Santa Elena - Ecuador entre la latitud de 2°10°61”* Sur, longitud
80°74°75”* Oeste (Figura 5). Su temperatura promedio anual de 25 grados

centigrados y la precipitacion media anual es 1694 mm.

Figura b

Area de estudio ubicada en la comuna San Pablo provincia de Santa Elena

Nota. La imagen muestra la ubicacién del laboratorio donde se realizé el estudio. Google

Earth (2023).
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7.2 Enfoque y tipo de investigacion

El presente estudio es de tipo experimental, debido a que se pretende analizar el
efecto de la combinacion de probiodticos comerciales aplicados en el alimento de
postlarvas determinando la carga bacteriana y la supervivencia del organismo en

cultivos intensivos. El trabajo fue realizado entre los meses de enero a abril del

2024,
7.3 Probioticos empleados
7.3.1 Probidtico comercial A

Es un producto que contiene bacterias aerobias que inhiben el desarrollo de
bacterias patdgenas, elimina los desechos contaminantes del agua como el
amoniaco, aumenta la supervivencia y permite densidades de siembra maés altas.
Los microorganismos que componen este producto estan presentes en la lista de
microorganismos GRAS (Generally Recognized as Safe) cuya concentracion es de

2.0E+09 cfu/gm.

7.3.2 Probiético comercial B

Es un producto que contiene Bacillus subtilis (1.0E+06 cfu/gm), Lactobacillus
plantarum (1.0E+06 cfu/gm), Sacharomyces kudriavzevii (1.0E+06 cfu/gm),
bacterias y hongos de caracter benéfico natural que intervienen en los procesos

bioldgicos del suelo, el agua activando la descomposicidn y degradacion de materia

53



orgénica y aguas residuales, reduciendo el amonio, nitritos y nitratos en el agua, y

actuando como estimulante del crecimiento.

7.3.3 Probiotico comercial C

Contiene bacterias acido lacticas, mohos y levaduras 1.0E+12 cfu/gm que actian
descomponiendo materia organica en el fondo de los tanques y controlando

metabolitos toxicos en el agua.

7.3.4 Probiodtico comercial D

Combinacidn de bacterias aerobias que reducen los niveles de amonio en el agua,
todos los microorganismos que componen este producto estan presentes en la lista
de microorganismos GRAS cuya concentracion es de 4.0E+09 cfu/gm, ademas
gracias a su crecimiento y reproduccion eficiente colonizan el tracto digestivo de
las larvas generando una barrera de competencia excluyente que evita que los

espacios libres sean aprovechados por bacterias patdgenas.

7.3.5 Probiético comercial E

Contiene altas concentraciones de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
pumilus (2.0E+11 cfu/gm) con la adicion de vitaminas C y calcio, que actlan
mejorando la digestién y la absorcion de nutrientes, ademas, incrementa la

inmunidad frente a organismos patdgenos y mejora la resistencia a enfermedades.
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7.3.6 Probidtico comercial F

Conjunto de Bacillus subtilis (1.0E+09 cfu/gm), Lactobacillus lactis (1.0E+09
cfu/gm), Nitrosomonas sp. (1.0E+09 cfu/gm), Nitrobacter sp. (1.0E+09 cfu/gm),
gue minimizan e inhibe la poblacién y crecimiento de Vibrio, y minimizan los

niveles de amoniaco y nitrato en el agua.

7.3.7 Probiotico comercial G

Contiene Pediococcus acidolactici (2.0E+09 cfu/gm), Vitamina E, Vitamina C y
Selenio que estimula la respuesta inmunologica disminuyendo la actividad de
patdgenos, ademas coloniza el tracto digestivo mejorando la asimilacion del

alimento.

7.4 Disefio experimental

Se aplicd un Disefio Completamente al Azar (DCA) durante tres ciclos de
produccion de larvas de camardn, utilizando 7 probidticos comerciales con
diferentes combinaciones, generando 3 tratamientos, descritos en la Tabla 1, los
cuales fueron aplicados de forma aleatoria en tres tanques/ciclo. Los tanques

experimentales poseen una capacidad operativa maxima de 21 toneladas métricas.
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Tablal

Descripcion de los tratamientos estudiados en la investigacion

Tratamientos Descripcion
T1 Alimento balanceado + probiéticoA,B,C,DyF
T2 Alimento balanceado + probidtico A, B,C,Ey G
T3 Alimento balanceado + probidtico A, B,C,E,Fy G
7.5 Dosificacidn por tratamiento

Los probiéticos B, D, E, Fy G fueron mezclados con el alimento de las postlarvas
y posteriormente aplicados en los tanques de produccién de acuerdo a las dosis

indicadas en las Tablas 2 a 4.

El probidtico A fue aplicado una vez previo a la siembra de los nauplios en los
tanques de cada tratamiento. El probidtico B (liquido) fue suministrado cada 12
horas durante los estadios N-5 hasta Z2, a partir de Z3 hasta PI2 se coloc6 cada 8
horas y a partir de PI3 hasta cosecha se aplicé cada 12 horas. El probidtico C fue
suministrado durante todo el cultivo cada 24 horas. Los probidticos D (tratamiento
1) y E (tratamiento 2 y 3) fueron administrados desde N-5 hasta PI-2 cada 12 horas.
A partir de PI-3 hasta la cosecha se aplicaron los probidticos F para el tratamiento
1y G para el tratamiento 2, en el tratamiento namero 3 estos fueron alternados y

aplicados cada 12 horas.
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Tabla 2

Dosificacion de los probioticos del tratamiento 1

Dosis (ppm) Tratamiento 1

Estadio Probiético  Probi6ético  Probidtico ~ Probidtico  Probi6tico
A B C D F
Nauplio 5 5 20 0,5 0,5 -
Zoea 1l - 20 0,75 0,5 -
Zoea 2 - 25 0,75 0,75 -
Zoea 3 - 15 1 0,75 -
Mysis 1 - 15 1 1 -
Mysis 2 - 18 1,25 1 -
Mysis 3 - 18 1,25 1 -
PI1-2 - 20 15 1,25 -
PI3-5 - 25 15 - 1,25
PI6-8 - 30 1,75 - 15
P19 -10 - 30 2 - 15

Nota. La dosificacion de los probidticos fue realizada en funcién a las recomendaciones

del técnico de produccion.
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Tabla3

Dosificacion de los probioticos del tratamiento 2

Dosis (ppm) Tratamiento 2

Estadio Probiético  Probi6ético  Probidtico ~ Probidtico  Probi6tico
A B C E G
Nauplio 5 5 20 0,5 0,5 -
Zoea l - 20 0,75 0,5 -
Zoea 2 - 25 0,75 0,75 -
Zoea 3 - 15 1 0,75 -
Mysis 1 - 15 1 1 -
Mysis 2 - 18 1,25 1 -
Mysis 3 - 18 1,25 1 -
PI1-2 - 20 15 1,25 -
PI3-5 - 25 15 - 1,25
PI6-8 - 30 1,75 - 15
P19-10 - 30 2 - 15

Nota. La dosificacion de los probidticos fue realizada en funcién a las recomendaciones

del técnico de produccion.
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Tabla4

Dosificacion de los probioticos del tratamiento 3

Dosis (ppm) Tratamiento 3

Estadio Probiético  Probi6ético  Probidtico ~ Probidtico  Probi6tico
A B C E FIG
Nauplio 5 5 20 0,5 0,5 -
Zoea l - 20 0,75 0,5 -
Zoea 2 - 25 0,75 0,75 -
Zoea 3 - 15 1 0,75 -
Mysis 1 - 15 1 1 -
Mysis 2 - 18 1,25 1 -
Mysis 3 - 18 1,25 1 -
PI1-2 - 20 15 1,25 -
PI3-5 - 25 15 - 1,25
PI6-8 - 30 1,75 - 15
P19-10 - 30 2 - 15

Nota. La dosificacion de los probidticos fue realizada en funcién a las recomendaciones

del técnico de produccion.
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7.6 Poblacion de estudio

Las larvas sembradas en los tanques de produccion y experimentacion siguieron el
mismo protocolo de manejo del laboratorio, que incluia condiciones uniformes de
limpieza, desinfeccion, recepcion, siembra, alimentacion, y adicion de otros
métodos profilacticos como &cidos orgénicos y aceites esenciales. Los nauplios
fueron distribuidos aleatoriamente a los tanques, utilizando un tanque por
tratamiento durante los tres ciclos de produccion. A continuacion, se describen la

poblacion y las densidades de siembra:

Tablab

Poblacion y densidad de siembra por tratamiento

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Ciclo Poblacion Densidad N/L  Poblacion Densidad N/L  Poblacién  Densidad N/L

1 2,666,000 266 2,666,000 266 5,000,000 357

2 2,800,000 280 3,630,000 363 3,130,000 313

3 2,765,000 276 2,666,000 266 2,666,000 266
7.7 Activacion y modo de aplicacion de probidticos

Probidtico A: Se debe hidratar y oxigenar durante 24 horas, su aplicacion es directa

al agua.
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Probidtico B: En el estadio N5 se administra el probidtico sin activacion, mientras
que desde el Z1 en adelante se lleva a cabo la activacién mediante fermentacion
durante 24 horas. Se debe mezclar 1 litro del producto con 1 litro de melaza y 18

litros de agua a 27 ppt de salinidad.

