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GLOSARIO

Probidticos  Consorcio de especies de bacterias vivas con beneficios para el

bienestar de organismos.

Bacterias Microorganismos que tienen la habilidad de multiplicarse estas

pueden ser benéficas o patdgenas.

Patogeno Organismo de menor tamafio que provocan enfermedades en un

individuo, pueden ser bacterias, virus, y otros.

Flagelo Filamentos presente en algunas bacterias, fino y largo. Parte

fundamental para el movimiento.

Agar Sustancia gelatinosa compuesto de polimeros (polisacarido) utilizado

para analisis microbioldgicos en laboratorios.

Enjambre Movimiento y método que utilizan las bacterias que presentan
estructuras como el flagelo para una rapida colonizacion en las

superficies.



ABREVIATURA
SEM  Microscopia electrdnica de barrido.
PTA  Acido fosfotlingstico.
PL Postlarva.
TM  Toneladas métricas.
UFC  Unidades formadoras de colonias.

ML Mililitros.

NH4  Amonio.
N Nitrégeno.
T Toneladas.

TSA  Agar Tripticasa Soya.

TCBS Tiosulfato Citrato Bolis Sacarosa.

TSB  Trypto-Casein Soy Broth.

LB Luria-Bertani.

NaCl Cloruro de sodio.

TE-BF Electrones transmitidos en campo claro.

TE-DF Electrones transmitidos en campo oscuro.



RESUMEN

Los probidticos constituidos por bacterias con propiedades benéficas favorecen a la
salud de los camarones. Estas bacterias presentan caracteristicas morfoldgicas
externas que favorecen los mecanismos de accion en el hospedero. El presente
estudio evalud bacterias probitticas de 3 productos comerciales (1, 2, 3) y la
influencia en la supervivencia de larvas de camardn Litopenaeus vannamei, se
realizé visualizando las caracteristicas morfologicas externas de las bacterias de
cada producto mediante el uso de microscopia electronica de barrido (SEM) en
modo transmision, observando en su mayoria bacterias del género Bacillus en los
productos 1, 2 y 3 con tamafios de 2-4 um de largo y 0,5 um de ancho, con presencia
de flagelos, presentandose en productos comercial 1y 2 con un tamafio de 6,2um
y 6.7um en comparacion con los otros productos comerciales las bacterias no
presentaban flagelos, las fimbrias se observaron en una bacteria del producto
comercial 2 donde también se observo levadura. La forma que la que se mostraron
las bacterias fueron alargadas, con cépsulas presentes, membranas plasmaticas,
pared celular y disposicion de la bacteria agrupadas y solitarias. Se realiz6 un
recuento de bacterias totales en medio de cultivo TSA y recuento de vibrios en
medio de cultivo TCBS en tres tanques de produccion (8,19 y 42) donde se aplicd
los productos comerciales 1y 2 en el agua y el producto comercial 3 en el alimento,
através de la carga bacteriana se contabiliz6 bacterias totales y vibrios, dando como
resultado en el agua de produccion en el estadio larvario de N5 un recuento
promedio de 2,9x10% UFC/ml terminando en el estadio de PL9 con 1,8x10*

UFC/ml para bacterias totales, de igual manera en vibrios considerando en su



mayoria colonias amarillas (V. alginolyticus) y la presencia de colonias verde (V.
parahemolyticus) en N5 1,2x103. En el recuento de bacterias totales en las larvas
se inici6 en zoea 2 un promedio de 4,4x10% UFC/ml, finalizando en PI9 3,6x10°
UFC/mlI, a diferencia de vibrios que present6 colonias amarillas y la presencia en
mysis 2 de colonias verdes (V. parahemolyticus) 3,0x10® UFC/ml. La
supervivencia de produccion de camarén L. vannamei fue mayor fue en el tanque
42 con 77%, se demostro la influencia de las bacterias probioticas en el agua. Los
resultados obtenidos en la produccion de larva de L. vannamei demostraron un
resultado satisfactorio con la aplicacion de la estrategia de manejo de control de
patogenos mediante el uso de un consorcio de probidticos. Se requiere considerar
la evaluacion de un control continuo de calidad de agua y parametros fisicos

quimicos que conjugados ayudan a mantener la sostenibilidad de la produccién.

Palabras claves: Bacterias, Probioticos, Litopenaeus vannamei, colonias, SEM.



"EVALUATION OF PROBIOTIC BACTERIA APPLIED TO SHRIMP
LARVAE CULTURE Litopenaeus vannamei IN TEXCUMAR
LABORATORY - SAN PABLO, SANTA ELENA PROVINCE"

Baque Yoza Cindy Tatiana
Q.F. Mery Ramirez Mufioz, Ph. D

ABSTRACT

Probiotics constituted by bacteria with beneficial properties favor shrimp health.
These bacteria present external morphological characteristics that favor the
mechanisms of action in the host. The present study evaluated probiotic bacteria
from 3 commercial products (1, 2, 3) and their influence on the survival of
Litopenaeus vannamei shrimp larvae, visualizing the external morphological
characteristics of the bacteria of each product using transmission mode scanning
electron microscopy (SEM), Most of the bacteria of the genus Bacillus were
observed in products 1, 2 and 3 with sizes of 2-4 um in length and 0.5 pm in width,
with the presence of flagella, presenting themselves in commercial products 1 and
2 with a size of 6.2um and 6.7um in comparison with the other commercial
products the bacteria did not present flagella, the fimbriae were observed in one
bacterium of commercial product 2 where yeast was also observed. The shape that
the bacteria showed were elongated, with capsules present, plasma membranes, cell
wall and arrangement of the bacteria clustered and solitary. A total bacterial count
in TSA culture medium and vibrio count in TCBS culture medium were carried out
in three production tanks (8, 19 and 42) where commercial products 1 and 2 were
applied in the water and commercial product 3 in the feed, through the bacterial

load total bacteria and vibrios were counted, The result in the production water in



the larval stage of N5 was an average count of 2,9x103 UFC/mI, ending in the PL9
stage with 1,8x10* UFC/mI for total bacteria, likewise in vibrios considering
mostly yellow colonies (V. alginolyticus) and the presence of green colonies (V.
parahemolyticus) at N5 1,2x103. In the total bacterial count in larvae started in
zoea 2 an average of 4,4x10° UFC/ml, ending in P19 3,6x10> UFC/mI, unlike
vibrios that presented yellow colonies and the presence in mysis 2 of green colonies
(V. parahemolyticus) 3,0x103 UFC/ml. The survival of L. vannamei shrimp
production was higher was in tank 42 with 77%, the influence of probiotic bacteria
in the water was demonstrated. The results obtained in the production of L.
vannamei larvae showed a satisfactory result with the application of the pathogen
control management strategy through the use of a probiotic consortium. It is
necessary to consider the evaluation of a continuous control of water quality and
chemical physical parameters that together help to maintain the sustainability of the

production.

Key words: Bacteria, Probiotics, Litopenaeus vannamei, colonies, SEM.



INTRODUCCION

En la actualidad, la produccién de camarones cultivados supera la mayoria de los
demas animales acudticos de cultivo (Newman, 2024). Entre las especies de
camaron  cultivadas, Litopenaeus  vannamei (FAO, 2018), alcanzé
aproximadamente el 53% de la cantidad total de produccion mundial de camardn
en 2018, teniendo un ascenso desde entonces (FAO, 2020). En el afio 2022, la
exportacion de camaron generd 7.289,3 millones de dolares correspondientes a
1068,9661 toneladas métricas (TM), segun cifras de emitidas por el BCE
(Ministerio de Produccion, Comercio Exterior, Inversiones y Pesca, 2023). Sin
embargo, se considera que el sector acuicola es sensible a las enfermedades

infecciosas como resultado de la presencia de bacterias, hongos y virus.

La incidencia de patdogenos en el cultivo es frecuentemente asociada con el aumento
en las densidades de cultivo y métodos de manejo, calidad de aguas, valor
nutricional del alimento, entre otros factores (Villamil & Martinez, 2009). Se han
adoptado diferentes estrategias de manejo de las infecciones causadas por
microorganismos patdgenos. La aplicacion de antibidticos es una de las estrategias
mas antiguas, sin embargo, la aplicacion en los cultivos marinos ha conducido al
desarrollo de microorganismos resistentes que anulan la accion terapéutica
(Brunton et al., 2019; Santos & Ramos, 2018). De hecho, el uso excesivo e

incorrecto de antibidticos contribuye en gran medida al desarrollo de resistencia


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/shrimp

microbiana. Esto se produce cuando los microorganismos evolucionan y se vuelven

susceptibles a los antibidticos, lo que imposibilita el tratamiento de la infeccion.

Los antibioticos pueden afectar el microbiota de los organismos de cultivo,
alterando la composicion de estos en lugares especificos del organismo arriesgando
la salud del cultivo (Santos & Ramos , 2018; Yen et al., 2020). Estos cambios en la
composicion del microbiota pueden provocar desequilibrios que aumenten los

riesgos de enfermedades.

Otra de las estrategias de manejo de cultivo de camarones es el uso de
microorganismos benéficos, que ha demostrado ser eficaz en la prevencioén de

enfermedades en la acuicultura (Chiu et al., 2021). Sin embargo, conocer la
comunidad microbiana que esta presente en el agua de cultivo y en el microbiota
del organismo, es un estudio complejo. Se han determinado diversos estudios acerca
de la comunidad microbiana intestinal comunicando que el microbiota intestinal del
camaroén estd compuesto por vibrios y acromonas (Liu et al., 2011). Por lo tanto, el
estudio de las comunidades microbianas en la acuicultura incluida el agua de cultivo
y el microbiota de los organismos es esencial para comprender la salud y el
funcionamiento de los ecosistemas acudticos. Comprender la composicion y
funcion del microbiota intestinal del camarén es fundamental para desarrollar
estrategias efectivas de gestion de salud en la acuicultura, incluido el uso de

probiodtico para promover la salud, de tal manera que estos se pueden aplicar en



diferentes formas: aditivos para el agua o alimento funcional (Kewcharoen &

Srisapoome, 2019)

Los beneficios de la aplicacion de los probioticos consideradas como
antimicrobianas es considerada de preferencia debido a su capacidad para
estimular la resistencia a las enfermedades en las camaroneras fortaleciendo el
sistema inmunolégico de forma natural (Ghosh, 2023), e implementar la aplicacion
de bacterias benéficas para combatir a los patdgenas y las eventuales mortalidades
a las que pudiera dar lugar (Villamil & Martinez, 2009), esta vision se alinea con la
tendencia mas amplia hacia précticas acuicolas, mas sostenibles y respetuosas con
el medio ambiente en la industria acuicola. Una estrategia universal es el uso de
bacterias beneficiosas, como los probiodticos, que compiten con las bacterias que

causan enfermedades y mejoran el sistema inmunologico del camaron.

