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RESUMEN

En Ecuador existen 250 laboratorios que enfrentan probleméticas como la
presencia de patdgenos. En la larvicultura las bacterias del género Vibrio sp y
Pseudomonas, que afectan el cultivo, influyendo en su crecimiento y generando
mortalidad total con pérdidas econdmicas. En un medio controlado, se busca entender la
causa de estos patdgenos y el funcionamiento del microbioma. El objetivo del estudio es
caracterizar el bacterioplancton y su relacion con la abundancia de fitoplancton en la salud
de las larvas de Litopenaeus vannamei, determinando la presencia de bacterioplancton en

masivos de fitoplancton.

Se realizaron pruebas microbioldgicas con agares selectivos, cuantificando
unidades formadoras de colonias y fitoplancton con una camara Neubauer en tres tanques
durante dos ciclos de produccién en Zoea 3, Mysis 3 y Postlarva 4. Se tomaron los

parametros fisicos y quimicos, evaluando el crecimiento durante tres dias.

En el primer ciclo, Zoea 3 tuvo 8.40E+01 ufc/ml y 1.50E+01 ufc/ml; Mysis 3,
8.40E+01 ufc/ml y 1.70E+01 ufc/ml; PostLarva 4, 2.26E+02 ufc/ml y 1.46E+02 ufc/ml.
En el segundo ciclo, Zoea 3 alcanz6 2.26E+02 ufc/ml y 2.20E+01 ufc/ml; Mysis 3,

8.40E+01 ufc/ml y 1.57E+02 ufc/ml; PostLarva 4, 2.47E+01 ufc/ml y 4.20E+01 ufc/ml.

Se usaron Past 4 y Minitab 18 para analizar correlaciones entre ufc/ml,
fitoplancton, parametros fisicoquimicos y salud de larvas. La correlacion principal entre
fitoplancton y bacterioplancton fue 0.70. Las correlaciones con los parametros fisicos
fueron -0.37 y con quimicos, como la alcalinidad y pH, 0.59 y 0.23. El anélisis

microscopico mostré correlaciones positivas entre ufc/ml y necrosis de 0.08 a 0.81.

Palabras clave: Bacterioplancton, fitoplancton, correlacion, parametros.
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ABSTRACT

In Ecuador there are 250 laboratories that face problems such as the presence of
pathogens. In larviculture, bacteria of the genus Vibrio sp and Pseudomonas affect the
culture, influencing its growth and generating total mortality with economic losses. In a
controlled environment, we seek to understand the cause of these pathogens and the
functioning of the microbiome. The objective of the study is to characterize the
bacterioplankton and its relationship with the abundance of phytoplankton in the health
of Litopenaeus vannamei larvae, determining the presence of bacterioplankton in

phytoplankton masses.

Microbiological tests were carried out with selective agars, quantifying colony-
forming units and phytoplankton with a Neubauer chamber in three tanks during two
production cycles in Zoea 3, Mysis 3 and Postlarva 4. Physical and chemical parameters

were taken, evaluating growth for three days.

In the first cycle, Zoea 3 had 8.40E+01 cfu/ml and 1.50E+01 cfu/ml; Mysis 3,
8.40E+01 cfu/ml and 1.70E+01 cfu/ml; PostLarva 4, 2.26E+02 cfu/ml and 1.46E+02
cfu/ml. In the second cycle, Zoea 3 reached 2.26E+02 cfu/ml and 2.20E+01 cfu/ml; Mysis
3, 8.40E+01 cfu/ml and 1.57E+02 cfu/ml; PostLarva 4, 2.47E+01 cfu/ml and 4.20E+01
cfu/ml. Past 4 and Minitab 18 were used to analyze correlations between cfu/mi,
phytoplankton, physicochemical parameters, and larval health. The main correlation
between phytoplankton and bacterioplankton was 0.70. Correlations with physical
parameters were -0.37 and with chemical parameters, such as alkalinity and pH, 0.59 and
0.23. Microscopic analysis showed positive correlations between cfu/ml and necrosis

ranging from 0.08 to 0.81.

Keywords: Bacterioplankton, phytoplankton, correlation, parameters.
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GLOSARIO

Bacterioplancton: Bacterias microscopicas que viven suspendidas en ambientes

acuaticos.

Proliferacion: Aumento o crecimiento rapido, a menudo de manera incontrolada.

Bioseguridad: Medidas tomadas para prevenir la propagacion de enfermedades

infecciosas o contaminantes.

Patdgenos: Microorganismos causantes de enfermedades.

Producto Interno Bruto: El valor monetario o de mercado total de todos los
bienes y servicios finales producidos dentro de las fronteras de un pais en un periodo de

tiempo especifico.

Silice: Un compuesto quimico compuesto de silicio y oxigeno, cominmente

encontrado en arena Yy rocas.

Piriforme: En forma de pera.

Maxilipedos: Apéndices especializados en crustceos utilizados para la

alimentacion.

Rotiferos: Animales acuaticos microscopicos que tienen una corona de cilios

utilizada para la locomocién y la alimentacion.

Larvicultura: El cultivo y cria de organismos en estado larval.

Heterdtrofa: Un organismo que no puede sintetizar su propio alimento y en su

lugar obtiene compuestos organicos de carbono de su entorno.

Metabolismo: Los procesos quimicos que ocurren dentro de un organismo vivo

para mantener la vida.

12



Fotosintesis: EI proceso por el cual las plantas y algunos otros organismos utilizan
la luz solar, el agua y el dioxido de carbono para crear oxigeno y energia en forma de

azucar.

Simbiosis: Una interaccion cercana y prolongada entre dos 0 mas especies

biologicas diferentes.

Hepatopancreatitis: Una enfermedad en camarones caracterizada por la

inflamacion y necrosis de la hepatopancreas.

Pledpodos: Apéndices en la parte inferior del abdomen de un crustaceo utilizados

para nadar.

Peptidoglicano: Un componente estructural de las paredes celulares de las

bacterias.

Acidos teicoicos: Polimeros encontrados en las paredes celulares de las bacterias

Gram-positivas.

Sindrome: Un grupo de sintomas que indican o caracterizan colectivamente una

enfermedad u otra condicién.

lones: Un atomo o molécula con una carga eléctrica neta debido a la pérdida o

ganancia de uno o mas electrones.
Cationes: Un ion cargado positivamente.

Alcalinidad: La capacidad del agua para neutralizar los acidos, una medida de la

capacidad amortiguadora del agua.

13



ABREVIATURAS

UFC Unidades Formadoras de Colonias

CO2 Dio6xido de Carbono

pH Potencial de Hidrogeno

02 Oxigeno

NO3 Nitrato

NH4 Amonio

H3BO3 Acido Boérico

NaCl Cloruro de Sodio

Mg Magnesio

Ca Calcio

K Potasio

C1 Ciclo de produccion 1

C2 Ciclo de produccién 2

NB Necrosis branquial

NM Necrosis muscular

NP Necrosis apéndices

cl/ml Células por mililitro
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

El sector camaronero desempefia un papel fundamental en la economia del pais,
proporcionando sustento econdmico a aproximadamente 180,000 personas en diferentes

cantones rurales y remotos de Ecuador (Dominguez, 2019).

Actualmente en el Ecuador se produce entre 30 y 35 millones de larvas
quincenales, los cuales son dirigidos en su gran mayoria a camaroneros del Guayas, El
Oro, Manabi, Esmeraldas y también se exporta a Pert (Armijos, 2023). Durante el ciclo
de produccion en camaroneras dependera de importantes factores, como la alimentacion
que se da durante los primeros estadios, su principal alimento son las microalgas, las
cuales se reproducen con facilidad en cultivos masivos. La produccion de microalgas se
da en un ambiente controlado, como los laboratorios es considerado un punto critico para

la presencia de enterobacterias (Pefia, 2021).

La gran mayoria de las bacterias presentes en el bacterioplancton son de naturaleza
heterétrofa, lo que significa que obtienen su energia a partir de la materia organica
disponible en su entorno. Estas bacterias desempefian un papel crucial en los ciclos
biogeoquimicos, ya que participan en la degradacion de la materia organica disuelta

(Rodriguez & Varela, 2020).

Los vibrios son bacterias gran-negativas, se encuentran en ecosistemas acuaticos
Y en su gran mayoria se encuentra en agua mar y agua salobre, sin embargo, existe una
especie de vibrio que también habita en agua dulce (Newman, 2022). De la familia
Vibrinaceae, el principal género que afecta a la larvicultura es Vibrio spp., causando
infecciones como vibriosis, esta es una de las enfermedades mas frecuentes en la etapa de

larvicultura y en la de engorda. Estas bacterias son consideradas oportunistas los cuales
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se aprovechan de las variaciones de temperatura, alcalinidad, pH, oxigeno disuelto, entre

otros (Yagual, 2023).

Las relaciones entre microalgas y bacterias, se da por el intercambio de nutrientes
en el que cada uno contribuye para el crecimiento, las bacterias contribuyen con vitamina
B para las microalgas proporcionado a la bacteria compuestos organicos de carbono,
generalmente estas interacciones ocurren en los ambientes marinos, debido a que la mitad

del carbono fijado por el fitoplancton es metabolizada por bacterias (Fuentes et al., 2016).

La captacion de nutrientes y fijacion fotosintética de CO2 relacionadas con las
microalgas inducen al pH en el medio en que se encuentre obteniendo valores alcalinos,
debido a la liberacion de carbonos (Beltran et al., 2017). Un cultivo con una alcalinidad
alta afecta al desarrollo de la larva retrasando la muda evitando su crecimiento normal

(Quintufia, 2023).
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2. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En 2023, la acuicultura del camaron enfrentaba un favorable escenario de
crecimiento, sin embargo, se evidenciaron amenazas que afectan a la eficiencia de
sistemas productivos, entre las mas importantes la presencia de patégenos (Morales et al.,

2023).