Probiotico C: No requiere activacion, su aplicacion es directa al agua.

Probiotico D: No requiere activacion, se aplica junto al alimento.

Probidtico E: No requiere activacion, se aplica junto al alimento.

Probidtico F: No requiere activacion, se aplica junto al alimento.

Probiotico G: No requiere activacion, se aplica junto al alimento.

7.8 Dieta de postlarvas

Las postlarvas fueron alimentadas cada 4 horas en los subestadios Zoea | y 11, a

partir de Zoea Il en adelante se proporcioné alimento cada 3 horas.
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7.9 Bacteriologia de postlarvas

Para realizar el analisis bacterioldgico se utilizaron Agar TCBS, Agar TSA,
Chromagenic Agar Vibrio y Chromagar Pseudomona como medios de cultivo para
determinar la presencia de Vibrio spp. y Pseudomona spp. en las postlarvas. Se
tomaron 6 muestras por tratamiento (Zoea 3, Mysis 3, Postlarva 2, 4 ,6, 8) dando

un total de 24 muestras por ciclo de produccion.

7.10 Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se siguié la metodologia de CESASIN
(2003) descrita en el manual de Técnicas de bacteriologia, facilitada y utilizada por

la empresa.

7.10.1 Agar TCBS

Para la preparacion de 40 placas, se utilizaron 71,2 gramos de agar TCBS, los cuales
se disolvieron en 800 ml de agua destilada en un Matraz de Erlenmeyer. Para
garantizar una solucion homogénea, el contenido se calentd en una hornilla hasta
alcanzar el punto de ebullicion (tres veces). Durante este proceso, es fundamental
agitar regularmente para asegurarse de que el contenido se disuelva por completo.
Una vez lograda la disolucion, se procede a verter el contenido en placas Petri,

aproximadamente 20 ml por cada placa.
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7.10.2 Chromagenic Agar Vibrio

Para preparar 40 placas se utilizaron 72 gramos del agar disueltos en 800 ml de agua
destilada. Se calento el contenido hasta alcanzar el punto de ebullicidn (tres veces).
Durante el proceso se agitd regularmente contenido para disolver completamente.

Posteriormente se aplico el contenido en placas Petri aproximadamente 20 ml/placa.

7.10.3 CHROMagar Pseudomona

Para preparar 40 placas se utilizo 36.4 gramos de CHROMagar Pseudomona y 800
ml de agua destilada. Se calentd el contenido hasta el punto de ebullicion (tres
veces) y se agitd para homogeneizar la solucion. Posteriormente se aplico el

contenido en placas Petri aproximadamente 20 ml/placa.

7.10.4 Agar TSA

Para preparar 40 placas se necesitaron 32 gramos de agar TSA, los cuales fueron
disueltos en 800 ml de agua destilada. Posteriormente se esterilizé la mezcla en
autoclave a 120 °C durante 15 minutos. A continuacion, se aplico aproximadamente

20 ml del contenido en placas de Petri.
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7.11 Inoculacién de muestras

Para la inoculacién de las muestras se utilizd la metodologia detallada por
CESASIN (2003) y Maura (2023) adaptada a las condiciones de trabajo en el
laboratorio, que consistid en colectar las muestras de postlarvas de cada tratamiento,
que fueron filtradas utilizando una malla de 10 micras y desinfectadas con agua
destilada. Luego se colocd 1 g de la muestray 900 ul de solucidn salina esterilizada
al 2.5% en tubos Eppendorf realizando el respectivo macerado. Posteriormente, se
centrifugd durante 15 segundos para que los residuos se sedimenten y obtener la

muestra del liquido sobrenadante.

Se utilizé una micropipeta para inocular 100 ul de la muestra en las cajas Petri con
Agar TCBS, Agar TSA, Chromagar Agar Vibrio y Chromagar Pseudomona. Las
muestras fueron sembradas en el agar con ayuda de asas de Drigalsky. Luego, se

colocaron las placas en una incubadora durante 24 horas a 33 °C.

7.12 Estimacién de unidades formadoras de colonias

La principal caracteristica para la identificacion de colonias es su coloracion. En el
agar TCBS se presentan colonias verdes y amarillas. En el Chromagar Vibrio, y de
acuerdo a la ficha técnica del producto, es posible identificar V. parahaemolyticus
(verde azulado), V. vulnificus (rosa), y V. alginolyticus (crema). En el Chromagar
Pseudomona se presentan colonias con color verde azulado intenso. En el agar TSA
se desarrollan colonias de color beige. Para realizar el conteo de colonias se procede
a establecer las Unidades Formadoras de Colonias mediante la siguiente formula:
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UFC =

Tabla6

Valores referenciales de UFC en postlarvas de camaron.

Numero de colonias X Factor de dilucion

ml

Medio de cultivo Colonia Valores Valores

normales Severos
Agar TCBS Amarillas <102 > 103
Agar TCBS Verdes < 102 > 103
Agar TSA Totales <104 > 106
Chromagar Vibrio V. alginolyticus < 102 > 103
Chromagar Vibrio V. parahaemolyticus < 10! > 102
Chromagar Vibrio V. vulnificus < 10! > 10!
Chromagar Pseudomona Pseudomona < 102 > 103

Nota. Los valores expuestos corresponden al registro histérico del Laboratorio de

Microbiologia de la empresa.
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7.13 Parametros fisicoquimicos

Para el monitoreo de los parametros fisicoquimicos del agua se emplearon los
siguientes instrumentos: el oxigenometro YSI Pro 20i para medir la temperatura
(°C) y el oxigeno disuelto (mg/l), el medidor de salinidad impermeable HI98319

para la salinidad (ppt), el medidor de pH/ORP HI198121 para la medicion del pH.

7.14 Determinacion de supervivencia

El célculo del porcentaje de supervivencia se determind al final del cultivo como

relacion entre la cantidad sembrada final y la cantidad sembrada inicial de las larvas.

] ) poblacion final
Supervivencia (%) = | ———| X 100
poblacion inicial

7.15 Anélisis microscépico de L. vannamei

Se realizaron anélisis en fresco de cada tratamiento tomando muestras para observar
mediante el microscopio las caracteristicas externas de las postlarvas en los estadios

ZlaZ3:
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Tabla7

Criterios para analisis de calidad de Zoea 1 a Zoea 3

Analisis general para el control de calidad

Evaluacion de la calidad  Puntuacién
Criterio
Actividad natatoria Activa (>95%) 10
Intermedia (70-95%) 5
Débil (en el fondo) (<70%) 0
Contenido intestinal Lleno (>95%) 10
Moderado (70-95%) 5
Vacio (<70%) 0
Oscuro 10
Color de hepatopancreas
Palido 5
Transparente 0
Necrosis Ausencia (0%) 10
Moderado (<15%) 5
Severo (>15%) 0
Deformidades Ausencia (<5%) 10
Moderado (5-10%) 5
Severo (>10%) 0

Nota. Los criterios de calidad de larvas fueron analizados de acuerdo a la informacion

disponible en el Manual de larvicultura de Skretting (2018).
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7.16 Analisis estadistico

Para comprobar la normalidad de los datos generados durante los tres ciclos de
produccion se utilizd la prueba de Anderson Darling; mientras que para la
validacion de la hipotesis se realizd el Andlisis de varianza (Anova) con el fin de
evidenciar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, con un nivel
de significancia de 0.05. Posteriormente, se utiliz6 el Test de Tukey para comparar
diferencias entre los tratamientos aplicados y la identificacion del mejor
tratamiento. Las herramientas fueron ejecutadas mediante el programa estadistico
Minitab 18. Se utiliz6 el método de correlacién de Pearson para determinar la
relacion entre la supervivencia y los pardmetros fisicoquimicos del agua.
Adicionalmente, los pardmetros del agua fueron analizados mediante estadistica
descriptiva. Finalmente, se utilizé el método de Dunnett para comparar la presencia

de la carga bacteriana con los rangos referenciales normales.
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8. RESULTADOS

Se llevaron a cabo tres tratamientos diferentes que implicaron la incorporacion de
probidticos comerciales en la dieta de las larvas de camar6n L. vannamei durante
tres ciclos de produccion. Los tratamientos aplicados permitieron obtener los

siguientes resultados:

8.1 Carga bacteriana de las postlarvas L. vannamei

Para determinar los rangos maximos y minimos de carga bacteriana por tratamiento
se consideré datos cuantitativos a partir de datos cualitativos en funcion a la

coloracion.

