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RESUMEN

La importancia econémica del sector camaronero en Ecuador, al tiempo que se
identifican los desafios sanitarios asociados al uso excesivo de antibioticos,
particularmente ante la amenaza de patdgenos como Vibrio spp. En este estudio el
objetivo principal fue tipificar molecularmente cepas autoctonas de Bacterias
Acido-Lacticas (BAL), presentes en reservorios con agua de mar tratada utilizados
en el cultivo de larvas de Penaeus vannamei, mediante técnica microbioldgicas de
secuenciacion del gen 16S rARN, con el propodsito de determinar su diversidad
genética y evaluar in vitro su capacidad antimicrobiana frente a cepas patégenas del
género Vibrio. De esta manera, se plantea la exploracion de BAL como agentes
probidticos naturales, capaces de modular el microbiota intestinal del camaron y
reducir la incidencia de enfermedades, la realizacion de este trabajo se justifica en
la necesidad urgente de reducir la resistencia bacteriana mediante alternativas
sostenibles y seguras. La metodologia utilizada incluy6 el aislamiento de BAL
desde reservorios marinos, su identificacion mediante técnicas moleculares (como
la secuenciacion del gen 16S rARN, y la evaluacion de su capacidad antimicrobiana
frente a Vibrio alginolyticus utilizando una adaptacion del método de Kirby-Bauer
en cumulos ya que mediante este método se logra diferenciar con claridad la
respuesta de los probidticos mediante la formacion de Halos de inhibicion. Los
resultados indicaron que las BAL utilizadas en este estudio tienen alto potencial
probidtico formando halos de inhibicion ente 3 y 11 mm denotando asi su capacidad

antibacteriana frente a bacterias del género Vibrio.

Palabra clave: Bacterias acido-lacticas, Vibrio spp, Método Kirby- Bauer, gen

16S rARN, Agar, Penaeus vannamei.
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I. INTRODUCCION

La acuicultura a nivel mundial es una de las principales actividades
economicas del sector agroindustrial, destacandose especialmente por la
produccion y exportacion del camardn Penaeus vannamei, que representa una de
las mayores fuentes de ingreso para el pais (Guevara Toscana et al., 2021). El
Ecuador en los tltimos afios se ha ubicado como lider mundial en la exportacion de
camaroén, afirma la Camara Nacional de Acuacultura (CNA), este gran avance se ha
logrado debido a la aplicacion de tecnologias innovadoras, ademas del desarrollo
de sistemas de cultivo sostenibles y garantizar la calidad del producto dando
cumplimiento a estandares internacionales de calidad y trazabilidad (CNA, 2020).
Ademads, cabe mencionar que la acuicultura ecuatoriana también incluye la

produccion de tilapia, trucha y otras especies marinas en menor escala.

El aumento de la produccion de camaron en sistemas acuicolas intensivos ha
venido acompaifiado de desafios ambientales, especialmente en ramas relacionadas
con enfermedades de caracter bacteriano y viral causadas por patogenos. Estos
microorganismos patégenos en los sistemas acuicolas representan una amenaza
significativa, ya que pueden desencadenar altas tasas de mortalidad y pérdidas
econdémicas severas. Uno de los patdgenos bacterianos con mayor indice de
contagios y mortalidades en cultivos de camaron (Penaues vannamei), es conocido
como Vibrio spp. (Velasquez G. M., 2016), bacteria gram-negativa culpable de la
enfermedad conocida como vibriosis.

Todos estos factores han impulsado a la investigacion e implementacion de



estrategias biotecnologicas, con el objetivo de contrarrestar las enfermedades y
reforzar el sistema inmunoldgico de los organismos, ademas de evitar la
dependencia a antibidticos que resultan riesgosos en la salud de los consumidores
(Mostacero Arango, 2024). Una de estas herramientas es el uso de probidticos y la
mejora en la bioseguridad de los cultivos (FAO, 2020). Los probioticos utilizados
en el ambito acuicola han sido intensamente estudiados en las ultimas décadas
(Kumar et al., 2016), es asi como segin Aguirre-Guzman et al., (2012) indican que
los probidticos son eficaces siempre y cuando se los aplique adecuadamente ya sea

incluidos en el alimento o directamente distribuidos en el medio.

Dentro de este concepto, las bacterias acido lacticas (BAL) han sido
consideradas una opcion viable debido a su potencial probidtico en la acuicultura,
presentado gran capacidad para modular las colonias bacterianas presentes en el
entorno y el huésped, generando un efecto protector contra agentes patogenos
(Chizhayeva et al., 2022). Este efecto se debe a la produccion de metabolitos
antimicrobianos como bacteriocinas, peroxido de hidrogeno y acidos organicos, que
generan un microambiente desfavorable para el crecimiento de microorganismos
oportunistas y patogénicos. Ademads, las BAL pueden competir por sitios de
adhesion en la mucosa intestinal del camardon, promoviendo un equilibrio en la
comunidad microbiana y fortaleciendo la respuesta inmune innata del hospedador

(Gil et al., 2020).

La identificacion molecular de estas bacterias resulta una parte esencial



dentro de los analisis en cultivos de camardn, ya que permite una caracterizacion
precisa de las especies con alto potencial probidtico, facilitando su aplicacion en el
manejo sanitario. Los métodos comUnmente aplicados para lograr esta
caracterizacion son la secuenciacion del ARN ribosomal 16S y el andlisis de
perfiles genéticos que ayudan en la diferenciacion de cepas con propiedades
benéficas y asi evaluar su impacto en la flora intestinal del camaron, asi como en el

medio donde se desarrollan (Castafieda et al., 2018).

De esta manera, este trabajo se fundamenta en investigaciones previas que
han destacado la importancia de las BAL en la acuicultura, cuyas contribuciones
han sido clave para el desarrollo de estrategias probioticas en sistemas de cultivo
de camarodn y se establece el objetivo de caracterizar molecularmente las cepas de
BAL presentes el reservorio de agua de mar de un sistema de cultivo de Penaeus

vannamei con la finalidad de determinar su eficacia contra Vibrios patogenos.



II.  JUSTIFICACION

La acuicultura es una de las principales fuentes de produccion de proteina
animal en el mundo, desempefiando un papel fundamental en la seguridad
alimentaria y en el desarrollo econémico de multiples regiones (Anderson et al.,
2017). En particular, el cultivo de camaréon ha demostrado ser una actividad
altamente rentable, pero enfrenta desafios derivados de la proliferacion de
patogenos bacterianos. Estos microorganismos pueden comprometer la produccion
al provocar enfermedades infecciosas graves, lo que incrementa la dependencia de
antibioticos generando impactos negativos en el ambiente, economico y en la salud

publica en general (Gonzalez Salas et al., 2021).

Dentro de este panorama, el uso de bacterias acido lacticas (BAL) como
probidticos ha emergido como una alternativa biotecnologica prometedora para
fortalecer la sanidad en los sistemas acuicolas de produccion. Estas bacterias, al
desempefiar un papel clave en la regulacion de la flora microbiana, pueden
contribuir significativamente a la reduccion de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
alginolyticus manteniendo un entorno acuatico mas estable y saludable
(Chizhayeva et al., 2022; Anas et al., 2021). No obstante, la limitada disponibilidad
de estudios enfocados en la caracterizacion molecular y funcional de cepas
autdctonas de BAL ha restringido su aplicacion a gran escala (Paixao et al., 2020).
La ausencia de informacion detallada sobre sus mecanismos de accion, capacidad

de adaptacion a diferentes condiciones ambientales y compatibilidad con el



microbiota nativo del camarén impide el desarrollo de estrategias probioticas

especificas y eficientes (Mufloz-Atienza et al., 2013).

Por lo tanto, la seleccion e identificacion de cepas bacterianas Acido-lacticas
con propiedades probioticas adecuadas para el mantenimiento de los sistemas de
cultivo de camaron es fundamental con la finalidad de adicionarlas a los protocolos
de manejo sanitario establecidos en cada laboratorio. Ademas, la aplicacion de este
tipo de probidticos naturales a los medios cultivados no solo aporta una proteccion
y reduccion de incidencia contra bacterias y virus infecciosos, sino que también

ayudard al equilibrio del microbiota de los organismos haciéndolo mas estable.