Dentro la etapa larval las enfermedades causadas por microorganismos patdgenos,
en su gran mayoria bacterias, son consideradas las responsables de mortalidades masivas.
Las bacterias del género vibrio son de las mas frecuentes en larvicultura afectando a las
larvas, al presenciarse al momento de una disminucion de los factores bioticos y abidticos

(Sarango, 2021).

El aumento de enfermedades existentes en los sistemas de cultivo, dio como
resultante la interaccion que se da entre organismos y patogenos. El ingreso
accidentalmente de patdgenos se da por la falta de un protocolo apropiado o barreras
sanitarias en sistemas de cultivos, provocando la proliferacion de patdgenos como
mortalidad temprana, hepatopancreatitis o sindrome de bolitas, causados por el género de

bacterias como vibrio (Obando, 2023).

Con el control en la fase larvaria se llegé aumentar la tasa de supervivencia y el
crecimiento correcto de las larvas, el primer alimento que es el fitoplancton proporciona
valores nutricionales y el tamafio adecuado para el crecimiento del organismo (Ronquillo,
2022). Por la presencia de patdgenos, se obtiene la perdida de los cultivos de manera
inmediata si no son tratados simultdneamente, la investigacion tiene como objetivo buscar
la relacion que puede existir entre la presencia de fitoplancton con la presencia de

bacterias en un medio de cultivo que es controlado.
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3. JUSTIFICACION

La especie de camardn Litopenaeus vannamei es ampliamente cultivada en el
Ecuador, es la mas importante para la economia del pais, sin embargo, la etapa més critica
en su crecimiento es su etapa larval, al atravesar por esta etapa son susceptibles a mas
enfermedades, causando tasas de mortalidad altas y por consecuente pérdidas econémicas

significativas.

Para los ciclos de produccién los tanques donde se colocaron las larvas atraviesan
por el proceso de desinfeccion, antes del inicio de cada ciclo, sin embargo, al ser un
ambiente controlado la presencia de bacterias sigue existiendo por tal motivo se busca
establecer una investigacion y poder comprender la sucesion dindmica temporal de las

comunidades microbianas presentes en el tanque (Song - Bao, 2023).

Se busca entender la dinamica temporal que existen entre las comunidades
microbianas y el desarrollo en un ambiente controlado, como ocurre la presencia y
aumento de microrganismo bacterianos y como estos interactan con la presencia de otros
organismos por un proceso de simbiosis y como influencia en los parametros fisico-

quimicos.

Las bacterias al estar presenten en un ambiente que proporciona estabilidad y
alimentacion, originada por los desechos de otros organismos, como lo es el fitoplancton
se proliferan abundantemente por consecuente afectan al cultivo de produccion, la
siguiente investigacion busca entender la relacion que existe entre la presencia de

bacterias con el fitoplancton y si esta afecta a la salud de las larvas.
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4. OBJETIVOS

4.1.0BJETIVO GENERAL

Caracterizar el bacterioplancton y su relacion con la abundancia de fitoplancton

en relacion a la salud de las larvas de Litopenaeus vannamei determinando su interaccion.

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la presencia de bacterioplancton en cultivos de fitoplancton.
- Correlacionar la abundancia de fitoplancton con la proliferacion de bacterias.
- Analizar la relacion entre pardmetros fisicos y quimicos con el bacterioplancton.

y la incidencia en la salud de las larvas Litopenaeus vannamei.
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5. HIPOTESIS.

Ho: Existe una relacion entre la presencia de bacterioplancton con la abundancia
de fitoplancton en un cultivo de larvas Litopenaeus vannamei afectando a la salud de las

larvas.
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CAPITULO 1

6. MARCO TEORICO

6.1.Larvicultura en el Ecuador

En los dltimos afios la acuicultura en relacion a la produccion de camaron ha
tenido un crecimiento alto, siendo parte de aportaciones al Producto Interno Bruto del
pais, al ser uno de los sectores mas dinamicos de la economia, sin embargo, se estima una
baja de 1.47% en ingresos y de un 0.87% en la venta por libras de camaron en el afio 2020
en comparacion al afio anterior, no obstante, se espera una recuperacion en los siguientes

afios (Novillo et al., 2021).

En el Ecuador se dio un aumento significativamente durante la Gltima década de
322 millones de libras a 1.490 millones de libras en 2020 siendo de esta manera la segunda
exportacién mas grande del pais, en primer lugar, se encuentra el petrdleo y representando

un valor de 3.6 mil millones de dolares aportando a la economia del pais (Molinari, 2021).

Ecuador cuenta con 205 laboratorios de larvas de camardn por un estudio
realizado por la Produccion de Comercio Exterior, Inversiones y Pesca, los laboratorios

de larvas son un punto clave para la produccion de camarén (Alvarado, 2020).

6.2.Ciclo de vida de las larvas de camardn blanco

El ciclo de vida de camardn pasa por varias fases hasta llegar a su tamafio apto
para la comercializacion, se dividen en varias etapas las cuales son Nauplio, Zoea, Mysis

y postlarva, estos se dividen en varios subestadios, se los describen en la Tabla 1:
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Tabla 1

Descripcion de estadios larvales Litopenneus vannamei

Estadio

Descripcion

Nauplio

Zoea

Mysis

Postlarva

En la etapa de nauplio, la larva de camardn pasa por cinco mudas
aproximadamente en 7 horas, cada estadio pasa por una muda dando un

cambio al desarrollo y adquiriendo una forma piriforme. #

Después de la metamorfosis ocurrida en Nauplio 5 empieza la segunda
etapa larva que es protozoea que esta dividida en tres sub estadios Zoea I,
I1, 11l, obtiene cambios morfoldgicos como su cuerpo mas alargado
adaptados para un nado mas continuo, ya se observan maxilipedos mas
desarrollados los cuales también ayuda para la natacion. ?

Mysis representa el Ultimo estadio larval en el ciclo de vida del camaron
blanco. Durante esta etapa, se producen cambios significativos como una
curvatura del cuerpo y contracciones abdominales. Ademas, se observa
una transicion hacia una alimentacién basada en organismos vivos y
s6lidos. °

Al comienzo de esta etapa, la postlarva aun exhibe el comportamiento
natatorio caracteristico del ultimo estadio larval, como en el caso de
Mysis. Ademas, en esta etapa, los apéndices funcionales desempefian un
papel crucial en su alimentacién y también contribuyen a su capacidad de
arrastre. Los subestadios en esta etapa abarcan del 30 al 35, y

posteriormente la postlarva pasa a convertirse en juvenil. ?

Nota. #Goytortla et al. (2023). ® Aguirre (2023).

6.3.Nutricién en larvas de camaron

La alimentacion dependera de las etapas que este atravesando, en nauplio hasta

zoea la alimentacion se basa en los nutrientes de reserva que se encuentran en el saco
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vitelino, seguidamente se alimentan de microalgas, filtrando sus nutrientes, a partir de
Mysis hasta postlarva se empieza a suministrar una dieta seca, la cual contiene un
balanceado de 12/millon de larvas, generalmente las dietas se debe tener un porcentaje
del 30% de proteina, también se usa la artemia aumentando la defensa de los camarones.
En postlarva la nutricién debe ser basada o relacionada con la fisiologia y metabolismo
del animal (Aguirre, 2023). La alimentacion debe ser rica en proteinas, lipidos,
carbohidratos, minerales y vitaminas el cual ayuda para obtener un buen sistema de

defensa en el animal (Corral, 2019).

6.4. Cultivo de microalgas

6.4.1. Cultivo en reservorios

Para este cultivo se utilizan estructuras cilindricas de concreto o de plastico con
un tamafo de 2,5 metros de didmetro y con las capacidades para realizar cultivos de
microalgas dentro del laboratorio, almacenados en una zona de 9,00 metros cuadrados
aproximadamente. La zona sirve como reserva de agua marina ya esterilizada para

desarrollar el cultivo en la zona del cepario y bolsas (Sandhyta et al., 2020).

6.4.2. Cultivo en laboratorio

En el cultivo de laboratorio se divide en tres secciones, en el que se desarrolla
cepas puras, esta tiene la funcion de llevar una poblacion distinta de especies de
microalgas a los niveles requeridos para el alimento de los primeros estadios larvarios del
camaron (Prafanda et al., 2020). La primera etapa de cultivo es el cepario, en este se
establecen tubos de ensayo de las cepas puras necesarias para la alimentacion larvaria

entre ellas algas pardas y diatomeas (Oostlander et al., 2020).

Los cultivos monoespecificos se producen con agua salada esterilizada y

fertilizada con vitaminas y minerales necesarios para el tipo de alga que se cultiva, el
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medio mas utilizado es Guillard F/2, el cual consiste de utilizar una solucion de silicato
de Na, otra con Nitrato y fosfato; uno de Hierro, EDTA y vitaminas. Al iniciar se inoculan
10 ml de cepas en frascos de 150 ml, pasando tres dias el volumen de 150 ml se inoculan

a 1L, hasta llegar a una tonelada con 250L (Ronquillo, 2022).

6.4.3. Cultivo en bolsas

En las bolsas se coloca agua estéril y vitaminas en conjunto al indculo de
microalgas a la eleccion con la finalidad de aumentar la densidad. La capacidad de las
bolsas es de aproximadamente 20 litros, con una densidad de 4,5 a 6 millones de células
por mililitro, el maximo de cultivo de las bolsas es de 3 dias con el fin de alcanzar la

méaxima densidad (Shah, et al., 2018).