8.1.1 Colonias amarillas

En las colonias de color amarillo (Figura 6), se observé la mayor carga en el primer
ciclo en el T3 con 1.20E+04, mientras que, la carga mas baja registrada fue de
1.40E+03 en T2. En el segundo ciclo la carga mas alta fue de 1.10E+05 en T2 PI4,
la mas baja fue de 1.00E+04 en PI8 T1. Por otro lado, la carga mas alta registrada

en el tercer ciclo fue 1.32E+05 en PI8 T3 y la mas baja de 3.70E+04 en P12 T1.
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Figura 6

Presencia de colonias amarillas por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.1.2 Colonias verdes

En el caso de las colonias verdes (Figura 7), en el primer ciclo la carga mas alta
registrada fue 4.50E+03 en PI8 y la méas baja 3.20E+02 en PI6, ambas en T2. En el
segundo ciclo la mas alta se presenté en PI2 con 3.80+04 en T1, la mas baja fue
0.00E+00 en PI2 y 1.00E+03 en PI8 T2. En el tercer ciclo la mas alta se observé en

PI6 T1 con 8.70E+04, mientras que la més baja se registré en T2 con 0.00E+00 en

PI6.
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Figura7

Presencia de colonias verdes por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.1.3 V. alginolyticus

Para V. alginolyticus, en el segundo ciclo, se detectd la carga més elevada en T2,
llegando a 1.12E+05 en el estadio P14, por otro lado, el valor mas bajo se observo
en T1 en PI8 conl.80E+04. En el tercer ciclo, la carga mas alta se presenté en el
T3, alcanzando 9.50E+04 en Pl4. Sin embargo, en ese mismo tangue, se registro la

carga mas baja con 1.80E+04 en P16 como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8

Carga bacteriana de V. alginolyticus por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.14 V. vulnificus

En el segundo ciclo del estudio, se observaron cargas mas elevadas de V. vulnificus
en T2y T3 en el estadio P16, alcanzando 4.70E+04, mientras que la carga mas baja
se detect6 en T1 en Pl4, con 4.00 E+03. En el tercer ciclo, se registro la carga mas
altaen T 2 en P16, con 7.00E+04, mientras que, en T3 mostro las cargas mas bajas,

con a 0.00E+00 en PI2 y 1.00E+03 en P16 como se muestra en la Figura 9.
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Figura9

Carga bacteriana de V. vulnificus por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.15 V. parahaemolyticus

En relacién con V. parahaemolyticus, durante el segundo ciclo del estudio, se
registré la carga mas alta en T1, alcanzando 3.50E+04, mientras que en el T2 se
mantuvo en 0.00E+00 hasta llegar a P16, en PI8 se registro 1.00E+03. En el tercer
ciclo, la carga mas elevada se observo en T2 en Pl4, con 1.20E+04; en contraste, en
T1, las cargas se mantuvieron en 0.00E+00 desde P12 hasta P16 como se muestra en

la Figura 10.
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Figura 10

Carga bacteriana de V. parahaemolyticus por cada tratamiento experimental y
ciclo de produccion
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8.1.6 Pseudomonas

La carga més alta de pseudomonas en el primer ciclo fue 9.00E+02 en T3 en PI2,
mientras que las cargas mas bajas fueron obtenidas en P18 con 1.00E+02 en los tres
tratamientos. En el segundo ciclo la més alta fue en T3 PI8 con 3.10E+04 y la més
baja 1.00E+02 en PI2 de todos los tratamientos. En el tercer ciclo la mas alta fue
3.20E+03 en PI4 T2, las més bajas en T1 y T3 1.00E+02 P18 como se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11

Presencia de Pseudomonas por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.1.7 Bacterias totales

Para el caso de las bacterias totales se registro la carga mas alta en el primer ciclo
con 7.80E+05 T3 en PI6 y la méas baja con 1.80E+04 T2 en Pl4. En el segundo ciclo
se registrd la carga mas alta con 3.00E+06 T1 en PI6 y la mas baja 7.60E+05 T2 en
PI2. En el tercer ciclo la mas alta fue 3.37E+06 en el T3 en PI8 y la més baja fue

2.06E+06 T1 en P14 como se muestra en la Figura 12.

75



Figura 12

Presencia de colonias amarillas por cada tratamiento experimental y ciclo de
produccion
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8.2 Relacion de parametros fisicos — quimicos con la supervivencia

Los datos obtenidos fueron registrados para obtener un promedio diario durante los

diferentes estadios larvales desde Nauplio V hasta PI 9.

8.2.1 Temperatura

Durante la investigacion, los registros de temperatura en el cultivo de larvas L.
vannamei, como se muestra en la Figura 13, el promedio de temperatura en el

primer ciclo fue de 33.43, en el segundo 33.44 y en el tercero fue de 33.39.
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El promedio de temperatura diaria més alto fue de 33.82°C, registrado en T1C3, en

el estadio PI1. Por otro lado, la temperatura méas baja, de 32.62 °C, se observo en

los tanques del T2C3 'y T3C3, en el estadio N5. La temperatura se mantuvo dentro

de los rangos Optimos en los tres ciclos de produccion.

Figura 13

Promedios de temperatura por estadio de los tres ciclos de produccién
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Nota. Promedio diario de temperatura obtenidos en los tres ciclos para cada tratamiento.

A) ciclo 1, B) ciclo 2y C) ciclo 3.

8.2.2 Salinidad

Los promedios diarios mas altos en nauplio V se presentaron en el tercer ciclo con
un promedio de 30,15 ppt en T1, 30,20 ppt en el T2 y 30,25 ppt en T3. Los datos
de salinidad obtenidos durante la investigacion se observan en la Figura 14, el
promedio de salinidad mas alto en el primer ciclo fue 27.79 ppt en T1 y el mas bajo
23.81 ppt en el T3. En el segundo ciclo el més alto fue 25.8 ppt en el T3y el mas
bajo 24.83 ppt en el T1. En el tercer ciclo el mas alto fue 28.29 ppt en el T3 y el

mas bajo 27.79 ppten el T1.

Al alcanzar el estadio postlarva, se reduce la salinidad en base a los requerimientos
de cada productor camaronero. El valor de salinidad méas bajo se evidencié en T3
del primer ciclo con 10,05 ppt en el estadio PI9. Durante toda la investigacion, la
salinidad se mantuvo dentro de los rangos recomendados para cada estadio larvario.
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Figura 14

Promedios de salinidad por estadio de los tres ciclos de produccion

A

Salinidad (ppt)

Salinidad (ppt)

w
o

o]
(%3]

]
o

[y
u

=
=

%3]

30

28

T
N5 71 72 73 M1 M2 M3 PL1 PL2 PL3
Estadios larvarios

T T T
PL4 PL5 PL6 PL7 PL8 PL9

T1 T2 T3

T
PL4 PL5 PL6 PL7 PL8 PL9

T
N5 71 72 73 M1 M2 M3 PL1 PL2 PL3
Estadios larvarios

T1 T2 T3

79



I

4
)
\

[x]
=y

Salinidad (ppt)
M
[=)]

o]
o]

]
[=]

T
N5 Z1 72 73 M1 M2 M3 PL1 PL2 PL3 PL4 PL5 PLe PL7 PL8

Estadios larvarios

1
PL9

1 T2 T3

Nota. Promedio diario de salinidad obtenidos en los tres ciclos para cada tratamiento. A)

ciclo 1, B) ciclo 2 y C) ciclo 3.