Las bacterias benéficas se han denominado probidticos (Fuller, 1989), Fuller
defini6 a los probidticos como suplementos alimenticios microbianos vivos que
afectan beneficiosamente al huésped mejorando el equilibrio intestinal, asi mismo,
existen muchas definiciones de los que es un probidticos, algunos estudios
mencionan que son microorganismos vivos, otros como un dietario microbiano que
se administra como alimento o como aditivo que va directo al tracto gastrointestinal

o al agua.



Los probioticos son efectivos a través de varios modos de accion, entre los que
incluyen: la exclusion competitiva de patdgenos, la estimulacion de una mayor
capacidad de respuesta inmunitaria, la promocion de la produccion de sustancias
antimicrobianas y la mejora de las tasas de crecimiento y supervivencia (Pérez et
al., 2020). Ademas, los probidticos podrian mejorar el apetito de los animales y
luego conducir a una mejora del crecimiento y también a una mayor conversion

alimenticia (Fagr et al., 2021).

Se han aplicado varias bacterias como Arthrobacter, Bacillus, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Pediococcus, Aeromonas, Burkholderia,
Enterobacter, Vibrio, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Roseobacter y
Shewanella para mejorar el crecimiento y la inmunidad de la acuicultura
(Kuebutornye et al., 2019). Entre las especies de probioticos descubiertas, se ha
demostrado que las especies de Bacillus poseen mejores propiedades probidticas
atribuibles a su capacidad para producir sustancias antimicrobianas (Kuebutornye

et al., 2019).

Las especies de bacterias son un grupo de cepas con caracteristicas similares, la
caracterizacion de bacterias ofrece informacion sobre las propiedades celulares y
ayuda a comprender mejor sus mecanismos patogénicos (Nilsson et al., 2023) asi
también en bacterias probidticas se observa similares caracteristicas con efectos

benéficos como Vibrio diabolicus, Vibrio hepatarius se presenta de forma ovaladas



mientras que y Vibrio cereus de forma bacilar, de igual manera estas bacterias
poseen fimbrias, flagelos y apéndices de superficie celular, que presentan las
mismas caracteristicas morfologicas que son necesarias para colonizar las
superficies mediante biopeliculas y motilidad de enjambre (Ramirez et al., 2021)
esto es esencial para desarrollar estrategias para el diagnostico, prevencion y
tratamientos de enfermedades bacterianas. Al realizar uno de los objetivos
especificos del presente estudio sobre caracterizacidon morfologicas de bacterias
probioticas, podemos conocer la estructura externa de cada bacteria que contienen
estos insumos para el uso de suplementos en la acuicultura para mejorar la

supervivencia del cultivo de larvas de camardn.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para Mohamed T. et al., (2022) el creciente mercado y la intensificacion de la
produccion acuicola han contribuido a las enfermedades y al deterioro de las

condiciones ambientales

En el sector camaronero el bienestar del animal esté dirigida directamente a la salud
del tracto gastrointestinal del camaro6n, en condiciones no adecuadas Litopenaeus
vannamei especie principal que se cultiva en la Provincia de Santa Elena y a nivel
del pais se encuentra expuesto a patdgenos que causan enfermedades virulentas e

infecciosas. A la hora de seleccionar los probidticos, se cree que aquellos que no



son adecuados afectan negativamente el metabolismo de los nutrientes y la

resistencia a los patégenos (Amoah et al., 2019).

El suministro de insumos como los probidticos previene el crecimiento de
patogenos que afectan al desarrollo del camardn, tanto asi que la mayoria de
intereses investigativos sobres probidticos se dan en estudios relacionados a otros
enfoques, muchos acerca de sus beneficios, aporte que brinda al sector camaronero,
la eficacia que existe entre estos productos para la supervivencia de las larvas.
Estudios detallan concepto de probidticos definiéndolos como microrganismos
vivos, bacterias, pero en si, no en investigaciones cientificas enfocadas a deducir
las estructuras de bacterias con equipos tecnologicos de calidad que existen en la
actualidad, mostrando visualizacion de alta resolucion que a pueden contribuir a
nivel cientifico, ademas, con el fin de relacionar al beneficio de actividades como
la colonizacion de bacterias, la activacion de los probiodticos y la adhesion en el

tracto intestinal del camarén.

Los probidticos deben ser estudiados arduamente, evaluando su comportamiento,
determinando los mecanismos de accion de las bacterias y correlaciondndolos con

los principales efectos beneficiosos para la salud (Soares et al., 2023)

Es importante desarrollar estudios de este tipo, porque demuestran la importancia

de la aplicacion de bacterias probiodticas debido a que intervienen directamente en



la produccion enzimatica que mejora la asimilacion de los alimentos en el camaroén,

asi como también fortalece el sistema inmune aumentando su actividad.

JUSTIFICACION

La aplicacion de probiodticos ha sustituido las terapias de antibidticos con métodos
menos agresivos que ha llevado a seleccionar y caracterizar a las bacterias
responsables de la accion probidtica, producirlas a escala industrial, procesarlas y
reintroducirlas a la dieta del animal. (Rossmini et al., 2004). Los probidticos de
multiples cepas han ganado interés debido a su impacto favorable acumulativo con
mayor eficacia contra una gama amplia de microorganismos patogenos (Ahmed et
al., 2022). Este cambio es importante hacia las practicas mas naturales y sostenibles
beneficiando a los productores al reducir la dependencia de los productos quimicos,
mejorando la calidad del producto final y reduciendo el impacto de afectacion en el

medio ambiente.

Hai (2015) menciona que estos aditivos deben experimentarse para determinar su
actividad inhibitoria contra patdogenos especificos o para su proteccion de los
huéspedes cuando son desafiados. A través de la experimentacion se logra la
identificacion fenotipica bacteriana basandose en las caracteristicas observable,
como su morfologia, desarrollo, y propiedades bioquimicas y metabdlicas (

Fernandez et al., 2010).
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Algunos caracteres morfologicos celulares externos de las bacterias probidticas son
importantes para la identificacion, porque permiten distinguir las diferencias entre
especies y situar la aplicacion adecuada de los microorganismos en agua de cultivo

y alimento.

Las bacterias presentan apéndices extracelulares, como las denominadas fimbrias y
flagelos que se encuentran en algunas bacterias y permiten los mecanismos de
adherencia (Vila et al., 2008), para colonizar el tracto digestivo y la bacteria tener
la capacidad de proliferarse (Senok et al., 2005), Con el fin de poder colonizar, las
bacterias necesitan adherirse a la pared intestinal o desarrollarse mas rapido (Fuller,
1989). Estas bacterias benéficas en el tracto digestivo pueden desalojar a aquellas
patogenas, asi como activar el sistema inmune, resultando una mayor resistencia a
enfermedades y finalmente beneficiando el estado de salud del hospedero (Visefior
et al., 2016) principalmente protegiendo el tacto digestivo ocasionando una gran

ventaja en la supervivencia final.

El objetivo principal de esta investigacion es evaluar la actividad y conocer la
eficacia de las bacterias probidticas que son utilizadas en cultivos acuicolas como
aditivo para especies de camardon como lo es Lifopenaeus vannamei, y facilitar
informacion cientifica respecto a su caracterizacion para obtener mejoras en una

Optima aplicacion en el sistema de cultivo de acuerdo al conocimiento de las
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bondades de estos organismos probidticos en el cultivo de camardn Litopenaeus

vannamei.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de bacterias probioticas aplicadas al cultivo de larvas
Litopenaeus vannamei mediante microscopia electronica de barrido, comprobando

la efectividad del probiotico en la supervivencia del cultivo larvario.

OBJETIVO ESPECIFICO

e (aracterizar estructuras celulares externas de bacterias probidticas utilizando
técnica de microscopia electronica de barrido (SEM).

e Analizar el agua de cultivo de las larvas Litopenaeus vannamei estableciendo
la carga microbiana de los tanques que contiene probioticos.

e Determinar la influencia del probiodtico a través de porcentaje de supervivencia

de las larvas de camaron.

HIPOTESIS

(H1) Las bacterias probioticas influyen en la supervivencia de las larvas del

camaro6n al término del ciclo de produccion.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

En el 2020 la contribucién de la acuicultura hacia la produccion mundial de
animales acuaticos alcanzo un récord del 49,2 % (FAO, 2020). Ecuador es uno de
los principales productores y exportadores de camardn a nivel mundial, y la mayor
produccion es de manera industrial (Lopez et al., 2023; Rimbaldo et al., 2024). Es
crucial implementar medidas de salud en la industria acuicola debido a
enfermedades, por ende, se han implementado estrategias de cultivos como crias
libres de enfermedades, estrategias profilacticas, implementacion de buenas
practicas acuicolas, utilizacidon de antibidticos controlados, prebidticos y
probioticos. El uso de antibioticos son herramientas para mantener la salud en los
sistemas acudticos de los camarones, es recomendable adoptar practicas de uso
responsables de los antibidticos, dado que, pueden promover resistencia bacteriana
a estos compuestos debido a la presion de seleccion que ejercen los antibidticos,
favoreciendo la supervivencia de bacterias resistentes mientras las sensibles mueren
(Campa et al., 2017). Es importante considerar el uso de probidtico como otro
enfoque de estrategia o0 método de control bioldgico en el cultivo de camarones,

para minorar la dependencia de antibidticos.

1.1 PROBIOTICOS.

Es un producto a base de bacterias que utiliza bacterias esenciales para promover la
salud y prevenir el crecimiento de muchas enfermedades y patdgenos en la

acuicultura (Dawood et al., 2021) Se trata de bacterias vivas benéficas,
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microorganismos, que afiadidos como alimento favorecen la salud del huésped. Es
una herramienta eficaz, ya que, las bacterias requieren nutrientes del agua y del

tracto digestivo.

Por otra parte, los presentes Dawood et al., (2021) dan a conocer que segiin el modo

de aplicacion se los puede clasificar de la siguiente manera:

e Administracion por via oral en combinacién con el alimento para mejorar la
microflora beneficiosa del intestino. (Li et al., 2018).

e Aplicacion como aditivos al agua logrando crecer en el medio acudtico,
absorbiendo todos los alimentos que se pueden ingerir, provocando la muerte
de bacterias patogenas que se da por desnutricion (Nageswara & Babu, 2006).

¢ Administracion mediante microencapsulacion de probidticos microbianos
(bacterias, levaduras, microalgas), logrando un impacto directo y positivo en
calidad del agua, parametros fisicos y salud (Nimrat et al., 2012).

e A través de artemia o microalgas abundantes en probidticos, logrando
promover el crecimiento y supervivencia durante las fases de zoea y misis

(Silva et al., 2011)

1.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS.