Esta investigacion se justifica no solo por su aporte cientifico, sino también
por su alineacion con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) establecidos
por la Agenda 2030 de las Naciones Unidas (United Nations, 2015). En particular,
contribuye a los objetivos: ODS 14 al fomentar practicas sostenibles que preservan
los ecosistemas acuaticos y promueven una acuicultura responsable; ODS 12
mediante la sustitucion de insumos quimicos por alternativas biologicas seguras y
sostenibles; ODS 6 al promover el control bioldgico de microorganismos patdogenos
y la mejora de la calidad del agua en los sistemas de cultivo; ODS 9 al generar
conocimiento cientifico y tecnoldgico en el area de biotecnologia aplicada a la
acuicultura y ODS 2 al contribuir a la produccion sostenible de alimentos acuaticos

de alto valor nutricional.



Por lo tanto, la relevancia de este estudio radica tanto desde el punto de vista
cientifico, ambiental y social, ya que aporta soluciones innovadoras para una
acuicultura mas limpia y eficiente, en concordancia con los principios de
sostenibilidad y desarrollo responsable, como en la necesidad de proveer
conocimiento en base a las bacterias acido lacticas del género Lactobacilus, donde
se logre optimizar el uso de estas en la acuicultura, a través de la caracterizacion
molecular donde se podra determinar la diversidad funcional y la capacidad
inhibitoria frente a bacterias V. alginolyticus, otorgando asi una fuente alternativa
que ayudara a la disminucion del uso de antibidticos minimizando el riesgo de
adquisicion de resistencia bacteria, ayudando al mantenimiento de la salud de los

organismos y garantizando la sostenibilidad del sector camaronero.



II1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Tipificar molecularmente cepas autoctonas de Bacterias Acido-Lacticas (BAL),

mediante técnicas microbiologicas y secuenciacion del gen 16S rARN, valorando

su diversidad in-vitro y su capacidad antimicrobiana frente a cepas patdgenas del

género

Vibrio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Identificar Bacterias Acido-Lacticas presentes en reservorios de agua de
mar destinados al cultivo de larvas de camardn, mediante técnicas

microbiologicas, para determinar su diversidad microbiana.

Realizar la caracterizacion molecular de las BAL aisladas mediante analisis

de secuenciacion del gen 16S rARN.

Determinar el potencial probidtico de cepas de Bacterias Acido-Lacticas
(BAL) seleccionadas, mediante pruebas in vitro de inhibicion frente a Vibrio
parahaemolyticus 'y Vibrio alginolyticus, para establecer su capacidad

antimicrobiana.



IV.  HIPOTESIS

H1. Las Bacterias Acido-Lécticas (BAL) aisladas de los reservorios utilizados en
el cultivo larval de Penaeus vannamei presentan actividad probidtica in vitro,
incluyendo la capacidad de inhibir el crecimiento de Vibrio parahaemolyticus y

Vibrio alginolyticus.



V. MARCO TEORICO

Descripcion Taxonémica de Penaeus vannamei

Figura 1. Ejemplar perteneciente a la especie P. vannamei

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea

Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata
Infraorden: Caridea

Familia: Penaeidae

Género: Litopenaeus

Especie: P. vannamei (Boone, 1931)

Generalidades de P. vannamei
Morfologia

Tienen un cuerpo comprimido lateralmente, rostrum moderadamente largo
con 7-10 dientes dorsales y 2—4 dientes ventrales bien desarrollado y comprimido de la

misma forma (FAO, 2009). Su cuerpo se divide en tres zonas: cefalotorax, abdomen y

télson. Se trata de un crustdceo azulado verdoso palido y apariencia traslucida. Puede



presentar una coloracion en la parte gastrica levemente anaranjada. La anatomia externa de
P. vannamei se caracteriza por poseer un tronco compuesto de 6 segmentos mas el telson;
todos los segmentos portan apéndices, los que se encuentran en el abdomen anterior son
llamados pledpodos y son usados para nadar y los posteriores son llamados periépodos que

son usados para caminar en el fondo (Perez Farfante, 1971).

Figura 2. Morfologia del camaron blanco P. vannamei
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Habitat y Distribucion

El camardn blanco (P. vannamei), es una especie perteneciente a la familia
Penaeidae, es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico, desde Sonora,
Meéxico al Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta Tumbes en Peru, se distribuye
en aguas cuya temperatura es normalmente superior a 20 °C durante todo el afio
(FAO, 2009). Los organismos de esta especie se encuentran en habitats marinos
tropicales, en aguas con fondos lodosos o arena con lodo, con una profundidad

aproximada entre 5 y 72m. Los adultos se desarrollan en ambientes meramente
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marinos mientras que las larvas y postlarvas pueden hacerlo en zonas estuarinas y

lagunas salobres (Bermudez et al., 2002).

Alimentacion

Es una especie detritivora, se alimenta de restos de animales, desechos y
particulas organicas que se encuentran en el fondo, asi como también puede
alimentarse de organismos bivalvos, gusanos y otros pequefios crustaceos de fondo

(Dugassa & Gaetan, 2018).

Reproduccion

Es una especie dioica, su dimorfismo se identifica en las estructuras externas
del sistema. El macho posee dos pares de apéndices abdominales modificados
petasma y el apéndice masculino ubicados en el primer y segundo segmento
abdominal, estos transportan los espermatofitos al telicum, receptaculo externo de
la hembra, ubicado entre el cuarto y quinto par de pledpodos. El petasma y el
telicum se encuentran en la zona ventral; el telicum en las hembras es cerrado, por
lo que, los espermatofitos son colocados por el macho en el canal a la altura de este

(Dugassa & Gaetan, 2018).

Ciclo de vida
La incubacion de los huevos ocurre aproximadamente 16 horas después del

desove y la fertilizacion. En la primera etapa, la larva, denominada nauplio, nada
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intermitentemente y es fototactica positiva. Los nauplios no requieren alimentacion,

sino que se nutren de su reserva embrionaria.

Las siguientes etapas larvarias (protozoea, mysis y postlarva temprana

respectivamente) contintian siendo planctonicas por algun tiempo, se alimentan del

fitoplancton y del zooplancton, y son transportados a la costa por las corrientes

marinas. Las postlarvas (PL) cambian sus habitos planctonicos unos 5 dias después

de su metamorfosis a PL, se trasladan a la costa y empiezan a alimentarse de detritos

bénticos, gusanos, bivalvos y crustaceos (FAO, 2009).

Figura 3. Ciclo de vida de P. vannamei
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Fuente: Modificado de Morales & Cortez, 2015

Cultivo de larvas de camaron

En el Ecuador el cultivo de camaroén tuvo su auge a inicios de los 70, en la

provincia de El Oro (Camara Nacional de Acuicultura, 2007). El total de hectareas
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de produccion del sector camaronero, en el pais actualmente, es de 220 000 ha,
donde las principales provincias que se dedican a este recurso son: Guayas con 60%,
El Oro con 15%, Esmeraldas con 9%. Otro 9% esta en Manabi y 7% en Santa Elena,
las provincias mencionadas se encuentran rodeadas de bosques y manglares,
ademas cuentan con un clima y una posicion geografica ideal para el crecimiento
de la industria camaronera (Gémez & Parrales, 2019). En la provincia de Santa
Elena se han aplicado sistemas de produccion tanto intensivos como semi-
intensivos, convirtiéndose una de las principales provincias generadoras de ingresos

en este sector econdmico.

Calidad de agua en cultivos larvarios de camaron

La calidad de agua implementada en los sistemas de cultivo de larvas de
camaron es de vital importancia en su desarrollo, de esta depende el crecimiento,
supervivencia y la capacidad de resistencia a enfermedades de los organismos

cultivados.

De la misma manera, la calidad de agua es un factor que involucra
parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad, oxigeno, pH, amoniaco,
nitritos), bioldgicos (bacterias, fitoplancton, probiodticos) y de manejo (recambios,
bioseguridad). El control y regularizacion de estos aseguran el correcto

mantenimiento del sistema (Li et al., 2019).
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Tabla 1. Pardametros establecidos de calidad de agua en medios de cultivo

Parametro Rango/Valor Efectos de desviaciones
()ptimo
Temperatura 28-32°C <28 °C: metabolismo lento. >32 °C: estrés térmico,

menor supervivencia.