8.2.3 Oxigeno disuelto

En la Figura 15 se muestra la concentracion de oxigeno disuelto en mg/l para cada
tratamiento a lo largo de los tres ciclos de produccion. EI promedio de temperatura
mas alto en el primer ciclo fue 4.85 mg/l en T1y T2 el méas bajo 4.83 mg/l enel T3.
En el segundo ciclo el més alto fue 5.039 mg/l en T2 y el mas bajo 5.017 mg/l en
T3. En el tercer ciclo el més alto fue 5.17 mg/l en T2 y el méas bajo 5.15 mg/len T1

y T3.

Se registrd la mayor concentracion de oxigeno disuelto en el tanque correspondiente
al T1 durante el segundo ciclo, con 5.27 mg/l, en el estadio Z3. En contraste, la

menor concentracion se observo en el tanque del T3 durante el primer ciclo, con
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4.76 mg/l, en el estadio PI7. La concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo

dentro de los rangos apropiados para el cultivo de larvas.

Figura 15

Promedio de oxigeno disuelto por estadio de los tres ciclos de produccion
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Nota. Promedio diario de oxigeno disuelto obtenidos en los tres ciclos para cada

tratamiento. A) ciclo 1, B) ciclo 2 y C) ciclo 3.

8.24 pH

Los datos de pH registrados durante los tres ciclos de produccion, tal como se ilustra
en la Figura 16, el promedio de pH mas alto en el primer ciclo fue 8.07 en T2 y el
mas bajo 7.98 en T3. En el segundo ciclo el mas alto fue 8.10 en T1 y el mas bajo
8.08 en T3. En el tercer ciclo el més alto fue 8.17 en el T3 y el mas bajo 8.12 en el

T1.

El valor mas alto registrado fue de 8.32 fue en T3C2, en el estadio N5. Por otro
lado, el valor mas bajo, fue 7.77 en T3C1 estadio PI9. El pH se mantuvo dentro de

los rangos 6ptimos durante los tres ciclos de produccion.
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Figura 16

Promedios de pH por estadio de los tres ciclos de produccién
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Nota. Promedio diario de pH obtenidos en los tres ciclos para cada tratamiento. A) ciclo 1,

B) ciclo 2y C) ciclo 3.

8.25 Correlacion de las variables

En la Figura 17 se muestra la relacion de los parametros fisicoquimicos del agua de
los sistemas de produccion en los tratamientos experimentales versus la

supervivencia de las larvas de camaroén.

En el caso de Temperatura vs Supervivencia se presentd una correlacién positiva
moderada (0.441) en la que ambas variables tienden a aumentar, de igual forma en
la Salinidad vs Supervivencia (0.430). EI Oxigeno disuelto vs Supervivencia mostro
una correlacion negativa muy baja (-0.129) debido a que una variable aumenta y la
otra disminuye. En el pH vs Supervivencia se observé una correlacion positiva baja

(0.369) como se muestra en la Figura 18.
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Figura 17

Dispersion de porcentaje de Supervivencia vs Parametros de calidad de agua
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Figura 18

Correlacion de Pearson de datos de Supervivencia vs Temperatura, Salinidad,
Oxigeno disuelto y pH

Correlaciones en parejas de Pearson

Muestra 1 Muestra 2 Correlacién
Temperatura (FC) % Supervivencia 044
Salinidad (ppt) % Supervivencia 0430
Cxigeno disuelto (mg/1) % Supervivencia -0,129
pH % Supervivencia 0,369
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8.3 Analisis de dinamica de crecimiento bacteriano y tasa de

supervivencia de postlarvas

8.3.1 Colonias amarillas

La dinamica de crecimiento bacteriano de colonias amarillas de cada tratamiento se
muestra en la Figura 19, donde se observa un notable aumento entre los estadios

M3y PI2, seguido de una leve disminucion entre P14 y PI8.

Segun los resultados de la prueba Tukey existen diferencias significativas entre los
tratamientos en relacion a colonias amarillas, especialmente en T2C3 (Anexo 3).
De acuerdo a los resultados del analisis por el método Dunnett (Anexo 4), las
medias de la carga bacteriana obtenida en la mayoria de los tratamientos no
muestran diferencias significativas en comparacion con los rangos normales para
las colonias amarillas (1.00E+02), a excepcion de los tratamientos T2C3, T3C3 y

T2C2.
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Figura 19
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas por tratamiento y ciclo de
produccion
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En la Figura 20 se observa el crecimiento de colonias amarillas en Zoea 3 en cada

tratamiento, es posible observar la carga més alta en T3C3 y la méas baja en T1C1.
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Figura 20
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Zoea 3
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En la Figura 21 se observa el crecimiento bacteriano en Mysis 3, en donde se

presentd la carga mas altaen T2C2y T2C3 y la més bajaen T2C1y T3CL.
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Figura 21
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Mysis 3
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En la Figura 22 se presentan las cargas bacterianas en P12, las mas altas registradas

en T2C3 y las mas bajas en los tratamientos del primer ciclo.
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Figura 22
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Postlarva 2
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En la Figura 23 se muestran las cargas mas altas en T2C2 y T3C3, mientras que las

menores en los tratamientos del primer ciclo.
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Figura 23
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Postlarva 4
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En la Figura 24, la carga mas alta se presentd en T2C3 y las mas bajas en los

tratamientos del primer ciclo.
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Figura 24

Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Postlarva 6
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Finalmente, en la Figura 25, se observan las cargas mas altas en los tratamientos del

tercer ciclo y las méas bajas en TIC1y T2C1.
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Figura 25
Dinamica de crecimiento de colonias amarillas en Postlarva 8
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8.3.2 Colonias verdes

En la Figura 26 se observa el crecimiento de las colonias verdes, donde se aprecia
un aumento considerable en T1C3, sin embargo, en los demas tanques se presento

una disminucion leve entre PI2 y PI8.

De acuerdo al anélisis por el método Tukey no existen diferencias significativas
entre los tratamientos en relacion a las colonias verdes (Anexo 6). Segun los
resultados del analisis por el método Dunnett (Anexo 7), las medias de la carga

bacteriana obtenidas en todos los tratamientos no muestran diferencias
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significativas en comparacion con los rangos normales para las colonias verdes

(1.00E+02).

Figura 26

Dinamica de crecimiento de colonias verdes por tratamiento y ciclo de
produccion
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En la Figura 27, se presentan las cargas de colonias verdes registradas en Zoea 3, la

mas alta se presenté en T3C3 y las mas bajas en T2C2y T3C2.
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Figura 27
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Zoea 3
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En la Figura 28, se observa las cargas mas altas en TIC1y T1C2, mientras que, las

mas bajas en T2C1, T3C1ly T3Cs3.
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Figura 28
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Mysis 3
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En la Figura 29, se registro la carga més alta en T1C2, las mas bajas en los

tratamientos del primer cicloy T2C2.
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Figura 29
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Postlarva 2
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En la Figura 30, se presentan cargas bajas, a excepcion de T1C2, T2C2y T3C3.
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Figura 30
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Postlarva 4
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En la Figura 31, se registré la carga més alta en T1C3, los demas tratamientos

presentaron cargas bajas.
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Figura 31
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Postlarva 6
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En la Figura 32, la carga mas alta se present6 en T1C3 yT2C3, mientras que las

menores en T3C1y T2C2.
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Figura 32
Dinamica de crecimiento de colonias verdes en Postlarva 8
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8.3.3 V. alginolyticus

En el caso de V. alginolyticus (Figura 33) se registré una disminucion del

crecimiento entre P14 y PI8.

De acuerdo al andlisis realizado con el método Tukey no existen diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion a la carga bacteriana de V.
alginolyticus (Anexo 9). Segun los resultados del andlisis por el método Dunnett de
los rangos normales para las colonias de V. alginolyticus (Anexo 10), las medias de

la carga bacteriana obtenidas en los tratamientos no muestran diferencias
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significativas en comparacion a los rangos normales (1.00E+02), a excepcion de

T2C3.