Los principales mecanismos por lo que los probidticos logran mantener un

equilibrio incluyen:

1.2.1. Exclusion competitiva.
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Un mecanismo de accion principal en las bacterias probidticas es competencia por
los sitios de adhesién, nombrado como exclusion competitiva. Muchas bacterias
patogenas deben adherirse a la capa mucosa del tracto gastrointestinal del huésped
para causar enfermedades (Jalil et al., 2016). Esta adherencia les permite colonizar
el huésped y evadir los mecanismos de defensa del sistema inmunologico, lo que
facilita su reproduccion y propagacion. Los probidticos ingresan al tracto digestivo
de los organismos y puede alterar la funcidon de los patéogenos, por lo que la
exclusion se produce cuando especies de bacterias que conviven compiten por

espacios y nutrientes.

La eficiencia y la velocidad con la que los microorganismos utilizan los nutrientes
pueden proporcionar otra ventaja competitiva. La competencia por la explotacion
del espacio se puede lograr mediante la rapida colonizacion de nichos deshabitados
o compitiendo con poblaciones que ya estan establecidas. La produccion de
compuestos y receptores que se unen a caracteristicas especificas de la superficie
puede proporcionar una ventaja competitiva para la colonizacion de nichos
desocupados, asi como prevenir el desplazamiento de invasores. Ademas, el
acoplamiento, aunque disminuye la movilidad, es fundamental para la formacion
de biopeliculas (Knipe et al., 2020). Los microorganismos suministrados como
probidticos podrian colonizar el tubo digestivo de animales jovenes y adultos,

previniendo la colonizacién por microorganismos patogenos (Molina, 2019).

1.2.2. Modulacion inmune.
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En los camarones el sistema inmune implica componentes plasmaticos, hemocitos,
proteinas de la cascada de coagulacion y sistema pro-fenoloxidasa, principal

componente del sistema inmune de la familia de Penaeidae.

Los probidticos pueden fortalecer la inmunidad de tres maneras: mejorando la
capacidad del patogeno para fagocitar mediante la activacion de macrofagos, mayor
produccion de anticuerpos sistémicos y la produccion de un aumento de la inversion

local (Tamilselvan & Raja, 2024) también mejora la inmunidad de las mucosas.

Las bacterias probidticas que producen acido que pueden influir y regular las
respuestas inmunes que estan parcialmente a la mitad del tejido linfoide asociado a
la mucosa (GALT). Ademas, Patel et al., (2015) menciona que los probidticos tienen
la capacidad de modular la respuesta inmune del hospedero, tanto la respuesta

innata y como la respuesta adaptativa.

1.2.3. Produccion de antimicrobianos.

El metabolismo simbiotico del microbiota intestinal fabrica gran cantidad de
compuestos que pueden ser de utilidad para los huéspedes, aminoacidos esenciales
y vitaminas. Yao et al., (2021) en un estudio detallan los resultados de alimentar al
camaron con diferentes dietas, la abundancia de bacterias beneficiosas intestinales

aument6 y la abundancia de bacterias dafiinas disminuy6é de tal manera que la
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inclusion de una combinacidon de probidticos compuestos por Saccharomyces
cerevisiae y Bacillus subtilis, junto con prebidticos, en la dieta de los camarones
obtuvo como resultado un crecimiento en la poblacion de Lactococcus en el tracto
gastrointestinal de los camarones por lo que se redujo un microorganismo patégeno.
Los probioticos frecuentemente causan cambios en la composicion del microbiota

intestinal que produce resultados beneficiosos.

Al suministrar probioticos, se liberan una variedad de componentes bioactivos
como acidos grasos de la cadena corta (AGCC), exopolisacaridos, poliaminas,
vitaminas debido a que los 4cidos grasos de cadena corta tienen un papel primordial
en varios procesos fisiologicos de los camarones, como la generacion de energia, la
regulacion de la digestion, la modulacion de la microbiota intestinal, la resistencia
a enfermedades y la regulacion de la respuesta inmune (Tamilselvan & Raja,
2024).Varios estudios realizados proponen que la diversidad de especies de
bacterias probidticas origina moléculas bactericidas activando los sistemas

inmunoldgicos y aumentan la resistencia infeccion de microorganismos patdgenos.

1.2.4. Mejoramiento de la calidad del agua.

La calidad microbiana del agua es factor de riegos para atraer enfermedades, por
ello el uso de probidticos es reducir la presencia de patdogenos oportunistas en el
medio acudtico, es decir, la circulacion del agua se puede prevenir en gran medida

debido a la capacidad de las bacterias para convertir el amonio (NH4) en nitrogeno
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(N) libre, evitando asi la toxicidad similar a la que sucede con los biofiltros del

sistema de recirculacion del agua.

También desempefian un papel importante en el mantenimiento de una comunidad
microbiana equilibrada dentro del estanque, mejorando la calidad del agua (Mathan

et al., 2024)

1.3. BACTERIAS UTILIZADAS COMO PROBIOTICO

De las especies que se han examinado mas exhaustivamente se encuentran Bacillus
subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans y Bacillus
licheniformis (Cutting, 2011). Bacillus spp. disminuye la mortalidad de los
camarones que se encuentran expuestos a vibrios (Garcia et al., 2020). Los estudios
encontraron que el uso de probidticos, especificamente Bacillus subtilis, condujo a

una mayor actividad fagocitica y resistencia a las enfermedades en los camarones.

Tabla 1

Bacterias probioticas aplicadas en cultivo de camaron de Litopenaeus vannamei.
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Identidad del
probiético

Vibrio hepataris,
Vibrio P63, Bacillus 64
(Bacillus cereus),
Vibrio  alginolyticus
(Vibrio diabolicus)

Bacillus subtilis

Lactobacillum
plantarum

Bacillus licheniformis,
Bacillus subtillis, B.
subtillis subsp. Subtilis

V. alginoliticus,
Bacillus subtilis,
Roseobacter
gallaeciensis,
Pseudomona
aestumarina
Lactobacillus
acidophillus,
Rhodopseudomonas
palustri, Bacillus
coagulans

Shewanella  haliotis,

Bacillus cereus and
Aeromonas bivalvium

Pseudoalteromonas sp

Pseudovibrio
denitrificans

Consorcio de
probioticos Bacillus

Aplicada

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei

Penaeus vannamei
(larvas y juveniles)

Penaeus vannamei

Método de
aplicacion

Adicion al
agua de
cultivo

Aditivo
alimentario

Aditivo
alimentario

Aditivo
alimentario

Aditivo
alimentario

Adicién al
agua de
cultivo

Aditivo
alimentario

Aditivo
alimentario

Aditivo
alimentario

Adicion al
agua de
cultivo

Efectos beneficiosos

Pesos medio elevado,
efectos
inmunoestimulantes. .

Acividad antimicrobiana.
Mejora la supervivencia en
el desafio contra vibrio.
Alta tasa de supervivencia y

mejor respuesta
inmunitaria.
Mejora el creciemineto,

aumento de la resistencia de
AHPND.

Mejora la  inmunidad,
mayor resistencia a los
vibrios.

Aumento de la expresion de
genes relacionados con la
inmunidad en camarones
infestados por WSSV Y
[HHNV.

Reduccion de la vibriosis

Mejora el crecimiento,
respuesta inmunitaria
reforzada.

Aumento de peso, mejora
los parametros inmunitarios
y superviviencia en el
desafio con Vibrio harveyi

Reduccion de la mortalidad
tras la infeccion por
AHPND.

Aumenta la superviviencia
en el desafio con Vibrio
campbellii y Vibrio
parahaemolyticus

Aumento de los parametros
inmunoldgicos, mejora el
creciemiento.

Nota: La tabla muestra bacterias probioticas, su aplicacion, el método de aplicacion en el cultivo y

los efectos beneficiosos que provocan. Tomado de Ramirez, et al., (2022)
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Es esencial conocer que en la tabla 1 una combinacion de probioticos de diferentes
especies y géneros o diferentes cepas del mismo género también podria

denominarse probidtico multiespecies o mixtos (Puvanasundram et al., 2021).

Los probiodticos de multiples cepas o probidticos mixtos brindan mas proteccion ya
que se combinan diferentes mecanismos de accidon probidtica en un solo tratamiento
(Kesarcodi et al., 2019), mientras tanto los probidticos de una sola especie muestra
efectos beneficiosos en una o varias areas, la combinacion de probidticos mixtos

ayuda a extender la gama de beneficios hacia el huésped (Ouwehand et al., 2018).

1.3.1. CARACTERISTICAS QUE DEBEN PRESENTAR PARA SER

UTILIZADO COMO PROBIOTICO.

A partir de varias caracteristicas que presente un microrganismo puedes ser
considerado como un probidtico. Algunas de estas caracteristicas puede ser:
Resistentes a la destruccion de los procedimientos tecnologicos, producir sustancias
antimicrobianas, adherirse al epitelio intestinal y tener la capacidad de poder
colonizar el tracto gastrointestinal, modular respuestas inmunitarias, de naturaleza
no patogena, estas caracteristicas son consideradas por (Teitelbaum & Walker,
2002), de la misma manera (Usca et al., 2020) también consideran, que sobrevivir

a condiciones del ambiente gastrointestinal es otra de las caracteristicas.
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1.4. IMPORTANCIA DE LOS PROBIOTICOS EN ELAGUA DEL CULTIVO

DE CAMARON.

Se conoce que uno de los factores principales que influye en el brote de
enfermedades en el camardn es el manejo inadecuado de la calidad del agua en el
cultivo, incorporar probidticos al agua puede tener beneficios para el medio
acuatico y la calidad de agua, (Mohammadi et al., 2021) en estudios reciente
encuentran que al afiadir probidticos al agua estos pueden reducir las sustancias
nocivas en el medio ambiente acudtico, obteniendo la descomposicion de particulas
grandes de materia organica, como resultado se purifica asi la calidad de agua del
cultivo. Teniendo en cuenta que, los probidticos compiten con microorganismos
patogenos por lo tanto estos pueden ayudar a disminuir la proliferacion. Es
importante mencionar que la eficiencia del probiotico depende de factores como: la
seleccion de cepas bacterias adecuadas, condiciones adecuadas del medio acuatico

y las buenas practicas de gestion y manejo de acuicultura.

Por otra parte, el exceso de bacterias patdgenas presentes en el agua de cultivo son
otro de los factores para en el desarrollo de enfermedades y afectan directamente al
camarén (Chumpol et al., 2017). Los probidticos han demostrado una gran
capacidad para modular el microbiota intestinal, por lo tanto, eliminan bacterias
dafiinas, como los del género Vibrio (Nimrat et al, 2012), Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio harveyi que son responsables de la enfermedad de la

vibriosis que afecta a los cultivos de camardn a nivel mundial (Pumkaew et al.,

21



2021). La calidad microbioloégica del agua es factor de riesgo para el desarrollo de
patogenos y el uso de probidticos permite disminuir la prevalencia de patdogenos

oportunistas en el medio de cultivo (Chumpol et al., 2017).