6.4.4. Cultivo en cilindros

La metodologia de cultivo en cilindros es aplicada para la obtencion de altas
densidades de microalgas en menor espacio, tiende a servir como indculos, para ser
transportadas a otra seccion de cultivos, en su gran mayoria son cilindros a base fibra de
vidrio con una capacidad de 300 litros, por cilindro se usa dos bolsas, se los mantiene por
3 dias hasta alcanzar el punto méaximo de crecimiento de 1.8 a 2.5 millos de células por

mililitros (Khwancharoen et al., 2021).

6.4.5. Cultivos en masivos

Para los cultivos de masivos se usan cilindros, dependera del laboratorio el
material, sin embargo, son recubiertas con liner blanco o negro, los dias de cultivo son 3
hasta alcanzar la densidad deseada de 600 a 900 mil células por mililitro, los masivos son

transferidos a los tanques de produccién larvario de camarén (Nagappan et al., 2021).

6.5.Fitoplancton (microalgas) en larvicultura
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6.5.1. Descripcion de diatomeas

Son algas microscopicas, unicelulares y eucariotas, las cuales forman parte de la
microflora béntica. Tiene 60% de silice ya que se encuentra protegida por caparazon
silicio llamado frastulo. Las diatomeas al estar presentes en la gran mayoria de sistemas
acuaticos pueden ser empleadas como bioindicadores de un ecosistema en el agua sea

parte del biotopo (Merino, 2018).

6.5.2. Microalga Tetraselmis

Corresponde al género de microalgas unicelulares moviles con tonalidades verdes
debido a la presencia de clorofilas a y b, son consideradas como flagelos marinos, es facil
de cultivar en masivas cantidades. Posee una forma ovoide, elipsoidal con un tamafio de
8 y 10 micrometros de diametro (Mendieta, 2021). Fotografia microscopica de la

microalga Figura 1.

Figura 1
Tetraselmis sp.

6.5.3. Taxonomia.

Clase: Chlorodendrophyceae

Orden: Chlorodendrales

Familia: Chlorodendraceae

Género: Tetraselmis Nota. [Fotografia] microscopica

obtenida de Culture Collection of algae & protozoa, 2022

6.5.4. Tetraselmis en la acuicultura

Es considerada una de las mas importantes para ser utilizada como alimento vivo

alimentando rotiferos como larvas de camaron, al tener una alta calidad de composicién
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bioquimica (Lujan, 2020). Su alto nivel de proteinas, aminoacidos y carbohidratos ayudan

al desarrollo del camarén.

6.5.5. Valores nutricionales

Estos organismos presentan valores elevados de proteinas, los carbohidratos
funcionan como reserva y forman parte de la pared celular de microalgas y el contenido
lipidico de la gran mayoria de microalgas es del 20%, sin embargo, las cantidades varian

del1% hasta el 40%, la Tabla 2 describe los valores nutricionales de Tetraselmis s.p

(Salazar,2022)
Tabla 2
Valores nutricionales Tetraselmis s.p
Proteina 49,22%
Lipidos 10,60%
Carbohidratos 16,38%

Nota. Los valores de la tabla provienen de la fuente de (Cambefort et al., 2009)

6.5.6. Microalga Thalossiosira

No poseen la capacidad de crecer en medios sin luz, son utilizadas como alimentos
para moluscos por su alta carga de acidos grasos. Para el cultivo la temperatura debe estar
12 a 22°C para evitar que el alimento disminuya su calidad, al someterse a cambios de
temperaturas su pared celular se puede reventar (Anejl, 2018). Imagen microscépica de
la microalga Thalossiosira Figura 2.

Figura 2

6.5.7. Taxonomia Thalossiosira

Clase: Coscinoiscophyceae

(@)
@00
Orden: Thalassiosirales -
Familia: Thalassiosiraceae Nota. [Fotografia] microscopica
26 de Thalossisira obtenida de

iNaturalisMx. 2022



Género: Thalassiosira

6.5.8. Thalossiosira en produccién acuicola

La funcidn de esta microalga es alimentacion en los estadios larvales de varias
especies acuaticas en la cual se encuentra el camardn blanco al ser comercialmente activo
en Ecuador, Thalossiosira aporta un muy buen contenido nutricional como &cidos grasos

y proteina (Pefia, 2021).

6.5.9. Valores nutricionales

Thalossiosira pseudonana es utilizada en la industria larvaria de camarones, la
Tabla 3 describe los valores nutricionales en porcentajes de proteinas, lipidos y

carbohidratos.

Tabla 3
Valores nutricionales Thalassiosira pseudanana
Proteinas 44.9%
Lipidos 39.6%
Carbohidratos 16.7%

Nota. Los valores nutricionales fueron obtenidos de Salazar, 2022

6.6.Enfermedades en la larvicultura

Los cultivos de camarones han sido afectados por la presencia de patdgenos los
cuales se propagan por el medio de cultivo, en su gran mayoria son causados por virus y
bacterias y en menos escala por hongos y parasitos. Varios patégenos han logrado
sobrepasar la bioseguridad o sistemas elaborados que son ejecutados para evitar su

presencia (Varela, 2018).

Se han registrado una variedad de enfermedades a nivel mundial, estan

enfermedades son de naturaleza tanto infecciosa o no infecciosa, el primer grupo de gran
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interés son las de tipo viral y bacteriana, entre estas las causados por virus y vibrio las
cuales son las que afectan significativamente a los cultivos (Sotomayor & Balcazar,

2003).

6.6.1. Bacterias Gram positivas y bacterias gram negativas

Al aplicarles un proceso quimico como la tincion de Gram, adquieren diferentes
colores al ser sus paredes celulares diferentes como describe la Tabla 4, las bacterias

gramnegativas se tifien de rojo y las grampositivas de azul (Bush, 2023)

Tabla 4
Bacterias gram positivas y bacterias gram negativa.
Descripcion
Bacterias gram positivas Las bacterias gram  positivas se

caracterizan para tener varias capas de
peptidoglicano junto con acidos teicoicos,
esta caracteristica ayuda a estabilizar la
pared celular de las bacterias actuando
como antigeno en la superficie celular.
Para la identificacion de estas bacterias se
utiliza tinciones de color violeta.
Bacterias gram negativas La diferencia de bacterias gram positivas
estas se tifien mediante safranina se tifien
de esta manera debido porque poseen una

fina capa de peptidoglicano.

Nota. La tabla fue descrita con la informacion proporcionada por Moncada, 2022

6.6.2. Enfermedades bacterianas infecciosas
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En un sistema de cultivo larvario las bacterias han sido las principales causantes
de las mortalidades, entre ellas se encuentra un tipo de bacterias pertenecientes al género
Vibrio. Las infecciones que se presentan en la larvicultura son ocasionadas por bacterias
que son oportunistas las cuales afectan al momento de debilidad de algin factos bidtico

0 abidtico (Gomez et al., 2015).

6.6.3. Vibrios

En los estadios tanto de larva como postlarva son mas susceptibles a contraer
infecciones dadas por Vibrio. Al existir brotes de Vibriosis en los sistemas de cultivos
son conocidos como “Bolitas Blancas™, “Vibriosis luminiscente” o “Vibrios” estas se
diferencias por cepas que son totalmente diferentes a un ser luminiscente y la otra no.

(Cuélla-Anjel, 2013).

6.6.4. Sindrome de Bolitas

Conocido como la enfermedad de “Bolitas” donde su primera aparicion fue 1987
aumentando el porcentaje de mortalidad. La enfermedad es causa por una bacteria
catalogada como Vibrio harveyi, la cual se presentan al momento de temperaturas bajas
o cuando los nauplios son débiles. Sus sintomas son descamacidon de las células en las
paredes hepatopancreas y el intestino del organismo, muriendo de inmediato y con la

posibilidad de perder el 100% de la poblacion Figura 3 (Mufioz, 2022).
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Figura 3
Sindrome de Bolitas

. -
=
-
D e
Nota. [Fotografia] obtenida por
Villacis, 2023

6.6.5. Sindrome de Zoea

A diferencia de las otras enfermedades estas generan una baja asimilacion de
alimento, debido a que las larvas dejan de comer de manera normal consecuente de la
falta de muda y orillandolos a la muerte aumentando de esta manera el ritmo de
mortalidad. Los diagnosticos se observan anomalias en la hepatopancreas y el intestino

se ve afectando (Kumar, 2017).

6.6.6. Sindrome de mortalidad temprana (AHPND)

Es una enfermedad es considerada nueva en el cultivo de camaron blanco debido
a que en sus inicios fue conocida como sindrome de mortalidad temprana. Al momento
de su desarrollo se presencia el desprendimiento masivo de las células epiteliales
pertenecientes del tracto digestivo o hepatopancreas (R. Kumar et al., 2020). Se conoce
que el agente causante de esta enfermedad es Vibrio parahaemolyticus, este tipo de
bacteria es perjudicial solo para los camarones y no afecta al ser humano (Santos et al.,

2020).

6.6.7. Hepatopancreas necrotizante
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Es una enfermedad que se ha reportado en laboratorios de larvas y camaroneras,
se encuentra a nivel mundial. Se considera que la exposicion al estrés por parte de los
organismos son el causante principal para la presencia de patologias. Se ha realizado
investigaciones de manera profunda para poder comprender la actividad de esta bacteria
que actla mediante toxinas que afecta a las células eucariotas de los organismos, su
manera de infeccidn es adhiriéndose a los tejidos de tal manera volviéndose resistente a
los antibidticos. Los géneros que actla de esta manera son Salmonella, Mycrobacterium,

Legionella y Brucella (Sanjuan, 2013).