Salinidad 28 — 35 %o Cambios bruscos afectan osmorregulacién y
supervivencia.
pH 7.5-85 <7: mayor toxicidad de metales. >9: favorece

acumulacion de NHa.

Oxigeno disuelto = >5 mg/L <5 mg/L: hipoxia, estrés y mortalidad.

(OD)

Amoniaco (NH:-N) < 0.1 mg/L >(0.1 mg/L: toxico, incrementa con pH y temperatura.

Nitritos (NO2) <1 mg/L >1 mg/L: interfiere en transporte de oxigeno
(metahemoglobinemia).

Alcalinidad / Dureza >80 mg/L CaCOs = Valores bajos reducen estabilidad de pH y dificultan
calcificacion.
Diéxido de carbono <20 mg/L >20 mg/L: interfiere en respiracién al competir con O..
(COy
Fuente: (Juarez et al., 2010; Velasquez et al., 2023; FAO, 2020; Cuéllar-Anjel et al., 2010)

Bacterias en cultivos de larvas de camaron

Las bacterias forman parte esencial del microbiota presente en los sistemas
larvarios influyendo directamente en la calidad de agua, esto debido a que
intervienen en los ciclos biogeoquimicos y la regularizacion de las colonias
bacterianas asociadas a las larvas (Verschuere et al., 2000). Bajo este contexto hay
que especificar que existen bacterias benéficas para el cultivo como las Bacterias
Acido-Lacticas (Wang et al., 2008), asi como bacterias patogenas siendo el género
Vibrio, el mas perjudicial y causante de la mayor cantidad de problemas al

establecer los cultivos larvarios (Urresta, 2017).
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Patogenos en cultivos de camaron

El cultivo de camardén P. vannamei presenta varios desafios desde sus
primeros estadios larvarios hasta la maduracion de los organismos, esto se debe a
la presencia de bacterias patogenas que atacan los sistemas por los diversos cambios
en los parametros establecidos y seguidamente se registra individuos con un sistema
inmunolégico débil. En este caso, los principales patogenos afectantes registrados
son Vibrios, bacterias consideradas como oportunistas que se aislan en el tracto
digestivo, branquias y cuticula de los camarones. Dentro de las principales especies
identificadas se encuentran V. parahaemolyticus y Vibrio vulnificus (Urresta,

2017):

. Vibrio parahaemolyticus

Este perjudicial organismo se encuentra ampliamente distribuido en
ambientes marinos y se desarrolla en temperaturas de 35 a 37° C (Zamora et al.,
2005) (Broberg et al., 2011). El cultivo de camardén se ha visto afectado,
presentando pérdidas de mas del 80% debido a la enfermedad llamada necrosis
hepatopancreatica aguda causada por este Vibrio generando reportes desde el 2013

(Galaviz-Silva et al., 2021).

. Vibrio vulnificus
Esta especie de Vibrio también se encuentra distribuido en entornos marinos
y salobres es responsable de diversas enfermedades que afectan los cultivos de

larvas de camar6on conocidas como vibriosis. Su cuadro sintomatico incluye
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coloracion rojiza de apéndices acompafiada de cromatéforos expandidos, misculo
abdominal sin brillo, arrastre de muda (muda pegada), acalambramiento,
pigmentacion y degeneracion con pérdida de las setas de los apéndices (Cuéllar-

Anjel, 2013).

Probioticos y Bacterias Acido-Lacticas (BAL) dentro de los sistemas de cultivo
de camarén

Debido a los problemas bacterianos ocasionados en los cultivos de camaron
se ha buscado la implementacion de métodos que ayuden a reducir y regularizar las
infecciones, asi como también fortalecer el sistema inmunolégico de los
organismos. Una alternativa aplicada exitosamente para el control de enfermedades
del camarén es el uso de los probidticos, siendo estas bacterias benéficas que
ayudan al mantenimiento y refuerzo del microbioma presente tanto en los

organismos como en el medio de cultivo (He, 2021).

Dentro de los probidticos cominmente utilizados en los sistemas de cultivo
de camaron se encuentran las BAL. Las bacterias del acido lactico (BAL) son una
clase de bacterias Gram-positivas, con forma de baston o esféricas, no
endosporantes y no moviles con el potencial de producir sustancias
antimicrobianas, tales como bacteriocinas (Li et al., 2018).Este conjunto de
microorganismos y/o sustancias contribuyen al balance de la flora benéfica del
individuo, al bienestar y salud de los organismos, ademas, tienen la capacidad de

competir contra bacterias patdogenas tanto en el medio, como en el interior y exterior
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del individuo y de degradar metabolitos toxicos y materia organica (Luo et al.,

2023).

Asimismo, diversos estudios han evaluado las propiedades probioticas y la
seguridad de las BAL, tales como Lactobacillus plantarum, Enterococcus lactis y
Pediococcus acidilactici aislados de animales acuaticos, para su posible aplicacion
como probidticos o agentes de biocontrol en acuicultura (Chomwong et al., 2018),
analizando las cepas probiodticas de manera presencial en los cultivos como

molecularmente para verificar su comportamiento y accion dentro de los mismos.

Identificacion de cepas bacterianas por medio de siembra en agar

El uso principal de los agares consiste brindar un medio so6lido de cultivo en
microbiologia, para el crecimiento y aislamiento principalmente de bacterias,
hongos y virus bacteriéfagos. La ventaja de este medio resalta en su resistencia ya
que casi ningin microorganismo es capaz de degradarlo, por lo que las placas

fabricadas con él no se alteran (FAO, 1990).

Agares utilizados como medios de cultivo para identificacion de

bacterias patogenas:

e Agar Cetrimide

El Agar Cetrimide, es un medio de cultivo selectivo y diferencial s6lido

utilizado principalmente para el aislamiento e identificacion de Pseudomonas, esta

17



constituido por compuesto digestivo pancreatico de gelatina que proporciona el
soporte solido, Cloruro de magnesio y Sulfato de potasio ayudan a la produccion
de pigmentos caracteristicos como piocianina y fluoresceina que se observan con
luz ultravioleta en la produccion de pseudomonas y Cetrimide (Bromuro de
tetradeciltrimetil amonio) sustancia que inhibe el crecimiento de bacterias
permitiendo que se desarrolle unicamente Pseudomonas ya que presenta resistencia

a este componente, (Dickinson, 2003).

Tabla.2. Caracteristicas observadas en UFC formadas en agar cetrimide.

Microorganismo Apariencia tipica de la colonia
Pseudomona aeruginosa | Amarillo verdoso — verde oscuro - azulado
Fuente: (Bioagar, 2018)

Figura 4. UFC de Pseudomona aeruginosa en agar cetrimide

FUENTE: (Bioagar, 2018)

e Agar TCBS

El Thiosulfate Citrate Bile Salt (TCBS), este es un medio solido especifico
para el crecimiento de vibrios patogenos generalmente V. cholerae y V.

parahaemolyticus, gracias a su pH de 8,6 y 0,5% de NaCl, su composicion consta
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de Tiosulfato de sodio y citrato de sodio que privan el desarrollo de colonias de
bacterias gramnegativas, Pseudomonas y bacterias grampositivas, sales biliares que
aumentan la selectividad, sacarosa formando una fuente de carbohidrato permite
diferenciar especies debido a su capacidad fermentativa, verde de bromotimol y
azul de timol siendo estos indicadores de pH y agar proporcionando la consistencia

solida al medio (Dickinson, 2019).

Tabla 3. Caracteristicas presentes en colonias sembradas en agar TCBS

Microorganismo Apariencia tipica de la colonia
Vibrio cholera Amarillo
Vibrio fluviales Amarillo

Vibrio paraemolyticus ‘ Verde azulado

Vibrio vulnificus Amarillo verdozo
Fuente: (TM MEDIA, 2018)

Figura 5. Colonias de vibrios presentes en Agar TCBS

Wtao
[Velow codanm)

Fuente: (TM MEDIA, 2018)

e Agar MRS
Agar M.R.S. desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, es un medio de cultivo
selectivo recomendado para realizar aislamiento y recuento de Lactobacilos y de

otras bacterias acido lactico (Bioagar, 2021).