1.5. CULTIVOS BACTERIOLOGICOS.

La aplicacion de medios de cultivos adecuados es de gran importancia para el
aislamiento e 1identificacion de microorganismos patdégenos. En el cultivo
bacteriologico se aplican diferentes tipos de medios, los generales facilitan los
nutrientes necesarios para el crecimiento y variedad de bacterias, los medios
selectivos se encargan de favorecer el crecimiento de bacterias especificas, ademas
permiten diferenciarse segun las caracteristicas especificas. El agente solidificante
principal utilizados en los medios de cultivos es el agar (Caycedo et al., 2021). Los
materiales principales que se utilizan son: tubos de ensayos, matraces para medios

liquidos y placas Petri que se las utiliza para medios so6lidos.

1.5.1. Clasificacion de tipos de medio de cultivo:

Seglin su consistencia estos pueden ser: Solidos y liquidos.

La preparacion de los medios de cultivos es importante para los resultados, la

técnica adecuada es la siguiente:

e Pesar los nutrientes requeridos para preparar el medio.
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e Disolverlos componentes en agua destilada, agitar para mezclar el agar y
obtener el volumen.

e Hervir hasta el punto de ebullicion, hasta lograr la disolucion completa del agar.

e Esterilizacion en autoclave, el tiempo optimo es de 15-20 minutos a 120°C.

e Se distribuyen en cajas Petri.

Figura 1

Tipos de medios de cultivo

A

Nota: A) Medio solido (Agar TCBS) B) Medio liquido (Agar liquido TSB)

Autor: Cindy Baque

1.6. TECNICA DE SIEMBRA EN MEDIO SOLIDO.

Siembra por agotamiento en estrias:

Este método es el mas utilizado en un medio sélido para aislamiento de bacterias, a
través de este método se obtienen colonias aisladas separadas, y permite un cultivo
puro mediante trasplante a otro medio de cultivo (Reynoso et al., 2015). Se basa en

el uso de un asa de siembra para extraer menos muestras a partir de una placa de
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gran cantidad de bacterias, y permitir que estos microorganismos se propaguen para

formar colonias.

Figura 2.

Siembra por agotamiento por estria

Nota: Ejemplo de la siembra por estrias con rayados en la parte superior.

Siembra con asa Drigalsky:

Esta técnica permite la siembra de indculos sobre superficies, se utiliza una espatula
Drigalsky previamente esterilizada se extiende la muestra por toda la superficie
mediante movimientos giratorios hasta que la muestre este completamente

absorbido. También se puede utilizar para conteo de colonias (Reynoso et al., 2015)
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Figura 3.

Siembra con asa de Drigalsky

Nota: Ejemplo de siembra utilizando asa Drigalsky

Fuente: Cindy Baque

1.7. TECNICA DE SIEMBRA EN MEDIO LiQUIDO

Asi mismo (Reynoso et al., 2015) mencionan llevar muestras en el asa de platino e
introducir en tubos de ensayo o en frascos Erlenmeyer que contiene el medio
liquido, esta técnica de siembra se emplea para el crecimiento y aumento de

microorganismo.

Figura 4.

Siembra en medio liquido
—) —)

Nota: Ejemplo de siembra en medio liquido paso a paso.

Fuente: Cindy Baque
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CAPITULO II. MARCO METODOLOGICO

2.1. AREA DE ESTUDIO:
Figura 5.
Ubicacion de laboratorio TEXCUMAR.

Fuente: Google Earth

El presente estudio se llevo a cabo en el Centro de Reproduccion y Mejoramiento
Genético de camarén TEXCUMAR S.A. Este laboratorio se encuentra ubicado en
la comuna San Pablo, Provincia de Santa Elena. Con unas coordenadas geograficas

2°07°33"S 80° 46" 19"W.

2.2. FASE DE CAMPO

Las muestras de agua y de la larva de Litopenaeus vannamei, fueron analizadas de
tres tanques 8, 19, 42 del modulo/zamorano #6, la produccion inicio con un nivel
de agua de 12 toneladas (T) que se distribuian de la siguiente manera, 11 toneladas

(T) de agua y 1 tonelada (T) de algas, se llenan los tanque con ORP de 600mV, con
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una concentracion de cloro de 1,96ppm. Se prepara el agua para recibir a los
nauplios colocando el primer probiético (Producto comercial 1) un dia antes de la
siembra. Se tomaron parametros de temperatura iniciando con temperatura de 31°C,
oxigeno disuelto entre 5,8 ppm, salinidad de 33 ppt y pH de 8,2. La aplicacion de
los tres productos comerciales se los realizé por igualdad en los tanques 8, 19 y 42,
para el producto comercial 1 se aplicé 35g/tq en el agua antes de la siembra nauplio
5 hasta zoea 2. El producto comercial 2 se aplicé 1L/tq para cada tanque en el agua
desde zoea 1 hasta el término de la produccion. El producto comercial 3 fue
administrado en cantidad de 35g/tq en el alimento desde zoea 3 hasta el final de la
produccion. La cantidad de biomasa de cada tanque con la que se inicia es la

siguiente:

Tabla 2:

Biomasa de larva en estadio Nauplio 5.

Cantidad recibida | Cantidad

facturada

Tanque 8 3,333.300 2,500.000
Tanque 19 3,166.600 2,370.000
Tanque 42 2,933.300 2,200.000

Nota: En la tabla se muestra la cantidad recibida y facturada de larvas de Litopenaeus vannamei

para el inicio de siembra.
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2.2.1 Seleccion de las bacterias probidticas.

Las bacterias probidticas se tomaron de los productos comerciales que son

utilizados en el agua y como aditivo. La seleccion de las bacterias probidticas se

realizd6 mediante la etiqueta de composicion del producto comercial (Tabla 3) que

sirve para identificar el tipo de bacterias que esta en estudios. Se activo la bacteria

en 9ml de agua destilada en tubos de ensayos colocando 1g de producto comercial

en polvo y Iml para el producto comercial liquido dejando reposar por 15 minutos.

Tabla 3.

Ficha técnica de productos que contienen bacterias probioticas

Producto

comercial 1

Producto

comercial 2

Producto

comercial 3

Analisis fisico

Aspecto: polvo,

color blanco con

particulas café.

Olor: ninguno

Aspecto:
color marron.

Olor: fuerte

Aspecto: polvo,

color blanco

Olor: ninguno

liquido,

Composicion

Aerobios totales

(Bacillus spp.)

Bacillus subtilis
Lactobacillus
plantarum
Sacharomyces
kudriavzevii

Bacillus subtilis

Lactobacillus lactis

Nitrosomonas spp.

Nitrobacter spp.

Concentracion UFC

4.0E+09 UFC/g

minimo

1 x 10° UFC/g
1 x 10 UFC/g

1 x 10° UFC/g

1.0 x 10° UFC/g
1.0 x 10° UFC/g
1.0 x 10° UFC/g
1.0 x 10° UFC/g

Nota: Se presenta una descripcion de la composicion del contenido de los productos comerciales

que se utiliza para la investigacion.
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Figura. 6

Especies de bacterias de fichas técnicas

Bacillus subtilis L. plantarum S. kudriayzevii

Autor: Maggio 22 (2022) Autor: Valan et al., (2015) Autor: Robert N Ian (2000)

2.3. FASE DE LABORATORIO

2.3.1. Preparacion de los medios de cultivo

Agar TSA

Rehidratar 4g de TSA en 100 ml de agua destilada, se afiade SS al 2%.
Posteriormente calentar agitando hasta el punto de ebullicion por unos minutos
hasta disolver, esterilizar en autoclave 120°. Vaciar en las cajas Petri estéril y dejar

reposar hasta que se solidifique.

Agar TCBS

Rehidratar 8.8g en 100 ml de agua destilada calentar hasta disolver, dejar enfriar y

colocar en cajas Petri respectivamente estéril hasta que se coagule el liquido.

Agar TSB: Colocar en un tubo de ensayo 30g x 40ml de agua destilada.

Agar LB: Verter en el tubo de ensayo 25g x 40ml de agua destilada.
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Para los agares liquidos TSB y LB se utiliza filtro de jeringa WATMAN con
membrana de PVDF de 0.22um para evitar residuos en el medio liquido, se

esteriliza en autoclave a 120°C.

2.3.2 Cultivo correspondiente en medio agar de bacterias probidticas.

Las bacterias probioticas se cultivaron en Agar de Soja Triptica (TSA) con 2% de
NaCl se incubaron durante 18h a 30 °C. Se aisl6 una muestra de colonia de cada
caja petri para llevar a cabo una réplica y tener la veracidad de las bacterias en buen

estado, se sembraron mediante la técnica de aislamiento por agotamiento de estrias.

Posteriormente, se procedid a trasladar una colonia individual a un medio liquido
Trypto-Casein Soy Broth (TSB), caldo Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 30°C.
Para la observacion en el microscopio de barrido se toman en cuenta los cultivos de

TSA (agar s6lido) y de medio liquido TSB, LB.

2.3.3. Preparacion de las muestras previo a la observacion en el microscopio
electronico de barrido (SEM)

Para la observacion de las muestras por SEM se aplico el protocolo de (Ramirez et
al., 2021) que consiste: se extraen colonias de los cultivos de las bacterias
probioticas de las cajas Petri (TSA + NaCl al 2%), y se les adiciona 1 ml de solucion
salina (SS) y se homogeniza cuidadosamente evitando que la bacteria tenga un dafio

o rompimiento celular, posteriormente las muestras se someten a dos lavados
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consecutivos después de una centrifugacion de 600 rpm en centrifuga (modelo EBA
20), para luego de una suspension bacteriana formar un pellet y eliminar asi
gradualmente el exceso de NaCl. Para observar las bacterias probidticas mediante
(SEM) en modo transmision, se deposita 5 pL en una malla GRID de 300, se anade
la solucion de contraste acido fosfotungstico 1% (PTA) que permite la tincién de la
bacteria. El exceso de la solucion de contraste se retira con papel de filtro Whatman,
las mallas GRID se observan en un microscopio electronico de barrido TESCAN
MIRA3 FEG-SEM utilizado en modo de transmision, donde se compone de una
fuente que emite un haz de electrones dirigido directo hacia un punto exacto de la
muestra permitiendo la liberacion de electrones que se dirigen a un detector donde
emitird la construccion de la imagen con un barrido hacia la pantalla para la

respectiva observacion e identificacion y descripcion.

Figura 7.

Microscopio electronico de barrido TESCAN MIRA3 FEG-SEM

Fuente: Cindy Baque
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Para las muestras de medio liquido se coloca en la malla 10 puL de la muestra, se
deja reposar por I min para luego colocar la solucion de tincién acido fosfotingstico
1% se limpian los deshechos rapidamente después de 1s, seguidamente se realiza
un lavado de 10 puL de agua destilada a la muestra y se retira con papel de filtro

Whatman.

2.3.4. Descripcion de bacterias probioticas observadas en el microscopio.

Para realizar la descripcion de las muestras analizadas en el microscopio electronico
de barrido (SEM), en el cual, se identifican caracteristicas morfologicas externas,
como parte de la bibliografia se tomaron en cuenta el protocolo de (Ferndndez et
al., 2010) y revisiones bibliogréaficas. En el que considera estos aspectos externos
como forma, tamafio, bordes laterales, disposicion, formas irregulares, extremos,

utilizados para la identificacion en preparaciones tenidas.