6.7.Calidad de agua durante el cultivo

La calidad de agua se convierte en un punto importante para tener la sostenibilidad
de un cultivo Litopenaeus vannamei, la cual dependera de las buenas practicas que se
apliguen a lo largo de la cadena alimenticia, sin embargo, la calidad de agua se puede ver
afectado a pesar de la implantacién de estas medidas si no se realiza una desinfeccion de
tanques por cada fin e inicio de ciclo y tomar en cuenta también los parametros

nutricionales (Valle, 2020).

Se debe llevar un monitoreo contindo para poder garantizar unos niveles 6ptimos
de calidad de agua en los cultivos, es prioritario realizar monitoreos de los parametros los
cuales deben tener una frecuencia, tanto el oxigeno disuelto y la temperatura debe ser
monitoreados durante un par de veces por dia, por lo tanto, la salinidad y pH son de forma
rutinaria los cuales se debe monitorear cada 24 horas logrando identificar si ocurre una

desviacién de los rangos deseables (Celi, 2023).

6.8.Parametros fisico — quimicos

Dentro del ciclo de produccién de camardn blanco, el éxito de una buena

produccién son los parametros fisicos — quimicos del agua, los valores deben ser 6ptimos,
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previniendo afectaciones al desarrollo del organismo cultivado, a continuacion, la Tabla

5 describe los parametros y los rangos apropiados.

Tabla b

Parametros fisicos — quimicos del agua

Parametro

Descripcion

Rango

Temperatura

Salinidad

pH

Alcalinidad

La temperatura incide sobre diferentes
procesos fisioldgicos los que son importantes
para la supervivencia de la larva en sus
primeros estadios, las variaciones de
temperatura no son tolerados por la especie,
ocasionandoles estrés y afectando a su
desarrollo (Moura et al., 2021).

Concentraciones de iones disueltos en el agua,
la salinidad del mar a 34,4 ppm. Si se usa para
el agua de mar natural los cationes deben tener
concentraciones favorables como: Na+, 10500
mg L—1, K+, 380 mg L—-1, Mg2+, 1350 mg
L-1,y Ca+2,400 mg L—1 (Moura et al., 2021).

Potencial de hidrogeno esencial para el
desarrollo de los nauplios, el aumento de pH
tendencia a alcalino o acido afecta al proceso
fisiolégico y metabolico en larvas (Valle,
2020).

Conocido como tampén quimico neutralizando
acidos disueltos en agua, la bases con mayor
concentracion son los carbonato y bicarbonato.
Si la alcalinidad es menor a 40 ppm afectando
al proceso de muda del organismo (Quimis et
al., 2019)

29°C
siembra.
32 -34 °C para
mantenerlos.

para la

Mar:

Sulfato 2700mg L-
1
Bicarbonato
mg L-1

Cl 19000 mg L-1
K370 mg L-1

Na 10500mg L-1
Ca 400 mg L-1
(\Valle, 2020)
Nivel adecuado
75a7.7

142

Estudio base 450
Recomendacion:
<100

Nota. La tabla se describi6 con la informacidn proporcionada por varios autores.

6.9.Bacterioplancton

El instituto del agua clasifica al bacterioplancton como un tipo de plancton que
estdn compuestos por bacterias y arqueas, jugando un papel crucial en el reciclaje de
nutrientes, descomponiendo materia organica muerta en su alimentacion al igual que es

parte de contribucion del ciclo de carbono, el plancton se alimenta de fitoplancton
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(Instituto del agua, 2024). Habitan en la columna de agua de todos los mares controlando
los flujos de nutrientes a través de la re-miniralizacién de materia organica ademas juega
un papel fundamental en el flujo de carbono. (Gonzales, 2016). Son consumidores o
productores primarios dentro de ecosistemas acuatico, al ser el Unico grupo de algas que

es procariota es considera como bacteria (Biology Online, 2021).

6.10. Altas cargas bacterianas en cultivos

El estrés de los animales los hace susceptibles a bacterias oportunistas (FAO,
2004), por ende, se debe buscar un lugar amplio espacio para evitar el estrés en los
animales evitando que sean propensos a bacterias que se encuentren presentes en un
medio estresantes, por lo tanto, los sistemas intensivos son los méas afectados por bacterias
debido a que se aprovechan sus lugares reducidos afectando a su sistema inmunoldgico y

alterandolo lo mismo (Guarnner, 2018).

6.11. Bacteriologia

Conjunto de métodos que identifica y diagnostica de enfermedades bacterianas, al
aplicar esta técnica se puede utilizar tanto en muestras de agua del cultivo o también partes
del camarén las cuales puede estar afectadas. Para esta técnica se debe utilizar medios
enriquecidos con nutrientes de tal manera que se desarrollan las bacterias que se
encuentran presentes en las muestras, estableciendo el tipo de patdgeno que es y

seguidamente preparar un tratamiento adecuado (Morales & Cuéllar, 2014).

6.12. Métodos para deteccion de vibrios

Para efectuar el método se debe realizar el aislamiento de una bacteria mediante
un tejido o hemolinfa de camarones que muestren sintomatologias que se relacionan con
Vibrios sp, en el cual se prepara agar TCBS, agar TSA o0 agar de sangre en este se adiciona

de 0.5 a 3% de Cloruro de sodio para poder logar la identificacion de cepas dafiinas. El
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uso de este método se pueden usar muestras de cualquier estudio de larva de camarén se
debe tener en cuenta que debe existir la sospecha de la presencia de alguna patologia

(Soluap, 2019).

En el TCBS crecen varias especies de vibrios que se las puede caracterizar de
acuerdo a su tamafio y coloracion. La colonias de V.parahaemolyticus incubadas a 30 a
32°C creceran en un lapso de 18 a 24 horas su aspecto es de color verde azulado con un
tamafio de 1mm a comparacion con las otras especies que son Vibrio alginolyticus, V.
algosus, V. anguillarum se las observa con un color amarillo y con un tamafio que
sobresalen de los 3 mm a diferencia que V. alginolyticus esta se represetan por colonias

granes, algo brillantes y con una leve mucosidad (Soluap, 2019).

6.13. Metodologias de cultivo microbioldgico

6.13.1. Medios de cultivo solidos.

Para que las bacterias puedan crecer en un medio seleccionado, debe contener las
necesidades nutricionales requeridas, existen bacterias que solo necesitan azlcares, sin
embargo, existen otras que necesitan medios méas enriquecidos para la formacion de

colonias como describe la Tabla 6 (Pozo, 2005).

Tabla 6
Tipos de medios de cultivo
Medio de cultivo Descripcion
Agar Thiosulfato Citrato Sales Biliares Medio de cultivo selectivo para el género
(TCBS) Vibrio, inhibiendo el crecimiento de

bacterias que puedan encontrarse en las
muestras. Kobayashi, 2018).

Agar CETRIMIDE Medio de cultivo sélido, su uso especifico
es para el aislamiento de Pseudomonas
spp, inhibiendo el crecimiento de otro
organismo (Lépez, 2017).

Nota. La informacion se obtuvo de diferentes autores, son los medios de cultivos

utilizados en la experimentacion.
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6.14. Interaccion bacterioplancton — Fitoplancton

El concepto "anillo microbiano” describe la interdependencia funcional entre
bacterias y microalgas, mediante la transferencia reciproca de nutrientes organicos e
inorganicos. Las bacterias desempefian un rol trascendental como recicladoras de la
materia organica producida por las microalgas, adquiriendo la habilidad de absorber
compuestos energéticos. La interaccion a nivel microbiano presenta un marcado caracter
especifico, pudiendo manifestar efectos de simbiosis o antagonismo segun la
combinacién de organismos involucrados (Pefia, 2021). Estudios recientes indican que
géneros bacterianos como Vibrio, frecuentemente colonizan cultivos fitoplancténicos,
transmitiéndose a través de la cadena alimentaria (Garcia, 2017). En estos ecosistemas
acuaticos de composicion compleja existe una relacion intrinseca de codependencia

fisioldgica entre las poblaciones microbianas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Tipo de estudio

El enfoque del proyecto es cuantitativo y experimental, observando la interaccion
entre bacterias y fitoplancton en la larvicultura. Cuantitativo se refiere a que se aplicara
andlisis estadisticos de los datos numéricos relacionados con la abundancia los cuales son
obtenidos a largo de un periodo experimental, sin embargo, su enfoque experimental trata
acerca de la toma de muestras tanto de la abundancia de fitoplancton y la cuantificacién
de unidades formadoras de colonias evaluando su relacion. La investigacion se realizo en

los meses de mayo y abril.
7.2. Area de estudio

Se realizd el proyecto en las instalaciones del Laboratorio SEMACUA S.A Figura
4 ubicado en la Provincia de Santa Elena, Anconcito, Ecuador con las coordenadas

2°18°41°°S 80°53°43°W.

Figura 4
Laboratorio SEMACUA S.A

@ Laboratorio Semacua

Nota: Imagen obtenida Google Earth en 2024
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Disefio Experimental
7.3.Técnica de muestreo

La técnica aplicada de la toma de muestras, es una muestra compuesta de tres
puntos del tanque los cuales son el lado izquierdo, derecho y obteniendo una sola muestra

la cual se ubicara en un frasco estéril de 100 ml, como referencia la Figura 5.

Figura 5
Representacion de la toma de muestras.

junjen)
I - -
O D

Nota: [llustracion] que representa la toma de muestras compuestas.

ZOE 3

1

|

MYSIS 3

| |
L J

Frascos de
100 ml.