19



Este medio es una modificaciéon que reemplaza con ventaja a los medios
anteriormente utilizados para el cultivo de lactobacilos, todos ellos basados en las
propiedades nutritivas del jugo de tomate. Su composicion a base de peptonas,
extractos de levadura, glucosa, acetato de sodio, citrato de amonio, tween 80
combinado con un pH entre 5 y 7 establecen un medio favorable brindando
nutrientes y acidos grasos para las bacterias acido-lacticas, inhibiendo el desarrollo
de bacterias neutrofilas y gramnegativas. Sin embargo, su selectividad es escasa y
con frecuencia se suelen presentar contaminantes, con lo cual se precisa una mayor
seleccion. Para ello se recomiendan los subcultivos alternados en medio sélido, en
doble capa y en caldo. En muchas ocasiones el crecimiento se favorece con una

atmosfera de CO2 (Bioagar, 2021).

Figura 6. UFC pertenecientes a lactobaacilus en agar MRS.

Fuente: (Bioser, 2025).

e Caldo MRS
El caldo MRS se utiliza para el crecimiento y el recuento de lactobacilos en
productos de la industria alimentaria. Mediante la transferencia de colonias aisladas, se

pueden obtener subcultivos. Este medio también se puede utilizar para cultivar lactobacilos
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de crecimiento lento, como, por ejemplo, Lactobacillus brevis 'y Lactobacillus fermentum

(Bioser, 2025).

Figura 7. Presentacion de caldo MRS para identificacion de Lactobacillus

e Agar TSA

Es un medio de cultivo versatil y no selectivo utilizado para el crecimiento y
aislamiento de una gran variedad de microorganismos, tanto exigentes como no
exigentes. Su formulacidon nutritiva permite cultivar bacterias y otros microbios en
el control microbiologico de diversos productos y en la investigacion (Bioser,

2025).
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Figura 8. Bacterias anaerobias y aerobias presentes en medio TSA

=

—

Fuente: (Bioser, 2025)

Caracterizacion molecular de BAL

La caracterizacion molecular de cepas bacterianas constituye un conjunto
de pruebas fenotipicas y genéticas indispensables en la acuicultura ya que es
imprescindible conocer las especies de bacterias a utilizar y la cantidad de cepas
(Mohania et al., 2008).

Existen diferentes métodos utilizados para la caracterizacion bacteriana,

siendo uno de los principales el método 16S rRNA.

% 16S rRNA
El ARN ribosomico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente
utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. La identificacion
molecular basada en el analisis del ARNr 16S (o del gen que lo codifica) puede
representar una ventaja tanto en tiempo como en precision, llegando incluso a
competir de manera favorable con otras técnicas rapidas y eficaces, como las

inmunolégicas (del Rosario Rodicio y del Carmen Mendoza, 2004).
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Este método de caracterizacion en acuicultura utiliza la secuenciacion del
gen del ARNr 168 para identificar y analizar la diversidad de bacterias presentes en
ambientes acuaticos. El proceso implica la extraccion de ADN, amplificacion por
PCR del gen 16S rRNA, secuenciacion de los fragmentos amplificados, y
comparacion de las secuencias resultantes con bases de datos como la de NCBI para
determinar la identidad y las relaciones filogenéticas de las bacterias, ofreciendo
una vision completa de las comunidades bacterianas, incluso de las no cultivables

(Egyptian Journal of Aquatic Research, 2024).

Método Kirby-Bauer

La prueba de antibidticos Kirby-Bauer (también llamada prueba KB o
prueba de sensibilidad a antibidticos por difusion en disco) utiliza obleas o discos
que contienen antibidticos para evaluar si ciertas bacterias son susceptibles a

antibidticos especificos. Primero, se aisla un cultivo puro de bacterias.

Luego, se cultiva una cantidad conocida de bacterias durante la noche en
placas de agar (medio de crecimiento s6lido) en presencia de una oblea delgada que
contiene una cantidad conocida de un antibidtico relevante. Si las bacterias son
susceptibles al antibidtico particular de una oblea, un area de medio transparente
donde las bacterias no pueden crecer rodea la oblea, lo que se conoce como la zona

de inhibicion.

Una zona de inhibicion mas grande alrededor de un disco que contiene
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antibidtico indica que las bacterias son mas sensibles al antibidtico en el disco. Las
pruebas de KB se realizan en condiciones estandarizadas y se han establecido zonas
de inhibicion de tamafio estandar para cada antibidtico. Los resultados de las
pruebas de KB suelen informarse como sensibles, intermedios o resistentes, segiin
el tamafio de la zona de inhibicion. Si la zona de inhibicion observada es mayor o
igual al tamafio de la zona estandar, se considera que el microorganismo es sensible
al antibiotico. Por el contrario, si la zona de inhibicion observada es menor que el

tamafio estandar, se considera que el microorganismo es resistente.

El tamafio de una zona de inhibicidon en una prueba de KB esta inversamente
relacionado con la concentracion inhibitoria minima (CIM), que es la cantidad de

antibidtico necesaria para prevenir el crecimiento bacteriano en un cultivo nocturno.

Figura 9. Prueba de Kirby-bauer
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VI.  MARCO METODOLOGICO

Area de Estudio

El presente estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio
Genética Marina del Ecuador (Modulo 1 y 2; Modulo 9), en las coordenadas
2°1824.11"S - 80°53'58.14"0O, ubicado en la Carretera a Punta Carnero, La
Libertad avenida 25 entre calle 8§ y 9 Punta Carnero, en la parroquia Anconcito

canton Salinas, provincia de Santa Elena.

Figura 10. Ubicacion geogrdfica correspondiente al drea de estudio Laboratorio Genética Marina del
Ecuador (Modulo 1y 2; Modulo 9). Canton Salinas, provincia Santa Elena.

2R 24115 - BOPS358.14"0)

Fuente: Modificado de Google Earth, 2025
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Fase de campo

Disefio Experimental

El presente estudio se realizd utilizando unidades experimentales
conformadas por tanques de reservorios que contienen agua de mar tratada, con una
capacidad de 130 a 170 toneladas, de esta manera se analiz6 un total de 6 reservorios

distribuidos 3 en el primer modulo y 3 en el segundo.

Las variables independientes como temperatura, pH y salinidad se
mantuvieron dentro de los rangos establecidos por los protocolos del laboratorio,
mientras que los efectos sobre las variables dependientes siendo estas el crecimiento
de UFC pertenecientes a distintos filos de bacterias Acido lacticas fueron analizados

a lo largo del tiempo de estudio (3 meses).

Preparacion del Agua de Mar

El proceso de preparacion de agua de mar inici6 con el muestreo de esta, para
esto, se bombed agua de mar de la punta hacia los reservorios, el agua almacenada

atraveso primero por procesos de purificacion:

e Clorinar: Al agua recogida se afiadio 10 ppm de cloro granulado y se
mantuvo en recirculacion por un periodo de 2 dias.

e Desclorinar: se anadi6é 3 ppm de vitamina C, 2 ppm de tiosulfato, 2 de
EDTA, se deja con aireacion por 8h, posteriormente se coloca cal P24 y

se deja decantar por 6h.
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Estos procedimientos se realizaron siguiendo el protocolo establecido por el
laboratorio, el mismo que es una modificacion a beneficio del manual de Manejo
sanitario y mantenimiento de la bioseguridad de los laboratorios de postlarvas de

camaro6n blanco (Penaeus vannamei) en América Latina. (FAO, 2004)

Del resultado del proceso de decantacion se tomo la muestra para la siembra
microbiologica, de manera in-situ, se registrd6 parametros de temperatura, pH,
oxigeno disuelto y salinidad, mediante un multiparametro de la marca YSI 9500.
Asi mismo, para la verificacion de existencia de cloro residual se utilizo dos

métodos (FAO, 2004).