2.3.5. Método de evaluacion de carga bacteriana del agua y de larvas.

La carga bacteriana se determina con un estudio bacterioldgico del agua y larva de
los tanques 8, 19, 42 donde se aplican las bacterias probiodticas. Las muestras se
recolectaron por la mafiana en recipientes transparentes para ser trasladados al
laboratorio de bacteriologia. Para cultivos de Vibrios se siembran 100 pL de agua
en muestras de placas con agar TCBS, y 100 pL en Agar Tripticasa Soya (TSA)

para la revelacion de bacterias totales, se utilizo método de siembra directa.
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Las muestras de larva se recolectaron desde zoea 2, se coloca 1g de larva en tubos
Epperndorf de 2ml y son diluidas en solucion de cloruro de sodio al 5% para la

siembra de larvas de Litopenaeus vannamei. Se utiliza el método de diluciones

seriadas. Para realizar el calculo de conteo en UFC/ml se toma la siguiente formula:

N2 de colonias X mL

dilucién

2.4. ANALISIS ESTADISTICOS

2.4.1. Evaluacion de supervivencia de larvas de camaron

Para realizar la evaluacion de la supervivencia de las larvas que contienen en su
sistema digestivo las bacterias probidticas en estudio, se utilizara los siguientes
métodos: de observacion directa, y calculos de porcentaje poblacional, se los

presentara en un analisis de datos estadisticos.

Se realizaré el calculo de supervivencia poblacional en porcentajes, iniciando con
total de siembra de larvas en cada tanque, se dividira el tanque en 3 partes iguales
para introducir un recipiente y obtener las larvas para proceder a contar, se realizara

la siguiente féormula para obtener el porcentaje de supervivencia.

total de larvas contadas en los reciepintes X total de toneladas de agua del tanque
0.75

total de larva en cada tanque 0
B total de siembra -
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Asi mismo, se tomard en cuenta el desarrollo en cada etapa de la larva de

Litopenaeus vannamei para control de enfermedades o mal formaciones.

En las pruebas estadisticas, se determina la normalidad de los datos utilizando una
prueba de Anderson-Darling. Después, se realiza una prueba de igualdad de
varianzas (Homocedasticidad de Levene y Barlett). Para el analisis de TSA se
realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, cabe destacar, que comparado
los resultados en TCBS se aplic6 un ANOVA de una via (p<0,05) como valor
significativo y finalmente, un Test a Posteriori de TUKEY (p<0,05). Todas las

pruebas estadisticas se realizaron usando el Software MINITAB version 19.0.

CAPITULO IIL. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACION DE BACTERIAS PROBIOTICAS

Los resultados de caracterizacion externas de las bacterias probidticas de los
productos comerciales mediante microscopia electronica de barrido (SEM)
TESCAN MIRA3 FEG-SEM, visualizaron que el producto comercial 1,
perteneciente al género Bacillus, tienen forma alargadas que se detalla en las
caracteristicas (Figura 9, 10, 11, 12). En la descripcion del producto comercial
establece que se encuentran compuesto por aerobios totales, se verificando la
descripcidon mencionada mediante prueba de tincion de GRAM con un resultado de
bacterias tefiidas de color morado, complementando la caracterizacion revelan

Bacillus de color morado clasificadas en GRAM positivos (GRAM+) (Figura 8).
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Figura 8.

Tincion GRAM de producto comercial 1

Nota: Tincidbn GRAM, revelando bacillus GRAM +.

Fuente: Cindy Baque

Figura 9.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM

Forma celular: Bacillus

Agrupacion celular: Diplobacilus

Pared Celular: Presente

Tamaio: Largo: 2.0+ 0.8 pm
Ancho: 0.5 pym

Capsula Ausente

Bordes laterales: Paralelos

Extremos: Redondos

Disposicion: Pareja

Nota: Micrografia electronica SEM de bacillus, medidas de largo 2.0 + 0.8 pm y ancho 0.5 um.

Autor: Cindy Baque
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Figura 10.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular:

Tamaiio:

Cépsula

Membrana

plasmatica

Bordes laterales:

Extremos:

Disposicion:

Bacilos

Largo: 3.6 pm
Ancho: 0.6 pm

Presente

Presente

Paralelos

Redondo

Solitaria

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacillus con membrana plasmatica.

Figura 11.

Autor: Cindy Baque

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular:

Agrupacion celular:

Tamano:

Cépsula

Bordes laterales:

Extremos:

Disposicion:

Bacilos

Diplobacilos

Largo: 2.2+ 0.3 pm
Ancho: 0.5 pm

Ausente

Paralelos

Redondo

Tétradas

Nota: Micrografia electronica (SEM) de Bacillus con medidas de largo 2.2 + 0.3 pum y ancho 0.5

um.

Autor: Cindy Baque
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Figura 12.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

A B

i -
_’/m»

0.5 pm

’

500 nm

Nota: A. Micrografia electronica (SEM) de bacillus con presencia de flagelo B. Parte del inicio del

flagelo monotrico de la bacteria.

Autor: Cindy Baque

Forma: Bacilos
Tamano: Largo: 2.2 pm
Ancho: 0.5 pm
Capsula Ausente
Bordes laterales: Paralelos
Extremos: Redondo
Disposicion: Solitario
Forma: Bacilos

La posicion del flagelo que presenta la bacteria (Fig.12) es monotrico, es decir, solo

tiene uno, que mide aproximadamente 6.2 pm

La microscopia electronica de barrido SEM en el producto comercial 1 revelo
bacillus con tamafios de largo de 2 um y ancho de 0.5 um, con presencia de flagelo

largo monotrico con una medida de 6,2 um (Figura 12) que sirve para a movilidad
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de la bacteria, en sus estructuras externas la bacteria presenta una capsula que
envuelve a la célula y sirve para la proteccion, ademads, ayuda a que se adhiera a
superficie. Las bacterias presentaron en su mayoria bordes paralelos iguales, la
observacion de la presencia de la membrana plasmatica en la bacteria de la figura 4

es de utilidad porque permiten el paso de entrada y salida de sustancias.

PRODUCTO COMERCIAL 2

En el producto comercial 2 la caracterizacion externa de las bacterias probidticas
analizadas a través de microscopia SEM presentaron bacterias del género Bacillus,
y levaduras como lo establece en su descripcion técnica del producto comercial.

(Figura 13, 14, 15, 16).

Figura 13.

Caracteristicas bacteria observada en SEM.

Forma celular: Esferas

Agrupacion celular:  Se muestran esferas en g
parejas

Tamafio: Largo: 0.7+ 0.01um o e i
Ancho: 0.7 = 0.05um

Bordes laterales: Paralelos

Extremos: Redondo

1pum
Disposicion: Pareja

Nota: Micrografia electrénica (SEM) de bacteria en forma esférica agrupada en parejas.

Autor: Cindy Baque
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Figura 14.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular:

Agrupacion celular:
Tamafio:

Capsula

Bordes laterales:

Extremos:

Disposicion:

Bacilos
Diplobacilos
Largo: 2.6 = 0.07pm

Ancho: 0.4 = 0.08 pm
Ausente

Paralelos

Redondo

Agrupadas

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacillus agrupadas con medidas de longitud de

Figura 15.

0.7+ 0.01pm

Autor: Cindy Baque

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma:

Tamaiio:

Capsula
Bordes laterales:

Extremos:

Disposicion:

Flagelo

Bacilos

Largo: 2.1 pm
Ancho: 0.5 pym

Ausente
Paralelos

Redondo parte superior,
puntiagudo inferior

Solitario

6.7 pm

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacillus con flagelo monotrico.

Autor: Cindy Baque
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La bacteria presente se muestra con un solo flagelo con medidas de 6.7 um, por lo

tanto, es mondtrico (Figura 15).

Figura 16.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

A
1.1

/

1pm

Nota: A. Se observa una bacteria con capsula presente. B. Fimbrias de bacteria en TE-DF
(electrones transmitidos de campo oscuro). C. Fimbrias de bacteria en TE-BF (electrones

transmitidos de campo claro).

Autor: Cindy Baque
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Forma celular: Bacilos

Tamafo: Largo: 3.8 pm;
Ancho: 1.1 um
Pared celular Presente
Capsula Presente
Bordes laterales: Paralelos
Extremos: Redondos
Disposicion: Solitario

Las bacterias presentan estructuras como fimbrias, de tamafio corto y mas

numerosas, rodeando la parte externa de la bacteria (figura 7. B-C).

Las bacterias presentes observadas, mostraron en su estructura celular la presencia
de flagelos de gran tamafio que miden 6.7 pm y fimbrias alrededor de la pared
celular que le permite a su motilidad y la adhesion de la célula para colonizar al
intestino del camaron. La diversidad de las formas, también muestra una bacteria
esférica con medidas 0.7um de largo y ancho 0.7um con un diametro de partes
iguales agrupadas en parejas, y bacterias de forma alargada con medidas de 3,8um
a 2,6pm de longitud. La usencia de la capsula en las bacterias observadas no crea

un riesgo en la multiplicacion ni el crecimiento.

PRODUCTO COMERCIAL 3

La microscopia electronica SEM del producto comercial 3 reveld la presencia de

bacterias en forma de Bacillus (Figura 17, 18, 19, 20) con presencia de fimbrias y
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formas de bacterias esféricas. En la ficha técnica del producto comercial 3 se detalla
la presencia de Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, Nitrosomonas spp,
Nitrobacter spp. este producto de aspecto fisico polvo es aplicado en agua y en el

alimento.

Figura 17.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

A B

/ 4.1pum .

0.6 um

3.2%14um
!

2um 500 nm

Nota: A. Micrografia electrénica (SEM) con presencia de flagelos en sus extremos. B. Flagelos.

Autor: Cindy Baque

Forma celular: Bacilos
Tamaio: Largo: 4.1 pm;
Ancho: 0.6 pm
Capsula Ausente
Bordes laterales: Paralelos
Extremos: Redondos
Disposicion: Solitario

La flagelacién peritrica es la posicion que presenta esta bacteria en estudio, esta

rodeada por varios flagelos en la parte externa de su estructura, cada flagelo llega a
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medir una media 3.2 = 1.4 um (Figura 17 A-B) teniendo una longitud cortas y

largas.

Figura 18.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular: Bacilos
0.410.1pm

Agrupacion celular: Estreptobacilos
Tamaio: Largo: 2.6 £ 1.1 um

Ancho: 0.4+ 0.1 pm
Capsula Presente
Bordes laterales: Paralelos y concavo
Extremos: Redondos
Disposicion: Agrupadas

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacterias agrupados con descripcion de

caracteristicas del lado izquierdo.