Una muestra
compuesta

7.4.Preparacion de medios de cultivo selectivos

7.4.1. Preparacion de TCBS

Se coloco 1000 ml de agua destilada en una fiola o matraz Erlenmeyer que esta
esterilizado, se llevo la fiola a la autoclave para la posterior esterilizacion del agua. La
fiola se extrajo de la autoclave dejarlo enfriar, colocar cloruro de sodio dependiendo la
salinidad que se encuentre el medio que se va a cultivar. Se pesd y coloco 89 gramos de
agar TCBS en los 1000ml de agua destilada y por ultimo se llevo a ebullicion el agar para

luego dejarlo enfriar hasta los 45°C para colocarlo en cajas Petri estériles (BAM, 2001)

Una descripcién grafica de la preparacion en la Figura 6.
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Figura 6
Preparacion de agar TCBS

© ® e O

Nota: La [llustracion] se realizé con la aplicacion Biorender.
7.4.2. Preparacion de CETRIMIDE

Se coloco 1000 ml de agua destilada en una fiola 0 matraz Erlenmeyer que se
encuentre esterilizado. Se llevé la fiola a la autoclave para la posterior esterilizacion del
agua. Se sacO la fiola de la autoclave dejarlo enfriar, colocar cloruro de sodio
dependiendo la salinidad que se encuentre el medio que se va a cultivar. Pesar y colocar
46.5 gramos de agar CETRIMIDE en los 1000ml de agua destilada y 10 ml de glicerina.
, llevar el agar a la autoclave y dejar enfriar hasta los 45°C para luego colocarlo en las

cajas Petri (BAM, 2001)

Descripcion de la preparacion del agar CETRIMIDE Figura 7.
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Figura7
Descripcion gréfica de la preparacion del Agar

® © WY

Nota: La [llustracion] se realizo con el sitio de web Biorender.
7.5.Anélisis microbiol6gicos — Cultivo de fitoplancton

Se obtuvo unas muestras de 100 ml del cultivo masivo de microalgas mediante el
empleo de frascos estériles perfectamente sellados. La extraccién de las muestras se
realiz6 a una profundidad de aproximadamente 1 cm, considerando el fototropismo

exhibido por las microalgas que tienden a concentrarse en la parte superior del tanque.

Las muestras de 100 ml se transfirieron sin demora a la estacion de trabajo
aséptica. Se inoculd 1 ml de la muestra sin diluir directamente sobre la superficie interna
de placas de Petri previamente esterilizadas (Pefia, 2021). De forma simultanea, se vertio
el medio de cultivo selectivo TCBS y Cetrimide fundido a 45°C, para permitir la
solidificacion e impregnacién uniforme por capilaridad (Paniagua, 2016). Esta
metodologia de siembra permite la separacion, exclusion y cuantificacion, descripcion

gréfica en la Figura 8.
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Figura 8
Preparacion para el analisis microbioldgico de los masivos de fitoplancton

Se toma la

muestra con Se agrega el

) una pipeta. agar en
Masivo de P temperatura

microalgas de 45°C

p T, = |l \
Fras&o de
100ml con la Se agrega iml

de la muestra

muestra - Directa

Nota: La [llustracion] fue realizada con el sitio web de Biorender

7.6. Presencia de bacterioplancton y fitoplancton en cultivo de larvas

7.6.1. Analisis microbiologicos — Tanques de larvas

La colecta de muestras de agua se realizd de manera estratégica para obtener una
muestra compuesta de tres tanques de cada etapa Mysis 3, Zoea 3 y PostLarva 4 durante
dos ciclos de produccion. Se realizaron tres medios de cultivo por agar de los tres tanques.

El sembrado se realizara antes del recambio del agua.

7.6.2. Conteos de unidades formadoras de colonias

Incubar las placas de TCBS a 35°C durante una noche (Kaysner et al., 2004) y en

CETRIMIDE durante 48 horas a 42°C (Balmaceda, 2005).

Se realizd el conteo de las colonias formadas en las placas y para obtener la UFC

se aplica la siguiente formula:

NuUmero de colonias x Numero de disolucion= Unidades formadoras de colonias

7.6.3. Conteos de fitoplancton
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Se utiliz6é un hemocitometro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de Neubauer.
Esta consta de 9 cuadros con lados de 1mm, las diatomeas al tener un tamafio mayor de
6 um los conteos se hacen en los cuadros marcos como A, B, C y D (Arredondo &

Voltonia, 2007). Figura 9

Figura 9

Reglilla de Neubauer de 9 mm2
A B
C D

e 1mm —>

Nota. La imagen fue obteniendo de Arredondo & Voltonia, 2007

Célculos de recuento celular

Al contar los puntos A, B, C y D se aplica la siguiente formula:

C =N x 10%* x dil

Donde:

C=cél/ml

N= promedio de celular presente en 0.1 ul

dil= total de ml de muestra si se usé una dilucidon considerar la cantidad de

solucion y el nimero de muestras.

7.7.Analisis de microscépico en larvas
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Se tomaron las muestras de acuerdo al tamafio muestral basado en la estimacion
de la prevalencia de un patégeno en una poblacion de camarédn Figura 10. EI tamafio de

la poblacion para un 10% de prevalencia es de 30 individuos. (Amos, 1985).

Figura 10
llustracion para la toma de muestras para el analisis microscopico.

® @ ©
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Nota. 1. Recoleccion de la muestra con la ayuda de una red. 2. Colocacion de la

muestra en el portaobjeto. 3. Visualizar la muestra en microscopio.
7.8. Analisis de salud de las larvas

De acuerdo a la Tabla 7 se dio una valoracion a las larvas mediante la observacion
microscopica, para la valoracién de necrosis y lipidos se establecié rangos de 0 a 4 y el

90% del desarrollo branquial positivo.

Tabla 7
Tabla de valoracion de salud de larvas mediante observacion microscopica.

Piscina# Desarrollo Necrosis  Necrosis  Necrosis  Lipidos
Branquial branquias apéndices muscular

Rangos 90% Ok 0-4 0-4 0-4 0-4
Nota: Los rangos se establece como 0 como presencia nula, 1 nivel bajo, 2 medio,

3 elevado y 4 alto. La tabla de valoracién patoldgica fue proporcionada por Mendoza,

2024.
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7.9.Analisis microbioldgicos en larvas

Se tomaron muestras compuesta por tanque de cada estadio Zoea 3, Mysis 3 y
PostLarva como describe la Figura 5. Se lavaron las larvas con ayuda de agua destilada
estéril y con ayuda de una pinza previamente flameada en un mechero, se colocaron 1 gr
de la muestra en tubo Eppendorf, para ser macerada y diluidas en 9ml de agua destilada

y siendo sembrada con 1ml de manera directa (Zambrano, 2023).

Incubar las placas TCBS a 35 °C durante una noche (Kaysner et al., 2004) y en
CETRIMIDE durante 48 horas a 42°C (Balmaceda, 2005). Se realiz6 el mismo

procedimiento de conteo de UFC mencionado anteriormente.

7.10. Analisis de parametros fisico quimicos

Para medir alcalinidad se usa el equipo de HANNA Figura 11 para acuarios de

agua salada, calculando la colorimetria y proporcionado unidades dkH.

Figura 11
HANNA INSTRUMENTS

Nota. Instrumento dado por el laboratorio para medir alcalinidad

Los pardmetros como salinidad, pH y temperatura se midieron con el equipo

Medidor Digital 5 en 1 multiparametro Figura 12.
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Figura 12
Multiparédmetros

Nota. Multipardmetro para medir pH y temperatura

7.11. Andlisis estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizaron los Softwares Minitab 18 y Past4.

7.11.1. Past 4

Software utilizado para &mbitos bioldgicos con varios tipos de pruebas, en este se
utiliz6 para realizar pruebas de normalidad de las variables y obtener la correlacion

mediante una matriz de correlacion.

- Pruebas de normalidad

Se aplico el test de Shapiro-Wilk W de Past 4, planteado una hipotesis nula que
una muestra es de distribucion normal y la alternativa sostiene que no es una distribucion

normal, el nivel de significancia es 0,05.

Ho: El valor p es mayor o igual 0,05 la distribucion es normal.

H1: El valor p es menor que 0,05 la distribucién es anormal.

- Correlacién de datos

En las pruebas no paramétricas se aplicd Correlacion de Spearman’s entre dos
variables aleatorias, calculando el valor de p, donde los valores oscilan entre -1 y +1,

indicando asociaciones positivas 0 negativas.
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En las pruebas paramétrica se aplico la Correlacion de Pearson de igual que
Spearman’s, los valores del indice es de -1y +1 y el valor de p determinada el nivel de

significancia.

7.11.2. Minitab 18

Es un software el cual nos permite realizar correlacion de Pearson y Spearman’s

con proporcionado el valor de confiabilidad.
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CAPITULO IV
8. RESULTADOS
8.1.Determinacion la presencia de bacterioplancton en cultivos de fitoplancton.

La abundancia de fitoplancton va creciendo de acuerdo a los dias de cultivos. En
el masivo destinado para Zoea 3 el valor més alto de presencia de bacterias se dio en el
dia dos de cultivo 1.40E+01 ufc/ml y 1.00E+05 cl/ml de fitoplancton, sin embargo, el
mayor numero de unidades formadoras de colonias que se dio con el masivo destinado
para Mysis 3 con 2.70E+01 ufc/ml y 1.5E+01 cl/ml de fitoplancton y 6.00E+00 ufc/ml
en el dia 1 de un masivo de control obtuvo el valor mas bajo de acuerdo al crecimiento

de bacterias Figura 13.