1. Fotometria:

Para este proceso se utilizé el multiparametro Y SI 9500, se tom6 10 mL
para el blanco y 10 mL a los que se afiadi6 los reactivos DPD 1 y DPD 3
(pastillas), seguidamente se macerd y se dejo actuar por 3 min para su

posterior medicion.

2. Colorimetria:

Se tom6 una muestra de 5 ml en un tubo de ensayo a la que se le anade 19
gotitas de orto-toluidine, se espera 3 minutos para realizar la comparacion

de color mediante los rangos establecidos en el kit.
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Fase de laboratorio

1. Identificacion y Aislamiento de BAL

Muestreo del agua de reservorio:

Se realizé un muestreo continuo segin (INEN 2176), recolectando las
muestras de agua en frascos de vidrio estériles y rotulados con capacidad de 1 L,
estas fueron tomadas en tres zonas distintas del reservorio, inicio, medio y final de

este (Cuéllar-Anjel et al., 2010).

Los parametros de temperatura, pH, salinidad y oxigeno fueron medidos
directamente en los reservorios previo a la toma de muestras. Las muestras

colectadas fueron llevadas al laboratorio para su posterior analisis.

Procedimiento de siembra directa en agar:

Las muestras de agua colectadas se sembraron en agar MRS selectivo para
Bacterias Acido — Lécticas con la finalidad de lograr el aislamiento, y en agares
TCBS, TSA y CETRIMIDE como control de pureza de las muestras, verificando
que estas estén totalmente libres de vibrios, pseudomonas y bacterias patdgenas.
El proceso de sembrado se realizé de la siguiente manera:

e Se tomo6 300 pL de muestras de agua de mar tratada para agar MRS y 100
pL para los demas controles con una micropipeta estéril.
e Se coloco la muestra de agua de mar tratada sobre las placas con medio de

Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) con 2% NaCl para adaptarse al

ambiente marino y sobre los agares de control.
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e Posterior se realiz6 el barrido correspondiente con asa de vidrio

debidamente esterilizada.

e Se incubd en condiciones anaerobicas a 30-37 °C durante 48 h.

Figura 11. Técnica de sembrado en los diferentes agares utilizados en este estudio

SPREAD PLATE TECHNIQUE

PIPETTE IROCULUM ONTO SPREAD SAMPLE EVENLY INCURATE BACTERIAL COLONIES
THE SURFACE OF AGAR PLATE OVER SURFACE GROW ON THE SURFACE

shutterstock.com + 2136565887

Posterior a la incubacion se verifico la ausencia de bacterias y otros
patogenos en los agares de control (TCBS, TSA y CERIMIDE) y se procede a la

seleccion de colonias obtenidas en agar MRS. Para esto, se tomo6 en cuenta dos

criterios.

Criterios para la Seleccion de colonias:
e Escoger colonias morfologicamente distintas.

e Realizar tincion de Gram (positivo) y prueba de catalasa (negativa) para

confirmar caracteristicas de BAL.
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2. Caracterizacion Molecular de BAL

Para el analisis metagendmico, las muestras bacterianas fueron enviadas a
la empresa BioSequence. Previamente, se realizo el proceso de aislamiento del
microorganismo, el cual fue inoculado en tubos Falcon estériles que contienen
medio de cultivo liquido CALDO MRS (Man, Rogosa y Sharpe) el cual fue
preparado mezclando 2 gramos de cloruro de sodio, 6 gr de caldo en 100 ml de agua
destilada. Posteriormente se procedid con el tiempo de incubado durante 48 horas
a 30-37°C, a fin de asegurar el crecimiento bacteriano adecuado para su

procesamiento y secuenciacion.

Después de la siembra, se continud con la preparacion para la preservacion
de las muestras, este proceso se realizd inicialmente desarrollando una mezcla de
80 mL de agua destilada con 20 ml de glicerol y 5 gr de caldo MRS, luego se
procede a autoclavar, con la finalidad de asegurar la purificacion,
consecutivamente, se toma 900 puL de la mezcla de Caldo MRS con glicerol y 100
puL de muestra obtenida de caldo MRS en un tubo Eppendorf, obteniendo asi un
total de 30 muestras por modulo. Finalmente, para el analisis de BioSequence se

trasfiere 100 pL de cada tubo Eppendorf en un tubo Falcon hasta completar 20ml.
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Figura 12. Proceso de preservacion de BAL
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3. Evaluacion Probiética In Vitro

Actividad antimicrobiana (Pozo); (Kirby-Bauer)

a) Preparacion del Medio de Cultivo: Se utiliz6 6 gr medio de cultivo TSA
(Triptona de Soja Agar) enriquecido con un 2% de NaCl mezclado en 150
ml de agua destilada para proporcionar un ambiente adecuado para el
crecimiento de los microorganismos en estudio. Esta preparacion es

autoclavada para una correcta esterilizacion.

b) Siembra de Patoégenos: Se procedi6 a sembrar las cepas de Vibrio
alginolyticus obtenidos del agar TCBS en el medio preparado, teniendo
como referencia un patron de turbidez. La siembra se realizd de manera
uniforme para asegurar una distribucion homogénea de las células

bacterianas.
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¢)

d)

Aplicacion de Pozo de Probioticos: Se realizo pequeiios pozos en la placa
con la parte trasera de una punta de micropipeta de 100 uL. de capacidad y
se sellaron con agar agar, posteriormente se aplico una suspension de cepas
probidticas dentro de los pozos. Esta técnica permitio el crecimiento del

halo de inhibicién entre los probidticos y los patdogenos.

Incubacion: Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 48 horas. Este
tiempo y temperatura resultaron ser Optimos para el crecimiento de los
Vibrio y para observar la posible actividad antimicrobiana de los

probioticos.

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana: Tras el periodo de
incubacion, se procedio a medir el didmetro del halo de inhibicion alrededor
de los camulos de probioticos. Esta medida, expresada en milimetros, indica
la efectividad de las cepas probidticas en la inhibicion del crecimiento de

los patogenos.
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Figura 13. Placa de Agar TSA inoculada con Bacterias del género Vibrio y sepas probidticas

VII. RESULTADOS

De acuerdo con la metodologia aplicada posterior a la siembra en agar MRS,
se obtuvieron 3 tipos de Unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias acido-
lacticas (BAL), las cuales presentaron caracteristicas morfologicas generales
similares como color aperlado, superficie convexa, tinciébn grampositiva y prueba
de catalasa negativa (Anexo 1), ademas de caracteristicas distintivas de cada
colonia como tamafio, bordes y tiempo de incubacion que se presentaron en las

placas (tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas de UFC pertenecientes a BAL presentes en agar MRS

< TINCION TIEMPO DE
TIPO COLOR TAMANO BORDES GRAM CATALASA INCUBACION
Beige
A L. brevis Aperlado Grande Simétricos +* - >48
claro
Beige .
B L. . Aperido Pequefia L}geramente + - <24
buchneri irregulares
oscuro
Beige
C Aperlado Pequeiia Simétricos + - <24
claro

La bacteria denominada tipo A logré ser identificada como Lactobacillus

brevis debido al tamafio de la UFC, el cual es superior y tuvo un tiempo de

incubacion >48 horas, mientras que las bacterias del arquetipo B y C mostraron

patrones similares en cuanto a forma y tamafio, sin embargo, se determiné que la

bacteria tipo B pertenece a la especie L. buchneri debido a la presencia de una ligera

produccion de gas al ser sembradas en el caldo MRS (Figura 12).

Figura 14. Bacterias dcido-ldacticas en agar MRS. A) L. delbrueckii, B) L. fermentum C) L. johnsonii

34



Consecutivamente, se realiz6 la prueba de normalidad de Anderson-Darling,
obteniendo un valor p menor al nivel de significancia (p<0,05), por lo cual se
concluye que los datos analizados de las seis muestras tomadas en los reservorios
de agua de mar tratada para el uso en cultivos de Penaeus vannamei, denominados
Genética Marina (G1, G2, G3) y Modulo 9 (R1, R2, R3) no se ajustan a una
distribucién normal. A razén de esto, se aplica la prueba de Kruskal-Wallis (no
paramétrica) para establecer diferencias significativas entre las medianas de los
grupos de UFC de BAL, obteniendo un valor p de 0,02, el cual es menor al nivel
de significancia (0,05), concluyendo que existe diferencia estadisticamente
significativa entre al menos una de las medianas evaluadas con un 95% de

confianza.