Figura 33

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus por tratamiento y ciclo de produccién
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En la Figura 34, se presentaron las cargas mas altas en los tratamientos del tercer

ciclo y la méas baja en T3C2.
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Figura 34

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Zoea 3
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En la Figura 35, se observa la carga mas alta en T2C3 y T3C3, la menor en T1C2.
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Figura 35

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Mysis 3
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En la Figura 36, se presentd la carga mas alta en T2C3 y T3C3, mientras que la mas

baja en T1C3.
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Figura 36

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Postlarva 2
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En la Figura 37, se registro la carga mas alta en T2C2 y T3C3.
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Figura 37

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Postlarva 4

F. alginolyticus - Pl

120000

1000040 |

30000 |

20000 -|

-

Estadios larvarios Pl4 Fl4 Fl4 Fl4 Fl4 Pl4
TiC2 TiC2 Tac? T1C3 T2C3 Tac3a

En la Figura 38, se observa la carga mas alta en T2C3 y la mas baja en T3C3.
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Figura 38

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Postlarva 6
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En la Figura 39, se presentd la carga mas alta en los tratamientos del tercer ciclo y

la mas baja en T1C2.
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Figura 39

Dinamica de crecimiento de V. alginolyticus en Postlarva 8
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8.3.4 V. vulnificus

En la Figura 40 se muestra el crecimiento de V. vulnificus, donde se registraron las
cargas mas bajas en TLC3y T3C3, y se observo una disminucion entre PI6 y P18 en

los demas tratamientos.

De acuerdo a los resultados de la prueba de Tukey no existen diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion a las cargas bactertianas de V.
vulnificus (Anexo 12). De acuerdo a los resultados del analisis por el método

Dunnett de los rangos normales para las colonias de V. vulnificus (Anexo 13), las
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medias de las cargas bacterianas obtenidas en todos los tratamientos no muestran

diferencias significativas en comparacion a los rangos normales (1.00E+01).

Figura 40

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus por tratamiento y ciclo de produccion
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En la Figura 41, se presentaron las cargas mas altas en T1C2 y T3C3, a diferencia

de los demas tratamientos que presentaron cargas muy bajas.
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Figura 41

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Zoea 3
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En la Figura 42, se observa la carga mas alta en T2C2, las cargas mas bajas se

presentaron en T1C2, T3C2y T3C3.
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Figura 42

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Mysis 3
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En la Figura 43, se registro las cargas mas altas en T1C2 y T3C2, mientras que la

mas baja se presentd en T3C3.
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Figura 43

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Postlarva 2
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En la Figura 44, se observa la carga mas alta en T2C2 y las mas bajas en T1C2,

T1C3y T3C3.

111



Figura 44

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Postlarva 4
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En la Figura 45, se presento la carga mas alta en T2C3 y la méas baja en T3C3.
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Figura 45

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Postlarva 6
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En la Figura 46, se registrd la carga mas alta en T2C3 y la méas baja en T1C3.
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Figura 46

Dinamica de crecimiento de V. vulnificus en Postlarva 8
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8.3.5 V. parahaemolyticus

Los resultados del crecimiento de V. parahaemolyticus presentes en la Figura 47,
muestran cargas bajas en todos los tratamientos, excepto en T1C2, en el que se

registrod la carga mas alta en PI6.

De acuerdo a los resultados de la Prueba por el método Tukey existen diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion a las cargas bacterianas de V.
parahaemolyticus (Anexo 15). Segun los resultados del andlisis por el método
Dunnett de los rangos normales para las colonias de V. parahaemolyticus (Anexo

16), las medias de las cargas bacterianas obtenidas en los tratamientos no muestran
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diferencias significativas en comparacion con los rangos normales (1.00E+01), a

excepcion de T1C2.

Figura 47

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus por tratamiento y ciclo de
produccién
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En la Figura 48, se observa la carga més alta en T1C2, mientras que los demas

tratamientos presentaron cargas bajas.
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Figura 48

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Zoea 3
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En la Figura 49, se observa la carga mas alta en T1C2, en los demés tratamientos

se registraron cargas bajas.
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Figura 49

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Mysis 3

V. parahaemolyticus - M3

L Variable
H 1ic2
M 1202
R [ Tacz
B Tica
| O Taca
1500 [ Taca
i 2000
g 1500
1000
500
o : . - - :
Estadias larvarios A A A3 A A A3
TIC2 T2C2 TaC2 TIC3 T2C3 TaC3

En la Figura 50, se observa la carga mas alta en T1C2 y T3C2, los demas

tratamientos presentaron cargas bajas.
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Figura 50

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Postlarva 2
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En la Figura 51, se observa la carga mas alta en T1C2 y T2C3, en los demés

tratamientos se evidenciaron cargas bajas.
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Figura 51

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Postlarva 4
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En la Figura 52, se observan cargas bajas en todos los tratamientos, excepto en

T1C2.
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Figura 52

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Postlarva 6
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En la Figura 53, se observa la carga mas alta en T1C2, las cargas mas bajas se

presentaron en T2C2 y T3C2.
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Figura 53

Dinamica de crecimiento de V. parahaemolyticus en Postlarva 8
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8.3.6 Pseudomonas

En la Figura 54 se presentan los resultados de Pseudomonas, donde se observan las
cargas mas altas en los tratamientos del segundo ciclo en el estadio P18, mientras

que en los demas tanques las cargas se mantuvieron bajas.

De acuerdo a los resultados de la prueba Tukey no existen diferencias significativas
entre los tratamientos en relacién a las cargas bacterianas de Pseudomona spp.
(Anexo 18). Los resultados del andlisis mediante el método Dunnett de los rangos

normales para las colonias de Pseudomona spp. (Anexo 19) indican que las medias

121



de las cargas bacterianas obtenidas en todos los tratamientos no presentan

diferencias significativas en comparacién con los rangos normales (1.00E+02).

Figura 54

Dinamica de crecimiento de Pseudomona por tratamiento y ciclo de produccion
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En la Figura 55, se muestran las cargas de Pseudomona spp. se registraron cargas

bajas en todos los tratamientos.
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Figura 55

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Zoea 3
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En la Figura 56, se registraron cargas bajas en todos los tratamientos, excepto en

T3Cly T2C2.
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Figura 56

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Mysis 3
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En la Figura 57, se presentan cargas bajas en los tratamientos, excepto en T1C3y

T2C3.
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Figura 57

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Postlarva 2
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En la Figura 58, se observa las cargas mas altas en T3C2, T2C3 y T3C3, mientras

que la mas baja registrada fue en T1C3.
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Figura 58

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Postlarva 4
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En la Figura 59, se observa las cargas mas altas en T1C2, T2C2 y T2C3, por otro

lado las més bajas se presentaron en los tratamientos del primer ciclo, TLC3y T3C3.
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Figura 59

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Postlarva 6
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En la Figura 60, se registraron cargas bajas en los tratamientos, excepto en los del

segundo ciclo.
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Figura 60

Dinamica de crecimiento de Pseudomona en Postlarva 8
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8.3.7 Bacterias totales

Los resultados de las bacterias totales presentes en la Figura 61, muestran cargas

altas en todos los tratamientos, especialmente los del tercer ciclo.

De acuerdo a los resultados del andlisis por el método Tukey existen diferencias
significativas entre tratamientos en relacion a las bacterias totales (Anexo 21).
Segun los resultados del analisis por el método Dunnett de los rangos normales para
las colonias de Bacterias totales (Anexo 22), se observa que las medias de las cargas

bacterianas obtenidas en la mayoria de los tratamientos no muestran diferencias
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significativas en comparacion con el valor de referencia (1.00E+04), con la

excepcion de T1C3, T2C3y T3C3.

Figura 61

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales por tratamiento y ciclo de

produccion
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En la Figura 62, se observa que T2C3 y T3C3 tienen cargas bacterianas mas

elevadas en comparacion con los otros tratamientos, pero son considerablemente

menores que T1C3 que presento la carga mas alta.
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Figura 62

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Zoea 3
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En la Figura 63, se observa que T2C1 presento la carga méas baja de todos, por otro

lado en T2C2 se registro la carga més alta.
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Figura 63

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Mysis 3
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En la Figura 64, se observa las cargas mas altas en los tratamientos del tercer ciclo,

por otro lado, en T2C1 se presento la carga més baja.
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Figura 64

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Postlarva 2
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En la Figura 65, se observa la carga méas alta en T2C3 y T3C3, mientras que T2C1

presentd la carga mas baja.
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Figura 65

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Postlarva 4
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En la Figura 66, se observa la carga mas altaen T1C2, T2C3 y T3C3, por otro lado,

T1C1y T2C1 mostraron las cargas mas bajas.
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Figura 66

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Postlarva 6
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En la Figura 67, se observa la carga mas alta en T2C3 y T3C3, mientras que los

tratamientos del primer ciclo presentaron las cargas mas bajas.
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Figura 67

Dinamica de crecimiento de Bacterias totales en Postlarva 8
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8.3.8 Supervivencia de postlarvas

Los datos de supervivencia final de las postlarvas para cada tratamiento a lo largo
de los tres ciclos de muestreo (Figura 68). Destaca la mayor tasa de supervivencia
observada en el T3 durante el segundo ciclo, alcanzando un 75.17%, mientras que

la menor supervivencia se registré en T3 durante el primer ciclo, con un 39.16%.