Figura 13
Gréfico en barras de abundancia de microalgas cel/ml y bacterias presencia de
bacterias ufc/ml, Primera ciclo de produccion

3,00E+01 2,70E+01

2,50E+01

2,00E+01 1,80E+01 1,80E+01

1,40E+01
1,50E+01 1,20E+01

8,00E+0(,00E+00
1,00E+01  Sooeead 6,00E+00

BACTERIAS UFC/ML

5,00E+00

0,00E+00

5,50E+04
1,98E+05
1,00E+05
1,13E+05
5,75E+04
9,00E+04
—
1,55E+05

| Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 Dia 2 | Dia 3 | Dial | Dia2 | Dia3

| Microalgas | Zoea 3 | Mysis 3
MICROALGAS CL/ML

Nota. Los valores de abundancia de fitoplancton cel/ml estan representados en

exponente
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Los valores obtenidos de bacterias y fitoplancton en el segundo ciclo de
produccion, donde igual que el anterior ciclo de produccién la mayor presencia de
bacterias se da en el masivo destinado para Mysis 3 en su tercer dia de cultivo con un
valor de 1.12E+02 ufc/ml el valor es mucho mas alto que el de la primera corrida Figura

14.

Figura 14
Gréfico en barras multiple de abundancia de microalgas cel/ml y bacterias ufc/ml,

Segunda corrida

1,20E+02

1,00E+02 1,.02

8,00E+01 8,!01
6,00E+01 .

4,00E+01

BACTERIAS UFC/ML

2,00E+01
7,00E+0(,00E+00, SOEF0B,00E+00,00E:#01 9,00E£00
0,00E+00 L

1,63E+05
1,20E+05
6,25E+04
8,75E+04 ‘
1,40E+05 ‘

Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | pial | Dia2 | Dia3

Microalgas | Zoea 3 | Mysis 3
MICROALGAS CL/ML

Nota. Los valores de abundancia de fitoplancton cel/ml estan representados en

exponente.

8.1.1. Caracterizacién de bacterias

La Figura 15 se muestra la presencia en las placas de analisis microbiologico de
bacterias en los sistemas de cultivo de larvas y fitoplancton, al ser agares selectivos el

porcentaje de confiabilidad sin embargo no se descarta que puede presenciarse otro tipo
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de bacterias, sin embargo, no es el caso debido a la coloracion que presentan es

caracteristico del género Vibrio.

Figura 15
Medios de cultivo TCBS

Nota. (1) Presencia de vibrio en microalgas, (2) Tanque 87 presencia de vibrio estadio

M3. (3) Cuantificacion de unidades formadoras de colonias.

No se evidencio presencia de Pseudomonas en ninguno de los sistemas de

cultivos.
8.1.2. Correlacion entre ufc/ml y fitoplancton.

Se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk donde el valor de p es mayor
a 0.05 en unidades formadoras de colonias con un valor de 0.28 y microalgas con 0.17 de
esta manera determinado que son datos paramétricos y aplicar la correlacion de Pearson.
La Tabla 8 nos menciona que, si existe una correlacion positiva moderada entre las
variables, el valor de p 0.043 es menor que el valor p comdn mente utilizado que es (p <
0.05) de tal manera que se rechaza la hipdtesis nula la cual se plantea que no existe una

correlacion entre las variables, aceptando con un 95% de confianza la hipotesis verdadera.

Tabla 8
Correlacion de Pearson de C1 entre ufc/ml y Microalgas.

Valores

Correlacion de Pearson 0.685
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Valor p 0.042

Nota. Se expresaron los valores en logaritmo para realizar la correlacion usando
el sotfware de Minitab 18. Ho: Existe una correlacion entre las variables. H1: No existe

una correlacion entre las variables.

La Figura 16 la matriz de correlacion realiza obtenemos los valores de correlacion
de 0.69 mostrandonos que existe una correlacion moderada entre las variables estos nos

muestra que si una variable aumenta por consecuente la otra aumenta.

Figura 16
Matriz de correlacién entre ufc/ml y microalgas de C1.

ufciml
Microalgas

ufciml

1
I 0.333
I-ﬂ..?rEI-EIn
-1

Microalgas

Nota. La matriz de correlacion representa de manera gréfica la correlacion entre
dos variables, a partir del 0.333 y -0.333 son valores significativos los cuales se los
visualiza por colorimetria el color azul representa una correlacion positiva y el color rojo

representa una correlacion negativa.

En la prueba de normalidad los datos obtenidos fueron mayores a 0,05 de esta

manera interpretando que son datos paramétricos, la Tabla 9 representan los valores de
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la correlacién de Pearson es 0.698 resultante una correlacion positiva moderada y el valor

de p es menor que 0.05 rechazando la hipotesis nula de no existir correlacion.

Tabla 9

Correlacion de Pearson de C2 entre ufc/ml y Microalgas.

Valores

Correlacion de Spearman  0.698

Valor p 0.036

Nota. Se expresaron los valores en logaritmo para realizar la correlacién usando
el sotfware de Minitab 18. Ho: Existe una correlacion entre las variables. H1: No existe

una correlacion entre las variables.

La matriz de correlacion nos da una visualizacion de la correlacion entre las dos
variables, demostrandonos que de igual manera que C1 la correlacion es positiva entre
las dos variables demostrando que mientras una aumenta por consecuente la otra variable

aumenta. Figura 17.

Figura 17
Matriz de correlacion entre ufc/ml y microalgas cl/ml de C2.

Microalgas clfnad

ufc/mi

ufc/mi

®icroalgas ol fml

= a
B
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Nota. La matriz de correlacion representa de manera grafica la correlacion entre
dos variables, a partir del 0.333 y -0.333 son valores significativos los cuales se los
visualiza por colorimetria el color azul representa una correlacion positiva y el color rojo

representa una correlacion negativa.

8.2.Correlacion entre el pardmetro fisico con el crecimiento bacteriano en los

tanques de larvas.

Los parametros fisicos que se correlaciona es la temperatura en relacion al
crecimiento bacteriano para esto aplicamos correlacion de Sperman después de realizar
la prueba de normalidad obteniendo 0.01 que son datos no paramétricos. La Figura 18 se
observa que entre UFC y temperatura la correlacion es negativa debil de un -0.37

reflejando que cuando una variable aumenta la otra tiende a disminuir y viceversa.

Figura 18
Matriz de correlacion de Pearson en Past4.

Tem !

1
IEI.333

-0.333
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ufc/mi
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Nota. Los valores se estandarizaron con logaritmo, obtenido valor de correlacién
entre cada una de los variables, para una mejor compresion se distingue por colorimetria

el azul como una correlacion positiva y rojo como una correlacion negativa.
8.3.Correlacion entre los pardmetros quimicos y el crecimiento bacteriano.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk se obtuvieron valores menores a 0.05
como lo son con 0.01 en unidades formadoras de colonias, 0.0001 en alcalinidad y 0.15
de pH se concluye que son datos no paramétricos y realizar la correlacion de Spearman
donde se obtuvo una correlacion positiva moderada 0.59 con ufc/ml y alcalinidad, con
pH y ufc/ml de 0.23, entre los dos parametros quimicos una relacion positiva de 0.41

mientras una aumenta la otra por consecuente aumenta Figura 19.

Figura 19
Matriz de correlacion entre ufc/ml, alcalinidad y pH

ufc/ml
Alcalinidad
pH

ufcimi

I1
0.333
I-ﬂ.333

-1

dcalinidad

pH

Nota. Los datos fueron estandarizados a logaritmo 10.

8.4. Correlacion de parametros fisicos y parametros quimicos.

52



Con la correlacion de Spearman’r, obtuvieron una correlacion negativa débil cerca
de una moderada en las variables de temperatura correlacion con ufc/ml, entendiendo que
son valores que si aumentan una variable por consiguiente la otra disminuye. Las
variables que tiene una correlacion positiva alcalinidad con pH y viceversa, de la misma

manera pH, alcalinidad y ufc/ml tienen una correlacion positiva Figura 20.

Figura 20
Matriz de correlacién de pardmetros fisicos y quimicos.

ufciml
Alcalinidad
pH
Temperalura

ufcimi
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Nota. Se normalizaron los datos aplicando logaritmo para estandarizandolos.
8.5. Correlacion entre bacterias y fitoplancton dentro de un medio controlado.

La liberacion de carbono por parte de las microalgas se transfiere al aumento de
proliferacion de bacterias, a si mismos la alta carga bacteria puede acabar con la floracion
algal. De acuerdo a la matriz correlacion los datos obtenidos en la Figura 21 se observa
que la correlacion es positiva moderada para definir que es moderada el valor debe ser
mayor o igual a 0.5. Se determina que una variable dependera de otra al momento que

una variable aumenta en este ufc/ml por consiguiente la otra aumenta microalgas, como
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se menciona anteriormente esta correlacion se da al ser que las microalgas liberan carbono
de esta manera estableciendo una relacion dependiente, sin embargo las bacterias se
benefician por la presencia de microalgas pero esto no ocurre de manera reciproca las

microalgas no se benefician de las bacterias.

Figura 21
Matriz de correlacion UFC y Microalgas en tanques de larvas.

&)

.
=2
B .

Microalgas

1

I 0.333

I.u.333
A

Microalgas

Nota. Matriz de correlacion realizada en Past 4.

- Minitab 18

Se realizd una hipotesis nula y una verdadera donde:

Ho: Existe una relacion estadisticamente significativamente entre los valores UFC

y Microalgas, y que tiene una correlacion positiva

H1: No existe una relacién estadisticamente significativamente entre los valores

UFC y Microalgas, de tal manera que no tiene correlacion.
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Tabla 10
Correlacion de Spearman

Correlaciones

Rho de Spearman 0.600

Valor p 0.008

Nota. Prueba de correlacion realizada en MiniTab 18

Al ser el valor p menor que 0.05 (p = 0.008) al ser muy baja menos del 5%
podemos aceptar la hipdtesis alternativa y rechazar la hipétesis nula, debido a que la
probabilidad es baja de que sean datos al azar con una confianza de un aproximado de del
99% casi perfecta. Rho Spearman es de 0.6 dando una correlacion positiva modera

obteniendo el mismo dato que al realizarlo en past4.
8.6.Correlacion de parametros quimicos con microalgas en el cultivo de larvas.