En la figura 13, se puede observar la concentracion de las UFC BAL de
acuerdo a su presencia en los diferentes reservorios analizados, siendo los
reservorios pertenecientes al modulo Genética Marina (G1, G2 y G3) quienes
presentaron una mediana superior a 1,70E+02 UFC a diferencia de los reservorios
evaluados en el modulo 9 (R1, R2 y R3), quienes presentaron valores de mediana
por debajo de 1,30E+02 UFC; ademas se puede evidenciar que el reservorio G1
presenta una mayor concentracion con 3,70E+02 UFC en contraste con el
reservorio R1, quien presenté unicamente 3,00E+01 UFC de BAL. De la misma
forma, mediante el uso del software SPSS, se realizé las comparaciones multiples
con correccion establecidas mediante la aplicacion del Post Hoc de Bonferroni

(anexo 2) la cual establecio con un nivel de confianza del 95%, diferencia
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significativa inicamente entre las concentraciones de UFC acido-lacticas presentes
en el R1y G1 (p=0,005), mientras que los demas pares no presentaron diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05).

Figura 15. UFC de Bacterias acido-lacticas presentes en agar MRS obtenidas de cada reservorio

UFC DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (AGAR MRS)

3,70E+02
Reservorio G1 —V y Ai
2,10E+02
Reservorio G2 V W Ai
1,70E+02
'% Reservorio G3 —V 0 b
2
a 3,00E+01
& Reservorio R1 W
1,30E+02

7,00E+01

Reservorio R3 — 7

0,00E+00 2,00E+02 4,00E+02 6,00E+02 8,00E+02 1,00E+03
UFC

Para el control de pureza bacteriana se inoculd6 muestras de los seis
reservorios pruebas en agar TCBS, Cetrimide y TSA (Figura 14), siendo en este
ultimo el unico en el que se presentaron UFC, al tratarse de agua previamente
tratada; ademas, en la figura 15 se muestran las medianas de las concentraciones de
UFC presentes en agar TSA, las cuales no presentaron diferencias significativas,
dado que se obtuvo un valor p de 0,12 mayor al nivel de significancia (¢=0,05) con
un nivel de confianza del 95%. De la misma manera se puede evidenciar que,

aunque se presenta igualdad estadistica entre las medianas, se puede evidenciar que

36



en el reservorio 2 y 3 del modulo 9 (R2 y R3) se presenta una mayor amplitud y
distribucién de UFC a diferencia de los reservorios G1 y R1 quienes presentaron
valores mas homogéneos y menos dispersion de datos.

Figura 16. Ausencia y presencia de UFC en agares de control. A) Agar TCBS, B) Agar Cetrimide, C) Agar
754
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Figura 17. UFC de bacterias presentes en Agar TSA

UFC BACTERIAS TOTALES (AGAR TSA)
9,40E+02
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1,64E+03
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1,75E+03
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2,96E+03
Reservorio R3 Y G %
0,00E+00 3,00E+03 6,00E+03 9,00E+03 1,20E+04 1,50E+04 1,80E+04
UFC

Asi también, los resultados obtenidos de las muestras de cepas aisladas en
agar MRS y enviadas a la empresa BioSequence donde se realizo la secuenciacion
del Gen rRNA16S con la finalidad de corroborar las especies identificadas, la
informacion de la muestra manifestd un total de lectura de 92.963, por las que
pasaron por un filtro de calidad del 100%, estas lecturas fueron estadisticamente
clasificadas en porcentaje a nivel taxonomico, pero el resultado de mayor
importancia es la clasificacion de las principales especies presente en la muestra

analizada, (figura 16)
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Figura 18. Resultados correspondientes a la secuenciacion del gen 16S rRNA de muestras de cepas aisladas

en agar MRS a) Total de Lectura, b) Clasificacion taxonomico y c) Clasificacion de Especies Principales.
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Kingdom 92,898 99.93 %
Phylum 92,873 99.90 %
Class 92,853 99.88 %
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c)

Top Species Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Unclassified at Species level 68,467 73.65 %
Lactobacillus Lactobacillus_pantheris(AF413523) 10,365 11.15%
Lactobacillus Lactobacillus_diolivorans(AF264701) 6,150 6.62 %
Lactobacillus Lactobacillus_brevis(M58810) 2,240 241 %
Lactobacillus Lactobacillus_buchneri(AB205055) 1,824 1.96 %
Weissella Weissella_paramesenteroides(AB023238) 1,168 1.26 %
Lactobacillus Lactobacillus_xiangfangensis(HM443954) 715 0.77 %
Staphylococcus Staphylococcus_saprophyticus(AP008934) | 525 0.56 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 139. This table shows the top 8 of 139 classifications.

Top Species Classification Results

Lactobacillus
actobacillus_pantheris(AF413523)
11.15%

Lactobacillus
Lactobacillus_diolivorans(AF264

Other
8.59 %

Unclassified
73.65 %

Para finalizar se evalu6 el potencial probidtico de las cepas obtenidas
mediante la inoculacion de bacterias acido—lacticas en agar TSA con bacterias
pertenecientes a la especie Vibrio alginolyticus (figura 17), el cual se obtuvo de la
maceracion de los organismos en estadios de postlarva V (PL5) y sembrados en

agar TCBS; dado que, en el agua de mar analizada no se obtuvo presencia de este
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patogeno. Asi también cabe recalcar que no se obtuvo bacterias pertenecientes a la
especie V. parahaemolyticus mediante ninguno de los dos procesos, por lo cual no

se pudo evaluar la eficacia de las BAL en esta especie.

Figura 19. Bacterias V. alginolyticus obtenido del macerado de postlarva presentes en agar TCBS

Los resultados obtenidos tras la inoculacion del caldo bacterias acido-
lacticas del género Lactobacillus contra V. alginolyticus en agar TSA muestran un
comportamiento similar dentro de los 6 reservorios analizados en este trabajo,
produciendo halos de inhibicion con diametros entre 3 y 5 mm, sin embargo, cabe
recalcar que los halos obtenidos en las placas pertenecientes al médulo 9 (M-9)
muestran un diametro ligeramente mas delgado en comparacion con los halos que

se presentan en el Modulo de genética marina (G-M) (figura 18).
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Figura 20. Halos de inhibicion de BAL frente a V. alginolyticus formados en agar TSA A, By C corresponde
a los meses de estudio y 1, 2 corresponde a los médulos estudiados.

Mediante los resultados estadisticos obtenidos tras la aplicacion de Kruskall
Wallis se determino que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los
diametros de los halos de inhibicion producidos de los dos diferentes modulos de
manera general (p>a), sin embargo, al realizar la comparacion de los halos de
inhibicion por meses se evidencia diferencia estadistica por medio de la aplicacion
de Kruskall-Wallis (p<a) entre el diametro de los halos definidos en el mes de
agosto con los de octubre (Bonferroni p = 0,035) (anexo 3) y por ultimo se evalud
la accion inhibitoria de las BAL's entre los modulos por meses, donde se evidencia
que el en el mes de octubre, el modulo 9 la mediana del diametro de los halos se

diferencia de los demas grupos (figura 19).
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Figura 21. Prueba de Kruskal Wallis correspondiente a halos de inhibicion formados en las muestras de los
dos modulos estudiados donde G-M= Genética Marina y M-9= Médulo 9 por meses.
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VIII. DISCUSION

En los ultimos afios las bacterias acido-lacticas (BAL) han sido objeto de
diversos estudios por las propiedades que estas aportan a los medios de cultivos
acuicolas, asi estan los estudios realizados por Zheng et al. (2020), Ringo et al.
(2020) y Kaktcham et al. (2018) donde se destaca la importancia del uso de las BAL
como complementos en la acuicultura enfatizando en la capacidad de estas en la
produccion de sustancias con actividad antimicrobiana como las bacteriocinas,
moléculas de proteinas con una mecanismo de accion bactericida.