Durante el primer ciclo, el T2 exhibio la tasa de supervivencia més alta con 66.62%,
contrastando con el T3 que registro el valor mas bajo de 39.16%. En el segundo

ciclo, el T3 fue la mas alta con un 75.17%, mientras que el T1 obtuvo el valor méas
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bajo con un 54.60%. Por ultimo, en el tercer ciclo, el T3 mantuvo la tasa mas alta

con un 67.70%, mientras que el T2 presentd el valor méas bajo con un 51.20%.

De acuerdo a los resultados de la prueba Tukey no existen diferencias significativas

(p>0.05) en la supervivencia de los tratamientos experimentales (Anexo 23).

Figura 68

Promedio de supervivencia de cada ciclo de produccion
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Nota. Porcentaje de supervivencia por tratamiento. A) ciclo 1, B) ciclo 2 y C) ciclo 3.
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8.4 Andlisis microscopico L. vannamei

En cuanto al anélisis en fresco, este se llevé a cabo diariamente durante los primeros
dias de cultivo, desde la etapa Z1 hasta la Z3, obteniendo un total de 9 muestras por
tratamiento. No se registraron anomalias en las larvas durante los 3 ciclos de

produccion.

Tabla 8

Control de calidad en estadios Zoea en el primer ciclo de produccion

Estadios Actividad Contenido Color Necrosis Deformidades
natatoria  intestinal  hepatopancreas
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
CIT1 “72/73 95 90 Normal 0 <5
Z3/M1 95 >05 Normal 0 <5
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
CiT2 ~ 72173 90 85 Normal 0 <5
Z3/M1 95 >05 Normal 0 <5
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
CI1T3 7273 95 85 Normal 0 <5
Z3/M1 90 95 Normal 0 <5

Nota. La actividad natatoria se mantuvo entre 90 y 95 %, el contenido intestinal entre 85y
98 %, el color de hepatopancreas oscuro (normal), sin presencia de necrosis y deformidades

entre 1y 4 %.
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Tabla9

Control de calidad en estadios Zoea en el segundo ciclo de produccién

Estadios Actividad Contenido Color Necrosis Deformidades
natatoria  intestinal  hepatopancreas
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
C2T1 7273 95 90 Normal 0 5
Z3/M1 95 >95 Normal 0 <5
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
C2T2 "~ 72/73 90 85 Normal 0 5
Z3/M1 95 >05 Normal 0 <5
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
C2T3 72173 95 90 Normal 0 5
Z3/M1 95 98 Normal 0 <5

Nota. La actividad natatoria se mantuvo entre 90 y 95 %, el contenido intestinal entre 85y
98 %, el color de hepatopancreas oscuro (normal), sin presencia de necrosis y deformidades

entre 1y 5 %.

Tabla 10

Control de calidad en estadios Zoea en el primer ciclo de produccién

Estadios Actividad Contenido Color Necrosis  Deformidades
natatoria  intestinal  hepatopancreas
Z1/Z2 95 95 Normal 0 <5
C3T1 72173 95 95 Normal 0 <5
Z3/M1 95 >05 Normal 0 <5
Z1/Z72 95 95 Normal 0 <5
C3T2 7273 95 95 Normal 0 <5
Z3/M1 95 95 Normal 0 <5
Z1/Z72 95 95 Normal 0 <5
C3T3 72173 95 95 Normal 0 <5
Z3/M1 95 >95% Normal 0 <5

Nota. La actividad natatoria se mantuvo 95 %, el contenido intestinal entre 95 y 97 %, el
color de hepatopancreas oscuro (normal), sin presencia de necrosis y deformidades entre 1

y 3 %.
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9. DISCUSIONES

El presente estudio se realiz6 con el propdésito de evaluar el efecto de tres protocolos
de aplicacion de probidticos comerciales en la produccion intensiva de larvas de
camaron, considerando la carga bacteriana de los organismos y las tasas de
supervivencia. Actualmente, se emplean diversas medidas profilacticas para
fortalecer los mecanismos de defensa del organismo y controlar enfermedades en
el cultivo (Ramirez, 2023), entre las cuales destacan la aplicacion de probioticos,
acidos organicos (Escobar & Silva, 2023) y aceites esenciales (Reyes, 2021). Es
necesario mencionar que todos los tratamientos fueron manejados con el mismo
protocolo de aplicacion de é&cidos orgénicos y aceites esenciales, debido a su

influencia en el control de las cargas bacterianas.

Los probidticos fueron aplicados junto alimento con el fin de asegurar que las larvas
consumieran los microorganismos, a excepcién del probidtico A, que fue
administrado previo a la siembra, y el B, que se agregd directamente al agua.
Préctica que coincide con lo propuesto por Maura (2023), Novriadi et al. (2023),
Hamidoghli et al. (2020), Huynh et al. (2018), Vidal et al. (2018), Vieira et al.
(2016), Zorriehzahra et al. (2016), y Kumar et al (2008) quienes mencionan que la
administracion de probioticos junto con el alimento es mas beneficiosa que
aplicarlos directamente al agua. Esta estrategia permite que los probioticos

coloniceny se adhieran al tracto digestivo, estimulando asi el sistema inmunoldgico
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y promoviendo la resistencia a enfermedades, ademas de mantener condiciones

Optimas de calidad de agua.

Los promedios de temperatura diaria registrados durante todo el proceso
experimental se mantuvieron entre 32.5 y 34 °C, rangos que coinciden con lo
realizado por Kumlu (2000) quien someti6 a las larvas de camaron a diferentes
rangos de temperatura obteniendo los mejores resultados a temperaturas de 30-34°C
en relacién al crecimiento y la metamorfosis durante las etapas iniciales de Zoea y
Mysis de Penaeus semisulcatus. Esta idea se alinea con las observaciones de
Bermudes — Lizarraga et al. (2017), quienes sefialan que mantener la temperatura
entre 30-35°C es crucial para el cultivo de larvas de camaron Litopenaeus
vannamei, ya que desviaciones de estos rangos pueden afectar su crecimiento.
Ademaés, destacan que la temperatura desempefia un papel fundamental en los

primeros estadios de vida del camaron.

Por su parte, Vanoni (2014) indicé que el rango de temperatura permisible para el
cultivo de larvas es entre 32 a 34 °C; mientras que, Arzola (2013) menciona que las
postlarvas (P112) presentan mejores condiciones de supervivencia a 20 y 25°C.
Araneda et al (2020) obtuvo el mejor rendimiento productivo manteniendo las
postlarvas (PI15) a una temperatura superior a 26 °C. Sin embargo, Sonnenholzner

et al (2002) y Motesdeoca et al. (2002) afirman que, en cultivos de camarones
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juveniles sometidos a 33°C, la respuesta inmunitaria ante cargas virales es méas

efectiva que en condiciones de temperatura més bajas.

Por otro lado, los promedios diarios de salinidad se mantuvieron entre 24 y 31 ppt.
Boyd (1989) sugiere que la salinidad ideal para el cultivo de L. vannamei se
encuentra entre 15y 25 UPS. Sin embargo, Chong-Robles et al. (2014) amplian este
rango, indicando que los estadios larvarios (nauplio, Zoea y Mysis) se desarrollan
mejor en salinidades entre 20 y 40 UPS, dado que L. vannamei es una especie
eurihalina en su entorno natural. Coincidiendo con Bermudes — Lizarraga et al.
(2017) sefialan que la salinidad debe mantenerse dentro de los intervalos de 25-35
UPS para conseguir un éptimo crecimiento en las primeras etapas del camarén L.
vannamei. Arzola (2013), extiende este rango para el caso de postlarvas (PI112) de

5a45 UPS.

En el caso del oxigeno disuelto los promedios diarios se mantuvieron entre 4.5y
5.3 mg/L. Segun Cuéllar-Anjel (2010) las concentraciones éptimas de oxigeno
disuelto para un crecimiento adecuado del camaron oscilan entre 4 y 12 mg/L. Esto
concuerda con lo mencionado por Limsuwan (2009) quien recomienda mantener 4
mg/L durante el dia y en la tarde 6 mg/L; ademas, sefiala que niveles de oxigeno
disuelto por debajo de lo 6ptimo dificultan la respiracion de las larvas de camarén,
lo que puede llevarlas a un estado de estrés, disminuyendo su apetito y aumentando

su susceptibilidad a enfermedades, lo que reduce su esperanza de vida. Ching
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(2014), recomienda que el oxigeno disuelto se mantenga por encima de 5 mg/L en
conjunto con una temperatura estable para reforzar a las postlarvas contra la
vibriosis. Mufioz (2022) y S&nchez y Gandara (2011) explican que las variaciones
en las concentraciones de oxigeno disuelto se atribuyen a la influencia de la
temperatura, esto se debe a que mientras més alta sea la temperatura, la solubilidad

del oxigeno en el agua disminuye.