Al momento del crecimiento de microalgas aumenta el consumo de CO2
reduciéndolo y desplazando de esta manera el equilibrio en carbonatos debido a que la
disminucion de CO2 empieza la formacién més carbonato y bicarbonato, haciendo que la
alcalinidad aumente, aumentando la capacidad de neutralizar &cidos. A diferencia de lo
que ocurre en el masivo en los tanques existe una correlacion de negativa — 0.48, a medida
que una variable aumenta la otra tiende a disminuir, esto puede darse por varios factores
como el cambio del metabolismo de microalgas a avanzadas etapas de crecimiento
pueden entrar a una fase estacionaria reduciendo su capacidad fotosintética el cual podria
ser el resultado de que en los tanques se busca controlar los parametros evitando que
afecten al crecimiento de larvas, controlando también que las microalgas no agoten los

nutrientes, otros factores que pueden influir son los recambios de agua.
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La Figura 22 la correlacion de Spearman debido que los datos se sometieron a
una prueba de normalidad y los valores p es menor que 0.05 por ende se estable que son
datos no paramétricos, la correlacion obtenida es de -0.48 con valor de p de 0.046
demostrando que son valores significativos y rechazando la hipotesis de que no existe

correlacion entre las variables.

Figura 22
Matriz de correlacion entre microalgas y alcalinidad en los cultivos de larvas.

Alcalinidad

l 1
0.333
I -0.333

-1

Microalgas

. . o
. . o

Nota. La correlacion es negativa moderada, los datos son estandarizados en

Logaritmo.
8.7. Correlacion entra alcalinidad y ufc/ml en los tanques de larvas

La correlacion positiva 0.59 con la correlacion de Spearman Figura 23, entre la
alcalinidad y las ufc/ml, las bacterias se encuentran relacionadas con la alcalinidad
tendiendo si una aumenta por consecuente aumenta la alcalinidad, por motivo de que las
bacterias participan en la descomposicion de materia organico de esta manera liberado

diéxido de carbono y acidos aumentando el nivel de alcalinidad, al aumento de la
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alcalinidad se presenta un medio favorable para las bacterias obteniendo nutrientes por su

capacidad de degradacion de materia organica que aumenta a la presencia de mayor

alcalinidad .

Figura 23
Alcalinidad y ufc/ml en tanques de larvas.

ufciml
Alcalinidad

ufcimi

1
I 0.333
-0.333
1.

Alcalinidad

Nota. Los datos se estandarizaron con logaritmo 10.
8.8.Analisis de unidades formadoras de colonias por estadio

La Figura 24 nos muestra los valores de ufc/ml del agua de los tanques de larvas
y ufc/ml de las muestras del animal, en la ciclo de produccién 1 (C1) en la muestra de
agua el tanque 71 presenta los valores altos en los estadios de Zoea 3 de 8.40E+01 ufc/ml
y Postlarva 2.26E+02 ufc/ml y en Mysis el tanque 61 presenta 8.40E+01 ufc/ml, para la
ciclo de produccién 2 (C2) los valores maximos se da en el tanque 87 en los estadios
Zoea 3 con 2.26E+02 ufc/ml, Mysis 3 con 2.34E+02 ufc/ml y Postlarva con 4 en el tanque

84 de 2.47E+02.
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En las muestras realizadas en larvas en C1 el tanque 61 presenta los valores
maximos en los estadios de Zoea 3 con 8.50E+01 ufc/ml en Postlarva 4 con 1.15E+01
ufc/ml y en Mysis 3 el tanque 55 presenta 1.30E+01 ufc/ml, en la C2 en estadio de Zoea
3 el tanque 87 tiene el valor maximo de 4.80E+01 ufc/ml, en Mysis el tanque 84 tuvo un

valor de 8.50E+01 ufc/ml y en el tanque 82 el valor maximo fue de 2.90 ufc/ml.

Figura 24
Representacion en barras de bacterias presentes en los tanques y larvas.
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Nota. llustracion de los dos ciclos de produccion, de la presencia de bacterias

presentes en los tanques y en las larvas.
8.9.Analisis de salud de las larvas

Para el andlisis de larvas se realizé utilizando una tabla donde se categorizaron los
niveles de severidad de 0 como leve y 4 como alto, en los ambitos de necrosis branquial,
apéndices, muscular y la presencia de lipidos en la hepatopancreas Anexo 3. La Figura

25 en este podemos interpretar que en el estadio Mysis 3 pertenecientes al ciclo de
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produccion 2 en el tanque 61 se presenta una necrosis muscular categorizada como 3

tentativamente alto y los demas estadios se mantiene en rangos de 1 a 2 que son bajos.

Figura 25
Patologia en larvas, valoracion microscoépica.

3,5

3

1 n 1 1 1 11 1 11 1

111 1
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Nota. Grafico de barras de patologia de larvas realizada en Excel.

Figura 26
Valoracion patoldgica en larvas de camar6n C1.

Nota. (A) Zoea 3, No presenta necrosis, no lipidos deformidad por falta de
potasio, (B) Mysis 3, Presenta necrosis muscular grado 3 y (C)Postlarva 4, No presenta

anomalias. Las valoraciones patoldgicas son de C1.
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Figura 27
Valoracion patoldgica de larvas de camaron C2.

Nota. (D) Zoea 3, No presenta deformidad. (E) Mysis 3, Presenta necrosis
muscular grado 1. (F) Postlarva 4, Necrosis muscular grado 2. Las valoraciones

patoldgicas son de C2.
8.9.1. Correlacion de salud de larvas con bacterioplancton.

De acuerdo a la prueba de normalidad de Shapiro Wilk el cual el valor de p fue
menor a 0.05, se aplicd la correlacidn correspondiente Spearman, obtenido la matriz de
correlacion donde lo datos que se obtuvieron se encuentran correlacionados positivos

entre si Figura 28.

Figura 28
Matriz de correlacion de salud de larvas con ufc/ml de los organismos.
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Nota: Los datos fueron estandarizados con logaritmo. Necrosis Branquial (NB),

Necrosis apéndices (NA), Necrosis muscular (NM y ufc/ml en animales (ufc/ml A).

Los daros reflejas que la correlacion es positiva y moderada entre UFC y necrosis
muscular siendo este un indicativo que entre una variable aumenta por consecuente
aumenta la siguiente variable y en entre las demas variables existe una correlacion débil

positiva.

8.10. Incidencia de la relacion entre bacterioplancton y fitoplancton con la salud

de larvas.

Se observo que la correlacion mas alta se presenta en microalgas — UFC y UFC
(agua) y UFC (animal) puntuandolas con correlaciones moderas cerca de ser una
correlacion alta, sin embargo, con las demas variables tiene correlaciones positivas
débiles 0 moderadas, de acuerdo a Spearman nos menciona que si la correlacién es
positiva son variables que al aumentar una de ella por consecuente aumenta la siguiente
variable, tomando en cuenta lo dicho se puede afirmar que si el bacterioplancton y su
interaccidon positiva con fitoplancton con en el medio afecta a la salud de larvas
proporcionando la presencia de bacterioplancton dentro del animal relacionandolos con

el nivel de necrosis Figura 29.
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Figura 29
Correlacion de patologia de larvas, ufc/ml y microalgas.
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Nota. Necrosis Branquial (NB), Necrosis apéndices (NA), Necrosis muscular

(NM y ufc/ml en animales (ufc/ml A).
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9. CAPITULO IV

10. DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
10.1. DISCUSION

En el actual proyecto de investigacion se realizo con el proposito de entender la
correlacion que existe entre bacterioplancton y fitoplancton dentro de los cultivos de
larvas al ser un medio de cultivo controlado y como esto incide a la salud de larvas. Es
considerado que la interaccion de estas variables tiene un impacto tanto en la calidad del

agua y afectando al desarrollo larval.

De acuerdo al articulo Yang y colaboradores (2019) menciona que las
comunidades de bacterioplancton en diatomeas estan dominados por bacterias de los
ordenes Xanthomonadales, Vibrionales y de la familia Pseudoalteromonadaceae, en esta
investigacion realizada se encontré la presencia de vibrios que pertenece al orden
Vibrionales. De acuerdo a la investigacion de Yang et al 2019 al realizar un analisis de
conectividad concuerda que existe una influencia significativa del fitoplancton sobre el

bacterioplancton durante el cultivo de camarén.

En los datos obtenidos del analisis microbioldgico en las larvas pertenecientes a
tres estadios Zoea 3, Mysis 3, Postlarva 4, donde Zoea 3 se reflejaron la presencia de
vibrios de 8.40E+01 ufc/ml, en Mysis 3 de 8.40E+01 ufc/ml y PI4 con 2.26E+02 ufc/ml,
sin embargo, en comparacion con los datos obtenidos de la investigacion realizada por
(Espaiia et al., 2023) con el tema Caracterizacion microbioldgica de un ciclo de cultivo
de larvas de camaron blanco (Litopenaeus vannamei) la presencia de vibrios en Zoea 3
es de 4.22E+05 ufc/g, en Mysis 3 un 5.60E+05 ufc/g y por ultimo en PostLarva 4 con

1.57E+06 ufc/g, los datos presentados se diferencia a gran escala con los datos obtenidos
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en esta investigacion, sin embargo, concuerdan que en el estadio Pl4 es la presencia

méaxima de vibrios.