El espectro de inhibiciéon por compuestos antimicrobianos de las BAL
incluye a microorganismos que causan enfermedades en peces y mariscos:
Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Edwardsiella tarda, Pasteurella piscicida,
Vibrio anguillar, V. salmonicida, V. harveyi, V. parahaemolyticus V. alginolyticus
v Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae, Escherichia coli
patogena, hongos Candida y mohos (Chomwong et al., 2018; Gong et al., 2019;

Ringg et al., 2020)

En este estudio se realizé dos tipos de obtencion bacteriana, una mediante
la toma de muestras de agua donde se obtuvieron bacterias acido-lacticas y bacterias
generales en agar MRS y TSA respectivamente mientras que las bacterias de la
especie V. alginolyticus al no poder ser aislada del agua de mar tratada, se obtuvo
del macerado de postlarva de camaron inoculado en agar TCBS, esto concuerda con
la investigacion realizada por Canak et al. (2024) donde indica que se procedi6 al

aislamiento de bacterias patégenas como vibrios de intestino del camarén al no
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lograr conseguir la muestra directa de agua tratada para cultivos acuicolas, esto
debido a que estas forman parte de la flora nativa del langostino, siendo patogenas
oportunistas, asi como que las bacterias acido-lacticas sean comunes en el tracto

intestinal (Cornejo-Granados et al., 2017; Md Zoqratt et al., 2018).

En cuanto a la cinética bacteriana se observo que el crecimiento en ciertas
BAL inici6 tempranamente entre las 12 y 24 horas posteriores a la siembra
concordando con Fernandez et al. (2024) y Tomala Suarez (2025) quienes en sus
respectivos estudios denotaron crecimiento bacteriano a partir de las 12 horas hasta

las 48 horas de incubacion.

Estas caracteristicas morfologicas para la diferenciacion se vieron
respaldadas posteriormente ya que mediante la secuenciacion del Gen 16S rRNA
se permiti6 identificar con precision las especies, concordando con el trabajo de
Rajonhson, D. M et al (2024) donde se compar6 el uso de amplicones cortos (por
ejemplo V3-V4) versus secuenciacion de la longitud completa del gen 16S en
sistemas de cultivo de P. vannamei, concluyendo que aunque para diversidad
general los amplicones cortos pueden bastar, para resolucion a nivel especie o para

distinguir cepas muy proximas, la longitud completa aporta mayor precision.

Estudios han mostrado que mediante secuenciacion del gen 16S rRNA se

pueden caracterizar las comunidades bacterianas del agua, sedimento e intestino en

sistemas de cultivo de camaron. Por ejemplo, se encontrd que en agua de cultivo de
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camaroén la riqueza bacteriana era menor que en agua de flujo libre, y los filos
dominantes cambiaban con el tiempo (Qiao et al., 2025). Ademas, existen estudios
donde se sugiere que la secuenciacion de 16S del agua puede usarse como
herramienta de vigilancia para anticipar brotes o deterioro de la calidad

microbiologica antes de que se reflejen en la salud del camaron (Callac et al., 2023).

De la misma manera, las bacterias acido-lacticas utilizadas en este estudio
formaron halos de inhibicion entre 3 y 8 mm para contrarrestar el crecimiento del
V. alginolyticus, concordando aunque no en su totalidad con Tinoco Elizalde (2020)
ya que en su estudio in vitro las cepas que tuvieron en su composicion bacterias del
género Lactobacillus obtuvo halos superiores con diametros entre 13 y 17 mm, estos
resultados también concuerdan con los obtenidos por Torres (2025) quien en su
trabajo de investigacion se demostré que las cepas de BAL que no tenian la
Lactobacillus en su composicion no presentaron halos de inhibicion en los cultivos
in vitro ante bacterias del género Vibrio mientras que las cepas con Lactobacillus
presentaron un efecto inhibidor demostrado con halos entre 5y 11 mm y con Le &
Yang (2018) quien obtuvo diametros de halos similares.

Segun los analisis estadisticos Kruskal Wallis realizados en este estudio para
verificar la eficacia de las cepas de BAL utilizadas, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, asi como Torres Canales (2025) quien tras aplicar
ANOVA para el andlisis de sus datos tampoco evidencio diferencias

estadisticamente significativas al presentar un valor p < 0.05.
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IX.

CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo de investigacion se puede concluir que:

Se identificaron 3 tipos de Bacterias acido-lacticas presentes en los
reservorios de agua de mar tratada para cultivos de camaron blanco Penaeus
vannamei mediante técnicas microbioldgicas como inoculacion, incubacion
y observacion morfologica en placas agar y pruebas genéticas como la
secuenciacion del Gen ARNr 16s.

Los agares selectivos Cetrimide (pseudomonas) y TCBS (vibrios) no
obtuvieron crecimiento bacteriano al tratarse de agua de mar previamente
desinfectada, lo que son indicativos de buena calidad de agua utilizada en
los cultivos.

Las bacterias del género Lactobacillus utilizadas en este trabajo presentaron
una capacidad de inhibicidn en contra de las bacterias patogenas del género
Vibrio demostrando que pueden ser una fuente de control de enfermedades
dentro del cultivo de camaron.

La identificaciéon molecular mediante secuenciacion 16S permitid una
diferenciacion taxondmica mas exacta, con la presencia de 6 especies de
Lactobacillus, entre esta 6 Bacterias Acido lacticas se hallaron 2 que no
estan especificadas que se encuentren en el drea marino, estos resultado
demuestran que son bacterias no cultivables, indicando que este ADN
bacteriano puede estar presente tanto en el agar como en el caldo usado para

el crecimiento de las bacterias Acido Lacticas.
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X.

RECOMENDACIONES
Continuar con el aislamiento y estudio de las bacterias acido-lacticas como
aditivo en los cultivos acuicolas por sus cualidades antibacterianas.
Realizar estudios con cepas de bacterias individuales para comprobar la
accion de cada una en contra de bacterias patdgenas.
Probar la accion de las BAL en contra de otras bacterias del género Vibrio
para conocer el comportamiento de inhibicién y contagio.
Se sugiere probar cada una de las especies de bacterias acido-lacticas
halladas en el estudio metagendomico por separado para comparar su
efectividad contra los diversos patdgenos que existen en los medios de
cultivos.
Se aconseja repetir este andlisis para la creacion de una base de datos mas
amplia y actualizada, con la finalidad de un ensamblaje de lecturas no
clasificadas, este desarrollo permitira descubrir posibles genomas

incompletos o nuevos taxones bacterianos.
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ANEXOS

Anexo 1. A) Coloracion violeta para bacterias Gram positivas B) Prueba de catalasa negativa para BAL.

Anexo 2. Prueba post hoc de Dunn con correccién Bonferroni para determinacion de diferencias entre
grupos en cuanto a concentracion de UFC de bacterias acido ldcticas por reservorio.

Comparaciones por parejas de RESERVORIO

Sample 1-Sample 2 Estadistico Desv. Desv. Sig. Sig.
de prueba Error Estadistico ajustada?®
de prueba

Reservorio R1- -12,056 7,382 -1,633 ,102 1,000
Reservorio R3

Reservorio R1- 12,222 7,382 1,656 ,098 1,000
Reservorio G2

Reservorio R1- -12,611 7,382 -1,708 ,088 1,000
Reservorio R2

Reservorio R1- 16,611 7,382 2,250 ,024 ,367
Reservorio G3

Reservorio R1- 26,500 7,382 3,590 ,000 ,005
Reservorio G1

Reservorio R3- ,167 7,382 ,023 ,982 1,000
Reservorio G2

Reservorio R3- ,556 7,382 ,075 ,940 1,000
Reservorio R2

Reservorio R3- 4,556 7,382 ,617 ,537 1,000
Reservorio G3

Reservorio R3- 14,444 7,382 1,957 ,050 ,756
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Reservorio G1
Reservorio G2- -,389 7,382 -,053 ,958 1,000
Reservorio R2
Reservorio G2- -4,389 7,382 -,5695 ,552 1,000
Reservorio G3
Reservorio G2- 14,278 7,382 1,934 ,053 797

Reservorio G1

Reservorio R2- 4,000 7,382 ,542 ,588 1,000
Reservorio G3
Reservorio R2- 13,889 7,382 1,881 ,060 ,899

Reservorio G1
Reservorio G3- 9,889 7,382 1,340 ,180 1,000
Reservorio G1
Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
iguales.
Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es
de ,05.
a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion Bonferroni para varias
pruebas.