El promedio diario de pH se mantuvo entre 7.75 y 8.35 rango que se encuentra
dentro de lo recomendado por Fenucci (1998) quien establece que los niveles de pH
entre 7 y 9 son ideales para el cultivo del camaron. Kubitza (2017) respalda esta
afirmacion, sugiriendo que valores dentro de este rango pueden mejorar la
produccion al coincidir con el pH de la hemolinfa del camarén. Por otro lado, Devi
(2017) sefiala que los puntos criticos de acidez y alcalinidad se encuentran en < pH
4y > pH 11 respectivamente. Las variaciones leves en el pH en cada etapa del
cultivo, segun Balakrishnan et al. (2011), pueden ser influenciadas por diversos
factores, entre los cuales destaca la actividad bioldgica, la cantidad de insumos

utilizados en el cultivo y la acidez en el fondo de los sistemas de produccion.

Durante el periodo experimental se registrd cargas elevadas en los cultivos de TSA
para bacterias totales en los tres tratamientos principalmente en C2 y C3, sin
embargo, las cargas de Vibrio spp. y Pseudomona spp. a excepcion de T2C3 para V.

alginolyticus y T1C2 para V. parahaemolyticus, no presentaron diferencias
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significativas con respecto a los rangos normales de carga bacteriana, lo cual indica
que al aplicar varios probidticos comerciales permite mantener una presencia
abundante de bacterias benéficas dentro de los sistemas de produccidn intensiva,
aprovechando asi el principio de exclusion competitiva con el propdsito de
disminuir las poblaciones de Vibrio spp. Knipe (2021) menciona que utilizar
especies 0 cepas con la capacidad de excluir competitivamente patégenos
especificos con multiples mecanismos de accion aumentara la probabilidad de una
exclusion exitosa. Coincidiendo con lo propuesto por Toledo et al. (2018), quienes
indican que la combinacién de diferentes cepas es mas efectiva que los probidticos
compuestos por una sola especie para mejorar la supervivencia, el crecimiento y el

factor de conversion alimenticia en la produccion.

En los tres tratamientos fueron aplicados probi6ticos con potencial bioremediador
para degradar y disminuir los residuos organicos presentes en el fondo de los
tanques y en la columna de agua; sin embargo, es necesario complementar el efecto
de estos probidticos con otros que cuenten con la capacidad de colonizar el tracto
digestivo, especialmente en cultivos intensivos. Toro et al. (2020) utilizaron
microorganismos eficaces (EM) logrando mejorar la calidad del agua y el factor de
conversion alimenticia; sin embargo, obtuvieron supervivencias inferiores al 50%.
Ademas, mencionan que es esencial mantener y reforzar la proliferacion de
bacterias benéficas en el medio acuatico para que su diversidad se vea reflejada en

la microbiota intestinal.
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En el T1 se aplico un probidtico compuesto por Bacilus subtilis, Lactobacilus lactis,
Nitrosomonas sp y Nitrobacter sp para colonizar el tracto digestivo y disminuir las
cargas de Vibrio spp., no obstante, se observaron diferencias significativas en las
cargas de V. parahaemolyticus en el C2, se obtuvo tasas de supervivencia de 66.2,
54.6 y 57.4 %. Garcia (2019) emple6 el mismo producto en fase precria del cultivo
de L. vannamei y obtuvo un 95% de supervivencia, demostrando la efectividad para
colonizar el tracto digestivo, fortalecer el sistema inmune y mejorar la tasa de
supervivencia. La diferencia entre ambos resultados es notoria, sin embargo, esto
podria deberse a las diferencias entre condiciones experimentales en la fase de

larvicultura y precria.

Por otro lado, Vidal et al. (2018) utilizaron cepas de Bacilus cereus aisladas de L.
vannamei para evaluar su potencial probi6tico ante infecciones experimentales con
V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, demostrando la capacidad de esta cepa para
colonizar el tracto digestivo y disminuir significativamente la carga de bacterias
patdgenas en el cultivo. Sin embargo, no encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en la supervivencia entre los tratamientos con la infeccion experimental
con y sin adicion del probidtico y el tratamiento control (sin infeccion ni

probiotico).

Maura (2023) utilizé uno de los productos aplicados en T2 y T3 a base de Bacillus

subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, calcio y Vitamina C y comparo su
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efecto con otro compuesto de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Betaglucanos, MOS, levaduras y complejos enzimaticos, obteniendo
supervivencias del 65y 70% respectivamente, ademas evidencid la disminucion del
factor de conversién de alimenticia con ambos productos en comparacion al
tratamiento testigo.

En el tratamiento 3 se utilizd productos comerciales para colonizar el tracto
digestivo y controlar las cargas de Vibrio spp. compuestos por Pediococcus
acidolactici, Vitamina E, Vitamina C y Selenio y Bacillus subtilis, Lactobacillus
lactis, Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp., con los cuales se obtuvo supervivencias
de 39.2, 75y 67.7% y no se registrd diferencias significativas con respecto a los
rangos normales de cargas bacterianas. Thompson et al. (2022) realiz6 pruebas en
el cultivo de juveniles utilizando sobrenadantes de Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus, L. plantarum y Pediococcus acidolactici con los cuales observo una
disminucion significativa de Vibrio spp., sin embargo, no registr6 diferencias
significativas en el crecimiento y la supervivencia de los organismos con respecto
al tratamiento control, mencionando que las bacterias seleccionadas como
probidticos que han sido testeadas en ensayos in vitro no siempre demuestran sus

capacidades en pruebas in vivo.

No se registraron diferencias significativas en los datos de supervivencia de los tres
tratamientos (p>0.05). Nimrat et al. (2021) analizo el efecto de tres dietas: una
mezcla liofilizada de Bacillus (FB), una mezcla liofilizada de Bacillus con levadura
(FBY) y otra solo con la mezcla liofilizada de levadura (FY), demostrando que con
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la mezcla de probidticos liofilizados es posible obtener mejores tasas de
crecimiento. No observé diferencias significativas (p>0.05) en la supervivencia de
los tres grupos experimentales, pero si registro diferencias con respecto al grupo
control. Por otro lado, los tres tratamientos fueron efectivos para reducir las

poblaciones de Vibrio spp.
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10. CONCLUSIONES

Durante los ciclos de produccion se registrd la presencia de Vibrio spp. y
Pseudomona spp. con los medios de cultivo selectivos. Las cargas de Vibrio spp.
presentaron una disminucion a partir de P14 en todos los tratamientos, coincidiendo
con laaplicacién de los probi6ticos F y G; por otro lado, los conteos de Pseudomona
se mantuvieron bajos durante toda la fase experimental. En el caso de las bacterias
totales se registraron las cargas mas altas en los tratamientos del tercer ciclo como

resultado de la aplicacion de probidticos comerciales.

Los pardmetros fisico-quimicos del agua registrados en cada tratamiento no
presentaron diferencias significativas a nivel estadistico, ademas, se mantuvieron
dentro de los rangos recomendados por varios investigadores, lo que sugiere que

estos factores no ejercieron influencia sobre las otras variables examinadas.

Aunque algunos de los datos obtenidos en los cultivos de cargas bacterianas estan
fuera de los rangos normales, gran parte de los tratamientos no presentaron
diferencias significativas a nivel estadistico de acuerdo al analisis realizado con el
método Dunnett. En el caso de V. alginolyticus anicamente el T2C3 tuvo diferencias
significativas con los rangos normales. Para V. vulnificus ninguno de los
tratamientos presento diferencias significativas con los rangos normales. Para V.

parahaemolyticus Unicamente T1C2 presentd diferencias significativas con los
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rangos normales. Lo que permite concluir que los 3 tratamientos fueron efectivos
para controlar las cargas bacterianas de Vibrio spp. en el cultivo de postlarvas. En
el caso de las Pseudomona spp. no se presentaron diferencias significativas con
respecto a los rangos normales segun el método Dunnett. Sin embargo, las Bacterias
totales se presentaron diferencias significativas en T1C3, T2C3 y T3C3. Los tres
tratamientos fueron efectivos para controlar las cargas bacterianas en el cultivo, lo
que permite aceptar la hipoétesis alternativa donde se indica que la combinacién de
probidticos comerciales aplicados como complemento del alimento balanceado
reduce la presencia de bacterias patdgenas en el cultivo intensivo de postlarvas de

camaron Litopenaeus vannamei.