Los resultados obtenidos en el aspecto de correlacion positiva entre el abundancia
de microalgas y la presencia de bacterias coincidiendo con los resultados de la
investigacion realizada por Uthpala y colaboradores (2023) en cuéal busca las
interacciones de microalgas y bacterias en ecosistemas acuéticos aplicando metodologia
de coocurrencia basadas en el gen 16s rRBA, utilizaron datos de 10 proyectos de
microbioma de la Tierra identificando las posibles asociaciones entre microalgas y
bacterias en los ecosistemas acuaticos, observando un grado alto de agrupamiento en los
maodulos micro algales-bacterianos llegando a la conclusion que los resultados que
obtuvieron concluyen que independientemente del que entorno, las microalgas estan

asociadas con tipos funcionales de bacterias.

La interaccion de bacterias y microalgas es positiva, mientras una variable
aumenta la otra experimenta un crecimiento paralelo, totalmente diferente a la
investigacion realizada por Mito, (2017) en donde describe la gestion del agua de cria
mediante la interaccion entre diatomeas y bacterias, que las diatomeas al presentarse en

concentraciones altas inhiben el crecimiento de bacterias como Vibrio.

De acuerdo las investigaciones de Yao y colaboradores (2019), existe una
interacciones entre microalgas y bacterias se da por una complejidad quimica donde
actian metabolitos y sefiales moleculares, de acuerdo a nuestra investigacion en la cual
se encuentra una correlacion positiva entre bacterias y microalgas, los cuales influye en
los parametros quimicos como la alteracion de la alcalinidad debido a la liberacion de
carbonos por las microalgas, sin embargo, dado esto el bacterioplancton aprovecha de

esto y establecen una relacion de simbiosis.
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En la investigacion se concluye que la presencia de bacterioplancton afecta a la
salud de las larvas y que se relaciona con factores fisicos y quimicos, en el estudio
realizado por (Xue et al., 2020) concluye que la comunidad de bacterioplancton en la
larvicultura exhibe caracteristicas altamente dindmicas y especificas en combinacion con
los factores de pH, Temperaturas, salinidad entre otros, ejerciendo impactos en el
microbioma, sugiriendo que los estadios de Zoea 3 y Mysis 2 sebe darse un monitoreo

debido a que facilmente se puede provocar una proliferacion anormal de Vibrio spp.
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10.2. CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados en este proyecto se logrd determinar la
presencia de bacterioplancton en masivos de fitoplancton, solo se presencio el
crecimiento de bacterias pertenecientes al género vibrio. Teniendo en cuenta que la
presencia de vibrio se evalud en las dos ciclo de produccién, en el fitoplancton que fue
agregado como alimentos en el estadio de Zoea 3 y Mysis 3 se obtuvieron los siguientes
resultados en la prueba de control que al dia 3 de cultivo de masivo se presencio 1.26
ufc/ml y 5.30 cl/ml, en el masivo destinado para Zoea 3 la presencia de bacterias es de
0.90 ufc/ml y de fitoplancton 5.05 cl/ml y el ultimo estadio que se aplicé el fitoplancton
obtuvo unos valores de 1.43 ufc/ml y 5.19 cl/ml. Se evalud la correlacién entre
bacterioplancton y fitoplancton obteniendo una correlacién positiva en C1 de 0.68 y en
C2 una correlacion de 0.70 concluyendo que si una variable tiende aumentar por

consecuente la otra aumenta.

La relacion entre los pardmetros fisicos con la presencia de bacterias, con
temperatura la correlacion es negativa de — 0.37 a comparacion con los pardmetros
quimicos la correlacion es positiva entre alcalinidad con 0.59 y con pH 0.23, entre los
pardmetros quimicos existe una correlacion positiva de 0.43, con los parametros fisicos y
quimicos la temperatura tiene una correlacion negativa con pH de -0.23 y con alcalinidad
una correlacion nula. Para el cumplimiento de nuestro segundo objetivo se evaluo la
correlacion entre el bacterioplancton y fitoplancton los resultados obtenidos fueron

positivos con 0.60 y un valor de (p < 0,05).

Para el cumplimiento del dltimo objetivo se evalud la salud de las larvas con
relacién de la presencia de bacterioplancton, tiene correlaciones positivas con NA de un

0.34, y lipidos con un 0.42, la correlacion més alta con las ufc/ml del agua de los tanques
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con un 0.81 y también estuvo relacionada con la presencia de microalgas, todas son

correlaciones son positivas.

La interaccion de bacterioplancton, fitoplancton si estan relacionadas entre si de
manera positiva gracias a los resultados obtenidos de la matriz de correlacion realizadas,
la interaccion se da por la liberacion de carbonos que se da por las microalgas al momento
de realizar el proceso de fotosintesis debido a que las bacterias se beneficia de esta
liberacion aumentando su presencia, la liberacion de carbonos también es interviene en
los parametros fisicos y quimicos de los cultivos y de esta manera también se relacionan
con la salud de las larvas tomando en cuenta también la influencia de la presencia de

bacterias.
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10.3. RECOMENDACIONES

Entender las relaciones que se dan entre la presencia bacterioplancton y la
abundancia de fitoplancton dentro de un sistema controlado y como estos interactGian
entre si de manera positiva, es una investigacion que complementa informacion para
comprender la identificacion de posibles vectores acerca de la presencia de
bacterioplancton en cultivos de larvas, por lo que es recomendable que se haga méas
investigaciones tanto en medios controlados como en el medio natural, aplicando técnicas
de identificacion méas concretas, como pruebas moleculares para llegar a las especies de

bacterioplancton presentes.

En el desarrollo del presente proyecto se evalud dos ciclos de produccion hasta el
estadio de PostLarva 4 y los respectivos masivos de fitoplancton utilizados para la
alimentacion, se recomienda realizar muestreos a las diferentes etapas del cultivo de
fitoplancton, de igual manera también tomar en cuenta otros factores como el agua

utilizada para recambios en los tanques de larvas y el agua utilizada para los masivos.

Se realizd correlaciones entre todas las variables presentes con softwares
estadisticos obteniendo correlaciones positivas y negativas, por ende, se recomienda
utilizar analisis estadisticos mas robustos y softwares confiables. Es recomendable
también evaluar el impacto en el desarrollo de larvas, de igual manera es considerable el
uso de modelos que prevengan la presencia de bacterioplancton como el evaluar las

estrategias de manejo para mejor la salud larvaria.
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ANEXOS

Tanqu Placa Placa Placa Placa Placa Placa UFCAN
es 1 2 3 UFC 1 2 3 IMAL
55 6 1 5 4 1 9
8
61 3 5 4 5 26 5
ZOEA 3
3 71 4 15 3 4 6 8 4 6
1
55 3 4 4 7 6 3
61 13 15 4 4 5
MYSI
S3 71 25 2 6 1 3 9
55 60 14 64 46 7
1
61 97 55 66 06 7 3 05 15
| 1
(C1) L4 71 77 50 51 26 1 4 9 8
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82 8 2 6 2 1
84 6 3 8 9 0
ZOEA
3 87 58 69 51 26 4
82 90 5 0 72
84 13 12 46 57 14
MYSI
S3 8 55 47 00 34 0
82 8 10 25 07 3
84 51 41 49 47
|
(C2) L4 87 3 8 5 2

Anexo 1 Tabla de las réplicas de microbiologia.
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pH Tem Alcalinidad
7,64 30,5 134
1,72 31,4 134
ZOEA3 7,68 31,6 134
7,65 30,8 133
7,54 29,7 133
MYSIS 3 7,62 31,2 133
7,58 30,9 136
7,66 31,2 136
(C1) PL4 7,63 31,6 136
7,73 31,4 133
7,71 30,2 133
ZOEA3 7,69 32,1 133
7,9 33,6 136
8,01 32,3 136
MYSIS 3 7,78 30,8 136
7,86 30,7 136
7,74 30,8 136
(C2) PL4 1,72 31,7 136
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Anexo 2 Pardmetros fisicos y quimicos de los tanques de larvas.

NECROSIS NECROSIS NECROSIS

PISCIN DESARROL LIPIDO
Estadio BRANQUI APENDEIC MUSCULA
A# LO Branquial S
S AS ES R
T55 90 0 0 0 1
T61 90 0 0 1 1
Z3Cl T71 90 0 0 0 0
T82 90 0 0 1 0
T84 90 0 0 0 0
Z3C2 T87 90 0 0 1 0
T55 90 0 0 1 0
T61 90 1 1 3 1
M3C1 T71 90 0 0 1 0
T82 90 0 1 1 0
T84 90 1 0 0 0
M3 C2 T87 90 0 0 1 0
T55 90 0 0 0 0
T61 90 0 0 2 0
PAC1L T71 90 1 0 2 0
P4C2 T82 90 1 0 1 0
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T84 90 0

T87 90 0

Anexo 3 Tabla de valoracidn patologica.

Anexo 6 TCBS, crecimiento
en tanques.

Anexo 5 Placas de TCBS y
CETRIMIDE.
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Anexo 7 Cuantificacion de
ufc/ml

Anexo 4
Crecimiento bacteriano en
TCBS tanques.



=

Anexo 8 Crecimiento Anexo 9 Crecimiento
en bacteriano en fitoplancton. bacteriano.

Anexo 10 Fitoplancton. Anexo 11 Cuantificacion de
fitoplancton.

Anexo 12 Masivos de Anexo 13 Toma de
fitoplancton. parametros en tanques de
larvas.
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Anexo 14 Preparacion de agar
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