Autor: Cindy Baque
Figura 19.
Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular: Bacilos

Agrupacion celular: Estreptobacilos

0.5%0.1um
Tamafio: Largo: 2.2+ 0.7 um
Ancho: 0.5+ 0.1 um
Capsula Presente
Bordes laterales: Paralelos
Extremos: Redondos
Disposicion: Cadenas

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacillus formadas en cadenas. Autor: Cindy Baque
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Figura 20.

Caracteristicas de bacteria observada en SEM.

Forma celular:

Agrupacion celular:
Tamafio:

Capsula

Bordes laterales:
Extremos:

Disposicion:

Nota: Micrografia electronica (SEM) de bacterias con forma esféricas.

Bacillus

Diplobacilus 03t00mm gy

\
Largo: 0.7+ 0.0 pm '
Ancho: 0.3 = 0.0 um 07 “-““"‘? 4 o

Ausente
Concavo
Redondos

Pareja <l

Autor: Cindy Baque

Las micrografias estudiadas revelan la presencia predominante del género bacillus,

en el producto comercial 3. Bacterias que se encuentran en parejas, agrupadas y en

forma de cadenas, ademas, de presencia de flagelo peritrico es decir, varios flagelos

alrededor de la bacteria con medidas aproximadas de 3,2 + 1.4 um. Algunas

bacterias probioticas agrupadas presentan los bordes laterales concavos. Los

bacillus presentes tienen medidas de longitud de 4.1 ym a 0,7 um y ancho de 0,6

pm a 0,5 pm con extremos redondos.

3.2. ANALISIS DE CARGA BACTERIANA

NAUPLIO 5
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El analisis de la carga bacteriana en el cultivo larvario de camarones se evaluo en
el agua de produccion y en las larvas en los tanques 8, 19, 42. Se realizo el primer
analisis de agua en cultivo bacteriano de Agar TSA (para bacterias totales) y TCBS
(para vibrios) en nauplios 5. Como resultando, el nimero de colonias en TSA se
presentaron como promedio en los tanques evaluados: tanque 8 (380 UFC/ml),

tanque 19 (258 UFC/ml), tanque 42 (236 UFC/ml)

Tabla 4A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales en agua en nauplio

5.
Tanques UFC/ml
Tanque 8 380+ 0
Tanque 19 258+ 0
Tanque 42 236+ 0

Nota: Los resultados obtenidos indica la mediana y DS.

En TCBS el tanque 8 (I UFC/ml) con presencia de colonias amarillas (Vibrio
alginolyticus), tanque 19 (12 UFC/ml) encontrando colinas verdes (Vibrio
parahemolitycus) y tanque 42 que no presentd ningun tipo de colonia. En este

andlisis de agua se logr6 observar la presencia de colonias verdes y amarillas.

Los resultados en TCBS mediante un analisis de varianza ANOVA y la prueba de

TUKEY en los tanques 8, 19 y 42 se determin6 la Media y desviacion estandar.
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Tabla 4B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas en el agua en nauplio 5

Colonias Muestras Media = DS.
V. algynolyticus 3 4,00+ 0,57
V. parahemolitycus 3 0,33 +£6,93
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. 3,67 0,91 0,413
parahemolyticus

Nota: UFC/ml en TCBS de los tanques de cultivo 8, 19, 42 en Nauplio 5 de Litopenaeus vannamei.

Las colonias son representadas por especie. Los resultados obtenidos se presentan en Media + DS.

Datos de T-Value y P-Value.

ZOEA?2

En zoea 2 la carga bacteriana en el agua analizada en cultivo de TSA, el tanque 19

con 1,90E+03 UFC/ml con una carga bacteriana elevada se diferencia de tanque 8

con valores de 1,80E+03 UFC/ml y tanque 42 con 1,07E+03 UFC/ml. Se observa

que el tanque 19 tiene un mayor nimero de colonias totales.

Tabla 5A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis de bacterias totales en agua de zoea 2.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 180+ 0
Tanque 19 190+ 0
Tanque 42 107+ 0

Nota: Valores obtenidos de mediana = D.
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En TCBS el tanque 8 presentd mayor cantidad de UCF 6,40E+02 UFC/ml,
demostrando que los tanques 19 valores de 3,00E+02 UFC/ml y tanque 42
representa valores de 5,00E+01 UFC/ml es donde se encontraron menor cantidad
de colonias amarillas, cabe mencionar que en el tanque 8 y 19 se encontraron
colonias amarillas (Vibrio alginolyticus) pero hubo una cantidad pequena de

colonias verdes, Vibrio parahemolitycus.
Tabla 5B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas en el agua en zoea 2.

Colonias Muestras Media + DS.
V. algynolyticus 3 30,7 £28,3
|14 3 2,33 +£2,08
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -28,3 -1,73 0,159
parahemolyticus

Nota: UFC/ml en TCBS de los tanques de cultivo 8, 19, 42 en zoea 2 de Litopenaeus vannamei.
Las colonias son representadas por especie. Los resultados obtenidos se presentan como Media +

DS.

Los resultados en analisis de TSA en las larvas demostraron que la carga bacteriana
es severa, el tanque 8 se observo 4,97E+05 UFC/ml y el tanque 19 con 5,29E+05
UFC/ml son los tanques que presentan mayor cantidad de colonias totales el a

diferencia de tanque 42 un total de 3.11E+05 UFC/ml.
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Tabla 6A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales en larva zoea 2.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 497+ 0
Tanque 19 529+ 0
Tanque 42 311 £0

Nota: Los resultados obtenidos se presentan como la mediana + DS.

En TCBS se muestran colonias color amarillo (Vibrio alginolyticus) con mayor
presencia (Figura 17B). El tanque 8 presentd un mayor numero de colonias
8,90E+03 UFC/ml todas de color amarillo al igual que el tanque 42 con una
cantidad de 1,7E+03 UFC/ml. En zoea 2 en las larvas el tanque 19 presentaron

colonias de color verde 2,0E+02 (Vibrio parahemolitycus).

Tabla 6B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas en larva zoea 2

Colonias Muestras Media = DS.
V. algynolyticus 3 35,3+47,2
V. 3 0,66 1,15
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -34,7 -1,27 0,273
parahemolyticus

Nota: UFC/ml. de TCBS en larvas, representa la media.
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MYSIS 2

En el estadio de mysis 2, los analisis bacteriologicos en el agua determinaron que
en TSA el tanque 42 tiene un nimero alto de bacterias totales 3,2E+03 UFC/ml,

similar al tanque 19 que tiene 3.1E+03 UFC/ml de colonias.
Tabla7A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis de bacterias totales en agua de mysis 2.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 252+0
Tanque 19 312+ 0
Tanque 42 326 £0

Nota: UFC/ml de agua en TSA en cada tanque de mysis 2 de Litopenaeus vannamei. Los

resultados obtenidos se presentan como barra representando la Media + DS.

En TCBS se observaron presencia de vibrios con colonias amarillas en todos los
tanques manteniéndose un grado de severidad normal. En el tanque 8 el numero de
colonias es de 9,6E+02 UFC/ml, el tanque 19 se encontr6 6,0E+02 UFC/ml de
colonias y el tanque 42 presento valores aproximados al tanque 8 demostrando que

no existe diferencias significativas en ninglin tanque.
Tabla 7B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas en agua en mysis 2

Colonias Muestras Media + DS.
V. algynolyticus 3 79,0 £ 18,1
V. 3 27,0 +£46,8
parahemolitycus
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Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media

V. algynolyticus — V. -52,0 -1,80 0,147
parahemolyticus

Nota: Los resultados obtenidos se presentan la Media = DS. Con valores de p-value de 0,147

El analisis bacteriologico en larvas demuestra que en TSA el nimero de colonias
totales son similares entre todos los tanques, 2,81E+05 UFC/ml (tanque 8),

2,83E+05 UFC/ml (tanque 19) y 2,3E+05 UFC/ml (Tanque 42).

Tabla SA.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales en larva en mysis

2.
Tanques UFC/ml
Tanque 8 281+ 0
Tanque 19 283+ 0
Tanque 42 238+ 0

Nota: Resultados de Kruskall-Wallis de mediana = DS. El cero representa DS.

En los cultivos de TCBS en larva, las cargas bacterianas presentan un cargo de
severidad elevado en vibrios para el tanque 8 con valores de 6,4E+03 UFC/ml de
colonias amarillas (Vibrio alginolyticus), En el estadio de mysis 2 en el tanque 19
se observaron colonias verdes (Vibrio parahemolitycus) con UFC 3,00E+03
UFC/ml, mientras el tanque 42 presenta una minima cantidad de colonias color

amarilla de Vibrio alginolyticus que se representa en valores en 3,00E+02 UFC/ml.
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Tabla 8B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas de larva en mysis 2

Colonias Muestras Media = DS.
V. algynolyticus 3 22,3 +£36,1
|14 3 10,0+ 17,3
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -12,3 -0, 53 0, 622
parahemolyticus

Nota: UFC/ml de larva de Litopenaeus vannamei en cada tanque de mysis 2. Los resultados

obtenidos se presentan como la Media &+ DS.

POSTLARVA 1

Como resultado en los andlisis de agua en postlarva 1 (PL 1) los valores de TSA
para bacterias totales en tanque 8 en 2,8E+03 UFC/ml con mayor cantidad de
colonias a diferencia del tanque 19 con 1,9E+03 UFC/ml y tanque 42

1,6E+03UFC/ml.
Tabla 9A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales en agua de

Postlarva 1.
Tanques UFC/ml
Tanque 8 283+ 0
Tanque 19 190 + 0
Tanque 42 196 + 0

Nota: Segun prueba no pararametrica de Kruskall-Wallis no existe diferencias, los valores

representan la mediana y desviacion estandar.
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Los resultados en TCBS en el tanque 8 la carga bacteriana en vibrios es menor que
los demas tanques, el total de colonias amarillas es 9,6E+02 UFC/ml. El tanque 19
el nimero de colonias que se contabilizé 6,0E+02 y el tanque 42 el total de colonias
fue de 6,4E+02 en los dos tanques se observaron colonias de color verde y amarillas.
El total de colonias verde para el tanque 19 fue 4 UFC/ml y en el tanque 42 se
contaron 4 UFC/ml. Estadisticamente si se presentaron diferencias entre los dos

tipos de colonias (p<0,05) (Figura 9B)

Tabla 9B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas del agua de Postlarva 1.

Colonias Muestras Media + DS.
V. algynolyticus 3 50,3 £13,43
V. 3 2,67+2,31
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -47,67 -6,06 0,0004
parahemolyticus

Nota: UFC de agua en cada tanque de Postlarva 1 de Litopenaeus vannamei. Los resultados

obtenidos se presentan como la Media + DS.