Los resultados de supervivencia fueron similares en los tres ciclos de produccidn,
no se presentaron diferencias significativas a nivel estadistico (p>0.05), sin
embargo, en el primer ciclo se registré un porcentaje de supervivencia bajo en el
T3; por otro lado, en el segundo ciclo se registrd mejores resultados con el T3 con

un 75.2%.
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11. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones con mezclas de probidticos comerciales en diversas etapas
del cultivo de L. vannamei como larvicultura, precria y engorde analizando su
influencia en los pardmetros productivos. Estas investigaciones podrian
proporcionar informacion valiosa para optimizar las estrategias de uso de
probidticos en la acuicultura de L. vannamei, contribuyendo asi a una produccion

mas sostenible y rentable.

Utilizar diferentes grados de dilucion para facilitar y precisar el conteo de colonias

bacterianas, sobre todo con el agar TSA.

Realizar futuras investigaciones analizando la presencia de otros agentes patégenos,
como el caso de los hongos, debido a que, en la larvicultura de camarén blanco,

podrian ser un factor perjudicial en el desarrollo de los indicadores productivos.

Utilizar larvas provenientes del mismo laboratorio de Maduracién para asegurar la

homogeneidad de las muestras y evitar variaciones en los parametros productivos.
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13. ANEXOS

Anexo 1

A) Aclimatacion y siembra de Nauplios, B) Analisis microscépico de larvas, C)
Conteo de colonias bacterianas, D) Adicidn de probiotico al alimento
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Anexo 2

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de colonias
amarillas
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Anexo 3

Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de colonias amarillas

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor & 38571999115 4321499889 337 0004
Error 45 64386067383 1430801447

Total 53 1,02958E+11
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacidén
T2C3 6 72900 A

T3C3 & 63113 A B
T2C2 & 59817 A B
TICZ & 54578 A B
TIC2 & 38383 A B
T3C2 & 36917 A B
T3C1T & 4595 A B
TIC1 & 2877A B
T2C1 & 882 B

Las medias que no camparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 4

Andlisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de colonias amarillas

Agrupar informacién utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
Ranges normales (contrel) 6 1000 A
T2C3 6 72900
T3C3 6 65113
T2C2 6 59817
TIC3 6 54578 A
TiC2 6 38383 A
T3C2 6 38917 A
T3C1 6 4595 A
TIC1 6 2877 A
T2C1 6 882A

Las medias no etiguetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del
nivel de control
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Anexo 5

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de colonias

verdes
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Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de colonias verdes

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 8 2989331759 373666470 145 0203
Error 45 11610418767 258009308
Total 53 14599750526
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
TICZ 6 24475 A

TiC2 6 17602 A
T3C3 6 13945 A
T2C3 6 12283 A
T2C2 6 9883 A
T3C2 6 9083 A
<1 6 2185 A
T3C1T & 71745 A
T2C1 6 1022 A

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes,

Anexo 7

Anélisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de colonias verdes

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
Ranges normales (centrel) & 1000 A
TIC3 6 24475 A
TIC2 6 17602 A
T3C3 6 13945 A
T2C3 6 12283 A
T2C2 6 9883 A
T3C2 6 9083 A
TIC1 6 218 A
31 6 1745 A
T2C1 6 1022 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la medio del
nivel de control
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Anexo 8

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de V.

alginolyticus
Grafica de probabilidad
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Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de V. alginolyticus

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 2404575856 480015171 033 0889
Error 30 43240822767 1441660739

Total 35 45654398022
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion

T2C3
T2C2
T3C3
T3C2
TIC3
mcz

Las medias que no comparten unag letra son significativamente diferentes,

&

ohon Oh Oh On

Anexo 10

58292 A
45408 A
43123 A
414e0 A
39377 A
3153 A

Analisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de V. alginolyticus

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor

N Media Agrupacion

Rangos normales [control) &

T2C3
T2C2
T3C3
T3C2
TIC3
Tcz

Las medias no etiguetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del

nivel de cantrol

6

ohoah o h an

100,0 A
58202

46408 A
43123 A
41460 A
30377 A
31153 A
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Anexo 11

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de V.

vulnificus
Grafica de probabilidad
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Anexo 12

Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de V. vulnificus

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 1689608458 337921602 116 0,354
Error 30 8773835417 202461214

Total 35 10463444875

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor M Media Agrupacion

T2C2 6 18800 A
T2C3 6 18433 A
T3C2 6 17767 A
T2 6 13100 A
TC3 6 3683 A
T3C3 6 2450A

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes,
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Anexo 13

Analisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de V. vulnificus

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor

M Media Agrupacion

Rangos normales (control) & 10,00 A

T2C2
T2C3
T3C2
Tcz
TIC3
T3C3

6 18800 A
6 18433 A
6 17767 A
6 137100 A
6 3685 A
6 2450 A

Las medias no etiguetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del
nivel de cantrol

Anexo 14
Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de V.
parahaemolyticus
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Anexo 15

Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de V. parahaemolyticus

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 604051356 120810271 370 0010
Error 30 979260167 32642006

Total 35 1583311522

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion

TIc2
T2C3
T3C2
T3C3
TIC3
T2C2

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes,

6
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Anexo 16
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Andlisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de V.
parahaemolyticus

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor

N Media Agrupacion

Rangos normales (control) &

Ticz2
T2C3
T3C2
T3C3
TIC3
T2C2

Las medias no etiguetadas con la letra A son significativamente diferentes de la medio del

nivel de cantrol
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Anexo 17

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de
Pseudomonas
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Anexo 18

Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de Pseudomonas

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor & 190870004 23858863 095 0483
Error 45 1125737200 25017360

Total 53 1316652104
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion

T3C2
T2C2
mc2
T2C3
T3C3
T3C1
TIC3
T
T2C1

Las medias que ro camparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 19

Analisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de Pseudomonas
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Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor

N Media Agrupacion

Rangos normales (control) &

T3C2
T2C2
TIC2
T2C3
T3C3
T3C1
TIC3
T
T2C1

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del

nivel de control
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Anexo 20

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de Bacterias

totales
Grafica de probabilidad
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Analisis por método Tukey de los datos de carga bacteriana de Bacterias totales

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 8 287236E+13 3 34045E+12 410 000N
Error 45 366935E+13 8153411E+11

Total 53 63417T1E+13
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T2C3 6 2058000 A
T3C3 61959333 A

B
TIC3 610200004 B C
T2 611305004 B C
T202 6 963667TA B C
T3C2 6 BOTITA B C
T3C1 6 300900 B C
Tl 6 271100 B C
T2C1 6 21867 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes,

Anexo 22

Anélisis por método Dunnett de los datos de carga bacteriana de Bacterias totales

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
Rangos normales (control) & 10000 A
T2C3 6 2058000
T3C3 6 1959333
TIC3 6 1620000
TiC2 6 1130500 A
T2C2 6 065667 A
T3C2 6 807917 A
T3C1 6 300900 A
Tic1 6 271100 A
T2C1 6 21867 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del
nivel de control
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Anexo 23

Analisis por método Tukey de los datos de supervivencia

Analisis de Varianza

Fuente GL 5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 2
Error 6
Total 8

8255 4127
916,206 152,701
24,461

0,03

0973

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor

N Media Agrupacion

Tratamiento3
Tratamientol
Tratamiento2

3 E0TA
3 5041 A
3 5833 A

Las medios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 24

Prueba de normalidad Anderson — Darling aplicada a los resultados de
supervivencia

58

554
904

B0

&80
50

Porcentaje

304
20

104

-30

Prueba de normalidad

-20 -10

o]

Normal

Supervivencia

20

Media
Diasw.Est.
M

AD
Valor p

4,736952E-15
10,70

a2

0,297

0,515
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Anexo 25

Prueba de igualdad de varianzas de Levene de los datos de supervivencia de los
tratamientos

Prueba de igualdad de varianzas: %Supervivencia vs. Tratamientos
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0,05

Comparaciones multiples

Valar p 0315
1 Prueba de Levens

Valorp 0551

Tratamientos
R

i} 20 40 &0 BO 100 120

5t los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes,
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