Anexo 3. Prueba post hoc de Dunn con correccion Bonferroni para determinacion de diferencias entre

grupos en cuanto a diametro de halos de inhibicion formados por bacterias acido lacticas frente a vibrios
por mes.

Comparaciones por parejas de MES

Sample 1-Sample Estadistico Desv. Desv. Sig. Sig.

2 de prueba Error Estadistico ajustada?
de prueba

3-2 4,333 2,939 1,474 ,140 421

3-1 7,417 2,939 2,524 ,012 ,035

2-1 3,083 2,939 1,049 ,294 ,882

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
iguales.

Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es
de ,05.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion Bonferroni para varias

pruebas.

60



Anexo 4. Proceso de toma de muestras de agua

Anexo 6. Caldo MRS con presencia bacteriana
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Anexo 7. Resultados de la Empresa BioSequence, a nivel taxonémico.

Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level.
Pie charts show all classifications above 3.5% abundance.

Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Bacteria 92,898 99.93 %
Unclassified at Kingdom level | 65 0.07 %

Bacteria
99.93 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Top Kingdom Classification Results
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Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Firmicutes 92,791 99.81 %
Unclassified at Phylum level |90 0.10 %
Proteobacteria 23 0.02 %
Tenericutes 16 0.02 %
Acidobacteria 12 0.01 %
Actinobacteria 6 0.01 %
Bacteroidetes a 0.00 %
Candidatus_Saccharibacteria | 3 0.00 %

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 19. This table shows the top 8 of 19 classifications.

Note: The “Other” category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Top Phylum Classification Results

Firmicutes,
99.81 %




Top Class Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Bacilli 92,712 99.73 %
Unclassified at Class level | 110 0.12%
Clostridia 50 0.05 %
Mollicutes 16 0.02 %
Gammaproteobacteria 11 0.01 %
Unclassified at Class level | 10 0.01 %
Actinobacteria 6 0.01 %
Erysipelotrichia 5 0.01 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 32. This table shows the top 8 of 32 classifications.

Note: The “Other” category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Top Class Classification Results

64



Top Order Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Lactobacillales 91,663 98.60 %
Bacillales 1,001 1.08 %
Unclassified at Order level | 161 0.17 %
Clostridiales 40 0.04 %
Unclassified at Order level | 23 0.02 %
Mycoplasmatales 14 0.02 %
Halanaerobiales 9 0.01 %
Erysipelotrichales 5 0.01 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 38. This table shows the top 8 of 38 classifications.

Note: The "Other* category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Lactobacillales,
98.60 %

Top Order Classification Results
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Top Family Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Lactobacillaceae 88,240 94.92 %
Leuconostocaceae 3,362 3.62 %
Staphylococcaceae 937 1.01 %
Unclassified at Family level | 201 0.22 %
Unclassified at Family level | 22 0.02 %
Carnobacteriaceae 19 0.02 %
Ruminococcaceae 19 0.02 %
Planococcaceae 14 0.02 %

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 69. This table shows the top 8 of 69 classifications.

Note: The "Other” category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Top Family Classification Results

euconostocaceae
3.62 %

Lactobacilaceae
9492 9




Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Lactobacillus 88,150 94.82 %
Weissella 2,964 3.19%
Staphylococcus 934 1.00 %
Leuconostoc 381 0.41 %
Unclassified at Genus level | 282 0.30 %
Pediococcus 42 0.05 %
Mycoplasma 14 0.02 %
Fructobacillus 12 0.01 %

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 105. This table shows the top 8 of 105 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundance.

Top Genus Classification Results

Lactobacillus
94.82 %
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Anexo 8. Permiso de la Empresa Diosmar, para la toma de muestras.

La libertad 14 de octubre del 2025

Ing. Steven Ordoilez

Gerente General

Asunto: Solicitud de Permiso para Realizar Tesis

Cordial saludo. -

Por medio de la presente, me dirijo a usted con el fin de solicitarle el permiso para realizar
mi tesis de grado en las instalaciones de su empresa del Laboratorio Genética Marina y
Diosmar.

Yo ALVARADO CALVACHE JUDITH DE LOS ANGELES, estudiante de Biologia
en la “Universidad Estatal Peninsula De Santa Elena. Mi tesis se titula
“CARACTERIZACION MOLECULAR Y EVALUACION PROBIOTICA DE BACTERIAS ACIDO-
LACTICAS PROVENIENTES DE RESERVORIOS EMPLEADOS EN EL CULTIVOS DE
PRODUCCION DE Penaeus vannamei” tiene como objetivo “Tipificar molecularmente
cepas autéctonas de Bacterias Acido-Licticas (BAL), mediante técnica microbiolégicas y
de secuenciacién del gen 16S rARN, con el propésito de determinar su diversidad
genética y evaluar in vitro su capacidad antimicrobiana frente a cepas patégenas del
género Vibrio.”

Para llevar a cabo mi investigacién, necesito me puedan facilitar sus instalaciones. Me

comprometo a mantener la confidencialidad de toda la informacién que me sea proporcionada
y a no utilizarla para ningln otro fin que no sea el de mi tesis.

Agradezco de antemano su tiempo y consideracién. Quedo a su disposicion para ampliar
la informaci6n que sea necesaria.

Atentamente

Alyatrado Calvache Judith Ing. Steven Ordoiiez
Telf.:0958962131 Gerente General de Genética
Mail: judith.alvaradocalvache@upsc.edu.cc Marina del Ecuador
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PROBLEMATICA

El cultivo de Penaeus vannamei es uno de los sistemas acuicolas mas
importantes a nivel mundial; sin embargo, su productividad se ve amenazada por
enfermedades bacterianas y la degradacion de la calidad del agua, lo que genera
pérdidas econdmicas significativas (FAO, 2022). Tradicionalmente se han
empleado antibidticos y desinfectantes para controlar patdogenos, pero su uso
excesivo ha provocado problemas como la resistencia antimicrobiana, el
desequilibrio microbiano en los sistemas de cultivo y riesgos para la salud humana

y ambiental (Defoirdt et al., 2011).

Ante este contexto, los probiodticos se han propuesto como una alternativa
sostenible para mejorar la salud de los camarones y estabilizar el ecosistema
acuicola. Entre ellos, las bacterias acido-lacticas (BAL) han demostrado potencial
para inhibir patégenos, mejorar la digestibilidad de nutrientes y modular la
microbiota del entorno (Ringg et al., 2020). No obstante, pese a su utilidad, existe
limitada informacion sobre las BAL nativas presentes en los reservorios utilizados
durante la produccion de P. vannamei, a pesar de que las cepas autoctonas suelen
mostrar mayor capacidad de adaptacion y eficacia funcional que los probioticos

comerciales (Martinez-Cruz et al., 2012).

La ausencia de estudios enfocados en su caracterizacion molecular, asi como

en la evaluacion experimental de sus capacidades probidticas, constituye una brecha
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importante en la gestion microbiologica de los sistemas camaroneros. La
identificacion precisa mediante herramientas moleculares permite asegurar la
clasificacion taxondémica adecuada y comprender mejor su rol ecoldgico
(Verschuere et al., 2000). Asimismo, la evaluacion de propiedades como tolerancia
a condiciones gastrointestinales, capacidad antagonista frente a patogenos y
produccion de compuestos antimicrobianos es esencial para validar su potencial

como probidticos funcionales.

Por lo tanto, se vuelve necesario estudiar las bacterias acido-lacticas presentes
en estos reservorios y determinar cudles de ellas presentan caracteristicas
probidticas que puedan contribuir a mejorar la salud y el rendimiento del cultivo de
P. vannamei. Este andlisis permitira sentar bases cientificas para el desarrollo de
probidticos nativos y estrategias de manejo microbioldgico mas sostenibles en la

acuicultura.

71