En los resultados en larva de Litopenaeus vannamei en TSA se mantienen con un
grado de severidad elevado en bacterias totales en los tres tanques en el 8 se observo
un total de 2,0E+05 UFC/ml, en tanquel9 un total de 1,3E+05 UFC/ml y el tanque

42 1,8E+05 UFC/ml.
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Tabla 10A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales de larva en

Postlarva 1.
Tanques UFC/ml
Tanque 8 207+0
Tanque 19 135+ 0
Tanque 42 181 +0

Nota: UFC/ml de larva en cada tanque de Postlarva 1 de Litopenaeus vannamei. Las letras iguales

representan que no hay diferencias significativas.

A diferencia de resultados en TCBS donde el tanque 42 tiene un valor de 2,5E+04
UFC/ml alcanzando un grado de densidad elevado en V. alginolyticus representado
en su totalidad de colonias amarillas, comparado con los tanques 19 que representan
un nivel bajo de colonias 4,0E+02 UFC/ml en el cual se observo colonias verdes y
colonias amarillas. Acorde con los datos estadisticos en larva, PL1 la diferencia de

la media entre las dos colonias es de -91,0.

Tabla 10B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas en larva en Postlarva 1.

Colonias Muestras Media + DS.
V. algynolyticus 3 91,3+ 141,0
V. 3 0,33 +£0,57
parahemolitycus
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Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -91,0 -1,12 0, 326

parahemolyticus

Nota: UFC de larva en cada tanque de Litopenaeus vannamei. Los resultados obtenidos se presentan

como la Media = DS. El color esta representado por especies de vibrios.

POSTLARVA 6

En los resultados obtenidos en el analisis bacteriologico del agua en TSA para

Postlarva 6 (PL 6) en el tanque 8 el numero de colonias encontrada fue 1,6E+03

UFC/ml, en el tanque 19 fueron 1,7E+03 UFC/ml y finalmente para el tanque 42,

2,0E+03 UFC/ml que presenta mayor cantidad de colonias totales.

Tabla 11A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales de agua en

Postlarva 6.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 160+ 0
Tanque 19 174+ 0
Tanque 42 201 +0

Nota. Los resultados obtenidos se presentan como la Mediana + DS.

En TCBS el numero de colonias encontradas tubo un grado de severidad similares

en el estadio anterior (PL 1), el tanque 19 disminuye la carga bacteriana a 1,9E+02

UFC/ml encontrado colonias amarillas. EL tanque 8 y 42 presentaron una pequefia
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cantidad de 1 UFC/ml de color verde (V. parahemolitycus) en cada tanque, pero las

colonias amarillas se presentaron en mayor cantidad.

Tabla 11B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas del agua de Postlarva 6.

Colonias Muestras Media = DS.
V. algynolyticus 3 82,0 +103,1
|14 3 0,66 + 0,57
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -83,3 -1,37 0,244
parahemolyticus

Nota: UFC de agua en cada tanque 8,19 y 42 en Postlarva 1 de Litopenaeus vannamei. En los

resultados obtenidos se presentan la Media + DS.

Los analisis en TSA de la larva de Litopenaeus vannamei presentan un nivel de

carga bacteriana elevada, para el tanque 8 el nimero de colonias fue de 5,2E+04

FC/ml el tanque con mayor nimero de colonias. El tanque con menor nimero de

colonias fue el tanque 19 con 2,8E+04.

Tabla 12A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales de larva en

Postlarva 6.
Tanques UFC/ml
Tanque 8 52+0
Tanque 19 28£0
Tanque 42 34+£0

Nota: Valores de mediana £ DS.
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A diferencia de TCBS los tanques 8, con 2,0E+02 (2 UFC/ml) y tanque 42 con un
niamero de colonias de 7,0E+02 UFC/ml presentaron cargas bacterianas con un
grado de severidad normal en vibrios, observando un reducido nimero de colonias
amarillas (V. alginolyticus), en cambio, los resultandos mostraron un nivel elevado
de colonias 7,4E+03 en el tanque 19, observando 4 UFC/ml de colonias verdes y
70 UFC/ml de color amarillo. Cabe destacar que en las dos colonias de TCBS no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la diferencia de
la media es de -24,7 con un nivel de confianza del 95% y un p-value de 0,323

(Figura 12B).

Tabla 12B.

Media de colonias amarillas y verde de larva en Postlarva 6.

Colonias Muestras Media + DS.
V. algynolyticus 3 26,3 +379
V. 3 1,67 +£2,08
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. 24,7 -1,13 0,323
parahemolyticus

Nota: UFC de larva en cada tanque 8,19 y 42 en postlarva 6. Los resultados obtenidos se presentan

como la Media + DS. Y los valores de p-value son mayores a 0,05.

POSTLARVA 9

En el estadio postlarva 9 los resultados en el analisis de agua para TSA mostraron

cargas bacterianas elevadas. El tanque 8 con un alto nimero de colonias de 1,7E+04
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UFC/ml, al igual que el tanque 42 con 1,7E+04 UFC/ml, el tanque 19 con mayor

namero de colonias 2,0 E+04 UFC/ml superando al tanque 8 y 42.
Tabla 13A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales del agua en

Postlarva 9.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 174+ 0
Tanque 19 205+0
Tanque 42 170 £0

Nota: UFC de agua en cada tanque de 8,19 y 42 de Litopenaeus vannamei. Los resultados

representan la Mediana + DS.

De acuerdo a los analisis de TCBS el tanque 8 mostré mayor numero de colonias
amarillas 2,0E+03 UFC/ml de V. alginolyticus, similar al tanque 42 con la presencia
de 1 UFC/ml de color verde (V. parahemolitycus) y 159 UFC/ml de colonias
amarillas en total el nimero de colonias fue de 1,6E+03. La cantidad de colonia
para el tanque 19 fue 1,3E+03 UFC/ml de color amarillo. Los andlisis estadisticos
en postlarva 9 (PL9) en el agua demostraron que hubo diferencia significativa en
TCBS entre colonias con una diferencia de la media + de -165,3. segin ANOVA de

1 via (p<0.05) y test de Tukey.
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Tabla 13B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas de agua en Postlarva 9.

Colonias Muestras Media = DS.
V. algynolyticus 3 165,7 + 36,5
V. 3 0,33 +£0,57
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de | T- value | P- value
diferencia media
V. algynolyticus — V. -165,3 -7,85 0,001
parahemolyticus

Nota: UFC de agua en cada tanque 8,19 y 42 en Postlarva 9. Los resultados obtenidos presentan la

Media + DS.

El analisis en TSA de larva demostré también que presentan un severo nimero de
colonias de bacterias totales en todos los tanques, el tanque 8 presento una cantidad
de 5,0E+05 UFC/ml mayor que en el tanque 19 con 2,4E+05 UFC/ml tanque 42 de

3,6E+05 UFC/ml

Tabla 14A.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis en bacterias totales de larva en estadio

Postlarva 9.

Tanques UFC/ml
Tanque 8 509+ 0
Tanque 19 242+ 0
Tanque 42 365+ 0

Nota: no existe diferencia significativa segin datos no paramétricos de Kruskall-Wallis.
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Los resultados en TCBS de las larvas de L. vannamei el tanque 8 obtuvo un mayor
numero de colonias amarillas 3,3E+04 UFC/ml, los tanques 19 present6 2,7E+04
UFC/ml de colonias en total, con la diferencia de que se observo 1 UFC/ml de
colonia verde. El tanque 42 también presentaron colonias amarillas 2,6E+04
UFC/ml. Por consiguiente, los resultados estadisticos en postlarva 9 si existe
diferencias estadisticamente significativas (p-value de 0,000) entre colonias

amarillas y verde en TCBS con un nivel de confianza de 95% (figural4B).
Tabla 14B.

Prueba de TUKEY para colonias verdes y amarillas de larva en Postlarva 9

COLONIAS | MUESTRAS | MEDIA + DS.
V. algynolyticus 3 290,7 + 38,0
V. 3 0,33+ 0,57
parahemolitycus
Niveles de Diferencia de T- P-
diferencia media VALUE | VALUE
V. algynolyticus — V. -290,3 -13,23 0,000
parahemolyticus

Nota: UFC/ml de larva en tanques 8,19 y 42 en postlarva 9. Los resultados obtenidos presentan la
Media + DS. La A y B representa que existe diferencia estadisticamente significativa segin

ANOVA de 1 via y la Prueba de Tukey.

Los andlisis en general del cultivo de agua en agar TSA se muestran en la Figura 21
donde se observa que en el los tanques 8, 19 y 42 en el estadio PL 9 es mds elevado

el nimero de carga bacteriana, al igual, que el tanque 8 en nauplio 5 también
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presenta un alto nimero de colonias. En cambio, zoea 2 el tanque 42 resulto ser en

el que menor nimero de colonias se formaron.

Figura 21

Unidades formadoras de colonias del agua de cultivo en Agar TSA.
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Nota: UFC/ml en TSA de cada tanque de acuerdo al estadio larvario de Litopenaeus vannaemei.

Los resultados en TCBS para vibrios se observan de la siguiente manera, tanque 19
en el estadio de nauplio presentan un mayor numero de colonias de color verde, a
diferencia de los demas estadios que en su mayoria son colonias de color amarillo
en todos los tanques, el estadio larvario PL9 presento la mayor cantidad de colonias

amarillas (Figura 22).
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Figura 22.

Unidades formadoras de colonias amarillas y verdes del agua de cultivo en Agar

TCBS.
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Nota: UFC/ml en TCBS en tanques de cultivo 8, 19, 42 de acuerdo al estadio larvario de

Litopenaeus vannaemei. El color representa las colonias.

Los estudios en larva de TSA, se observan estadios con un nimero alto en colonias

en PL9 en el tanque 8 y zoea 2 en el tanque 8 y 19. PL 6 presenta el menor nimero

de colonias en los tres tanques de estudio. Lo analisis bacteriologicos en agar TSA

se mantiene en un nivel elevado de numeros de colonias (Figura 23).

Figura 23.

Unidades formadoras de colonias en larva de Litopenaeus vannamei en cultivo de

Agar TSA.
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Nota: UFC/ml en TSA en tanques de cultivo 8, 19, 42 de acuerdo al estadio larvario de Litopenaeus

vannaemei. Los resultados obtenidos se presentan como barras representando la Media + DS.

En cultivo de agar TCBS en la figura 24 se observa los nimeros de colonias
amarillas y verdes, en la mayoria de estadios larvarios las colonias que mas se
observaron fueron de color amarillo. En mysis 2 los resultados mostraron presencia
de colonia verde (V. parahemolitycus) en tanque 19. El estadio PL9 presentd mayor

namero de colonias amarillas en los tres tanques.

Figura 24.

Unidades formadoras de colonias de larva de Litopenaeus vannamei en cultivo de

Agar TCBS.
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Nota: UFC/ml en TCBS de larvas de cada tanque de acuerdo al estadio larvario de Litopenaeus

vannaemei. Los resultados obtenidos se presentan como barras representando la Media + DS.

Los analisis estadisticos determinan que la prueba de normalidad Anderson Darling,
todos los valores obtenidos son normales al valor de p-value (p>0,05). En la prueba
de homocedasticidad (Prueba de Barlett) el p-value es mayor a 0,05 y los resultados
son valores homogéneos. Para TSA (bacterias totales) los analisis fueron en prueba
no paramétrica de Kruskall-Wallis en cada estadio para determinar la mediana. Para
TCBS la prueba de ANOVA de 1 via con un Test posterior de Tukey los datos en el

andlisis de agua y larva no presentan en general diferencias significativas.
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3.3. SUPERVIVENCIA EN LARVAS DE CAMARONES Litopenaeus
vannamei.

En la produccion de larvas de camarones Litopenaeus vannamei se determina la
supervivencia en cada tanque, en los datos estadisticos que se emplea la Prueba de
Tukey conjuntamente con ANOVA. Comprobando donde el valor de P-VALUE es

superior a 0,05 en cada tanque, indicando asi que no existe diferencias estadisticas.

Los datos estadisticos revelaron que en el tanque 8 en los estadios zoea 3, mysis 1,
mysis 2 y mysis 3 la supervivencia es de 90%, en PL4 se registra con 72%. En zoea
2 el tanque con mayor supervivencia fue el tanque 19 con 97% a diferencia de mysis
2, PL1 y PL4 que presentaron un 66% de supervivencia, de manera que es el tanque
que presenta menor supervivencia, pero se encuentra en el rango de valores de

supervivencia dentro del protocolo de la empresa.

En cambio, el tanque 42 se mantiene con porcentajes mayor al 75% en todos los
estadios, en otras palabras, es el tanque con mayor supervivencia en larvas en los

estadios larvarios de camardn Litopenaeus vannamei.

En la figura 25, se corrobora la informacion mediante Desviacion Standard donde

se visualiza que las lineas del cada grafica se mantienen casi uniformes.
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Figura 25.

Supervivencia total de Litopenaeus vannamei por estadio.
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Nota: Porcentajes de supervivencia en estadios larvario de Litopenaeus vannamei. Los resultados

se presentan en barra representando la Media + DS

La supervivencia en general de los tres tranques analizados fue de un 66 %, basado
en poblacion total de todos los tanques hasta PL 9. El ltimo conteo realizado en
PL4 determina la biomasa del tanque 8 con 1,600.000 de larvas, representado en
porcentaje de 64%. El tanque 19 representa una biomasa de 1,400.000 en porcentaje
60% y finalmente, el tanque 42 que presenté mayor supervivencia en biomasa de

larvas con 1,700.000 con un porcentaje de supervivencia de 77%. (Figura 26)
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Figura 26

Supervivencia total de Litopenaeus vannamei por tanque.
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Nota: Porcentajes de supervivencia en cada tanque de Litopenaeus vannamei.

CAPITULO IV. DISCUCIONES, CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES.

4.1. DISCUSION

En la acuicultura la salud y el crecimiento del camardn son factores claves para la
rentabilidad y sostenibilidad. Una vision prometedora es el uso de las bacterias
probidticas para mejorar la salud intestinal y el crecimiento del camardn. Varias
cepas probidticas han demostrado tener capacidad para competir y combatir
patdégenos que dafian el tracto intestinal disminuyendo la colonizacién y la

reproduccion de enfermedades bacterianas.
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Es primordial recalcar que las bacterias poseen caracteristicas externas importantes
y la variabilidad morfolégica es interesante desde un enfoque cientifico, sin
embargo, también tienen importantes intervenciones en su funcion y la capacidad
de adaptarse en diferentes ambientes. La impresion cientifica y biologica de como
estas estructuras externas ayudan a la supervivencia de la bacteria es mencionado
en autores como (Cohen et al., 2020); (Schuech et al., 2019) exponen en un review,
que la existencia o ausencia de estructuras flagelares en especies afecta
directamente su morfologia, fisiologia y el desarrollo, en otros términos, la
presencia de flagelos permiten que se muevan de manera eficiente y mas rapido,
estos también actuan como Organos sensoriales que detectan los estimulos o la

direccion de flujo de agua.

En el presente estudio se aplicé un consorcio de probioticos identificados como
producto comercial 1, 2, y 3 fueron analizados por SEM, donde se observo que las
células del producto comercial 1 y 2 y 3 poseen apéndices en la superficie celular
bacteriana representado por flagelos en células de forma alargada consideradas
como bacillos como lo prescribe la ficha técnica, también en el producto comercial
2 se observo levaduras. La presencia de flagelos monétricos y flagelos peritricos,
fueron observaron en las bacterias del presente estudio, siendo considerados
organulos de motilidad Unicos que no solo se utilizan para movilizarse, sino que
también son esenciales para la enjambre y estan constituidos por una o varias
subunidades repetidas de (glico)proteinas que estan unidas covalentemente o no

covalentemente a estructuras lineales o ramificadas como establece Van Gerven et
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al., (2011), también los flagelos no sélo facilitan la movilidad de enjambre, sino
que también contribuyen a la adhesion a la superficie, facilitando asi la formacion

de biopeliculas (Merino et al., 2006).

Las caracteristicas de las bacterias probidticas del estudio aplicadas en el cultivo de
larvas de camarones cumplen otro mecanismo de accion de excluir las bacterias
patogenas como el Vibrio parahaemolyticus. que se dispersa en la hepatopancreas.
Segun Boyaci et al., (2016) si la densidad de vibrios pasan el limite de UFC se
comunican para activar los genes responsables de la enfermedad, es cuando acttan
las bacterias probidticas. Los resultados obtenidos en la presente investigacion
indican la presencia de colonias amarillas (Vibrio alginolyticus) con un recuento de
densidad de 103UFC/ml, y las colonias verdes (Vibrios parahemolyticus) en una
densidad de 103UFC/mI que se encuentra en menor cantidad en comparacion con
lo que describe Prayitno & Latchford, (1995) en lo que establece que las bacterias

patégenas pueden causar dafio a partir de una densidad de 10* UFC/ml.

La aplicacion de probidticos en el cultivo de larva de camarones sigue favoreciendo
el proceso de crecimiento larvario Un estudio realizado por Nimrat et al., (2012)
examina la efectividad de dos probiodticos (A y B) compuestos por Bacillus. Esta
investigacion demuestra que la administracion de probidticos conformados por
varias especies de Bacillus mejord significativamente el crecimiento y la

supervivencia de camarones en postlarva y aumento las bacterias beneficiosas en
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los camarones y el agua, de tal manera que la calidad de agua de cultivo mejora. En
concordancia con obtenido por Nimrat et al., (2012) los resultados obtenidos en el
presente trabajo demostraron que los productos comerciales de probidticos estan
compuestos en su mayoria por Bacillus lo que permitieron obtener una estabilidad

en el cultivo y una buena supervivencia.

Los productos comerciales evaluados en el presente estudio declaran en su ficha
técnica la existencia de bacterias Lactobacillus plantarum y Lactobacillus lactis,
acorde con lo establecido por Villamil Diaz & Martinez-Silva, (2009) menciona que
gran parte de microrganismos probioticos planteados para el uso en la acuicultura
pertenecen al grupo de las bacterias acido lacticas (LAB) este grupo de bacterias
han sido considera como Generally Recognized as Safe por las siglas en inglés
(GRAS), que significa Generalmente Reconocido como Seguros. Asi mismo, los
vibrios que al ser empleado como probidticos pueden ingresar a competir con otras
bacterias impidiendo patégenos, o ayuda a incrementar resistencia de infeccion a
los vibrios patdgenos (Balcédzar et al., 2007). Uno de estos vibrios que son utilizados
como probiotico es el Vibrio diabolicus (11i) (Ramirez et al., 2021) que se encuentra

disponible comercialmente y aporta beneficios en la salud del camardn.

Los efectos beneficiosos que aportan los probidticos también depende de varios
factores importantes (Toledo et al., 2019) detallan: el método de administracion, la

dosis, la cepa probiodtica y la especie de camarones. En un andlisis redactado por los
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autores antes mencionados, afiaden que el efecto de los probidticos en la tasa de
supervivencia del camaron depende también de la fase larval de produccion, dado
que la mayoria de estudios realizados son en postlarvas. Sin dejar de mencionar que
los probidticos son mas efectivos durante los primeros estadios. Cabe destacar que
este trabajo de investigacion la tasa de supervivencia en las larvas de camaron fue

mayor en cada estadio demostrando la eficiencia de los probioticos.

4.2. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el cultivo de larvas de camardn indican que en la
aplicacion del consorcio de bacterias predominando el género Bacillus demostraron
tener estructuras externas como flagelos y fimbrias que facilitan la motilidad y
adhesion a las larvas y al sistema de cultivo favoreciendo la estabilidad del cultivo

larvario, teniendo un efecto protector significativo contra patdogenos.

El recuento bacteriano resultante demostrd la presencia de colonias verdes en
cantidades menores en larvas de camardn en el estadio larvario de mysis 2 y en el
agua en nauplio 5, observando ausencia en los estadios posteriores, demostrando
que el consorcio probidtico aplicado en el sistema productivo impidid la
proliferacion de bacterias patdgenas, contribuyendo de manera satisfactoria la

supervivencia de las larvas de camarones.
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En conclusion, los resultados obtenidos confirman que la aplicacién de consorcio
probidtico puede ser una estrategia efectiva para mejorar y mantener la estabilidad

de un ciclo productivo de camardn Litopenaeus vannamei.

4.3 RECOMENDACIONES.

Realizar estudios de ADN de estas bacterias probiodticas que nos permitan validar

el género Bacillus y sus diferentes tipos de especies.

Aplicar estrategias para un buen manejo de produccion, con una calidad de agua
optima para el desarrollo de la larva L. vannamei para evitar la presencia de
enfermedades patogenas. Ademads, equilibrar una alimentacion adecuada y
balanceada aplicando alimentos comerciales especificos que contengan nutrientes

necesarios para un buen crecimiento.

Profundizar la comprension de los mecanismos inmunitarios de camarén para

seguir explorando el comportamiento de los camarones frente a patégenos.
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ANEXOS

Tlustracion 1. Probioticos de estudio.

l' ".-V-.‘

Ilustraciéon 2. Preparacion de las Iustracién 3. Activacion de bacterias
muestras. probidticas
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Ilustracion 4. Cultivo de bacterias HNustracion 5. Cultivo de cepas

probidticas en Agar TSA+NaCl vy bacterianas en agar liquido TSB (izq.) y
aislamiento de cepas bacterianas. LB (der.).
-\
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= ;\'
N5
5 %
Zoea2 - Misis 2

Tlustracion 6. Larvas L. vannamei en
estadios  larvarios observados en
microscopio.
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Iustracién 7. Prueba de normalidad Anderson Darling de colonias verdes y amarillas en

estadios larvarios en agua
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Ilustracion 8. Prueba de normalidad Anderson Darling de bacterias totales en TSA de estadios
larvarios en agua
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