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RESUMEN.

El cultivo de camardn denominado camaronicultura es uno de los sectores econdomicos mas
grandes del pais, pues se realiza en toda la costa ecuatoriana abarcando grandes areas de
produccion, localizados en islas y tierras altas dependiendo del tipo de cultivo. Su
intensificacion por mejores resultados de produccion se ha visto afectado por enfermedades
que pueden llegar hasta la mortalidad total provocando pérdidas econdmicas. Para controlar
este problema y tener una mejor prevencion se ha venido practicando la aplicacion de
antibioticos, sin embargo, su uso ha sido motivo de criticas debido al impacto que se ha
desarrollado en el medio, por ende, una de las alternativas mas amigables con el ecosistema
que se ha venido implementado es el uso de probidticos que contiene una mezcla de bacterias
que generan beneficios durante el desarrollo del cultivo. El uso de probidticos durante los
ultimos afios esta presente en casi todos los protocolos de cultivo comercial. Su aplicacién
dentro del cultivo de camaron blanco del Pacifico es necesario, considerando sus usos, desde
el control y prevencion de enfermedades, crecimiento y desarrollo de un mejor sistema
inmunologico, y asi evitar el uso de antibidticos que provoca efectos negativos al medio
acuatico. Las bacterias probi6ticas (micoorganismos) vivos que aplicados en la dieta altera
la microbiota del hospedador desarrollando sus efectos benéficos, dentro de ellas se
encuentran los géneros mas representativos como Bacillus, Lactobacillus, Pediococcus ,etc
. Aun no se ha determinado por completo los mecanismos de accion que estos ejercen, debido
a la existencia de cepas bacterianas aun no identificadas por completo, pero existe variedad
de bacterias que han demostrado un rol benéfico en cultivos, en la actualidad adn siguen
siendo objeto de estudio para su correcta aplicacion debido a que nuestro medio acuatico esta

en constante cambio por las actividades comerciales en mejoras de la produccion.

Las pruebas realizadas en el presente trabajo estan encaminadas para determinar si los
productos comerciales con un mix especial de cepas bacterianas pueden ayudar al
crecimiento, control de enfermedades y mejora del ecosistema. Su aplicacion se dio de la
siguiente manera; probidtico (A) liquido aplicado en la preparacion del suelo, probiético (B)
polvo aplicado junto al alimento durante los primeros 15 dias y (C) pastilla que se lo aplicd
directo al agua cada 15 dias. Los camarones fueron sembrados de manera directa, y a una
densidad promedio de 118 animales por metro cuadrado. Sus efectos fueron evaluados a



través de datos cuantitativos mediante la herramienta estadistica SPSS. Los datos recopilados
fueron de peso, observacion microscépica de branquias, hepatopancreas, intestino, ademas
se analiz6 amonio, pH y oxigeno. Luego de 94 dias de cultivo se pudo determinar que los
pesos obtenidos no tuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, en cuanto al
monitoreo de salud los valores demostraron que es viable la aplicacion de estos productos ya
gue mantiene un nivel estable a los animales y también mejora el ambiente, finalmente a
nivel de parametros estudiados no presentaron diferencias significativas entre el control y
tratamiento, lo que indica que no hay una influencia mayor en la aplicacion de los probiéticos
comerciales.

Palabras claves: probioticos, patdgeno, micro biota, materia organica y enfermedades.



ABSTRACT

The cultivation of shrimp called "camaronicultura” is one of the largest economic sectors in
the country, since it is carried out all along the Ecuadorian coast, covering large production
areas, located in islands and highlands depending on the type of cultivation. Its intensification
due to better production results has been affected by diseases that can reach total mortality
causing economic losses. In order to control this problem and have a better prevention, the
application of antibiotics has been practiced; however, their use has been a cause of criticism
due to the impact that has been developed in the environment, therefore, one of the friendliest
alternatives with the ecosystem that has been implemented is the use of probiotics that
contain a mixture of bacteria that generate benefits during the development of the culture.
The use of probiotics in recent years is present in almost all commercial culture protocols.
Its application within the Pacific white shrimp culture is necessary, considering its uses, from
the control and prevention of diseases, growth and development of a better immune system,
and thus avoiding the use of antibiotics that cause negative effects to the aquatic environment.
Live probiotic bacteria (mycoorganisms) applied in the diet alter the host's microbiota
developing their beneficial effects, among them are the most representative genera such as
Bacillus, Lactobacillus, Pediococcus ,etc . It has not yet been completely determined the
mechanisms of action that these exert, due to the existence of bacterial strains not yet
completely identified, but there is a variety of bacteria that have demonstrated a beneficial
role in cultures, at present are still being studied for proper application because our aquatic

environment is constantly changing by commercial activities in production improvements.

The tests carried out in this work are aimed to determine if commercial products with a
special mix of bacterial strains can help growth, disease control and ecosystem improvement.
Its application was given in the following way; probiotic (A) liquid applied in the preparation
of the soil, probiotic (B) powder applied next to the food during the first 15 days and (C)
tablet applied directly to the water every 15 days. The shrimp were planted directly, and at
an average density of 118 animals per square meter. Its effects were evaluated through
quantitative data by means of the statistical tool SPSS. The collected data were of weight,
microscopic observation of gills, hepatopancreas, intestine, besides it was analyzed
ammonium, pH and oxygen. After 94 days of cultivation, it could be determined that the
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weights obtained did not have significant differences among the treatments, as for the health
monitoring, the values demonstrated that it is viable the application of these products since
it maintains a stable level to the animals and also improves the environment, finally, at the
level of studied parameters, they did not present significant differences between control and
treatment, which indicates that there is not a major influence in the application of commercial
probiotics.

Keywords: probiotics, pathogen, micro biota, organic matter and diseases.
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1 INTRODUCCION.

La acuacultura es una actividad generadora de alimentos, aunque los efluentes de material
disuelto y suspendido estan generando impacto contra la diversidad y habitat (Boyd &
Gautier, 2000)

Actualmente el cultivo de Litopenaeus vannamei ha ido creciendo técnicamente con el fin de
producir mas, gastar y contaminar menos. Lo que puede provocar alteraciones en el medio

ambiente y esto conlleva a enfermedades y bajo crecimiento en los animales.

En Ecuador la produccién esté siendo limitada por la escasez de tierra para la construccion
de nuevos estanques que ayude a mejorar los niveles de produccion. Esto demanda que la
industria trabaje sosteniblemente, empezando por la disminucion de antibiéticos y buscando
alternativas viables que ayuden a la amenaza de enfermedades. La aplicacion de probioticos
y otros aditivos contribuyen a mejorar la respuesta fisiologica e inmunolégica de los
animales, siendo el &rea de nutricion animal de las empresas la que sea evaluada para usar

los mejores ingredientes y procesos en la elaboracion de balanceado (Piedrahita, 2018)

Esto ha provocado que la industria acuicola dé solucion a las necesidades quimicas,
fisiologicas y nutricionales de los animales mediante el uso de microorganismos, sin

embargo, se corre el riesgo de que el efecto no sea efectivo al 100%.

El uso de productos amigables con el medio ambiente y que de manera bioldgica contribuyan
a mejorar el suelo, agua; hace que disminuya la aplicacion de farmacos que causan resistencia

entre las bacterias patdgenas, y que las nuevas cepas probidticas se adapten a ese medio.

En los estanques existen varios tipos de cepas bacterianas que juegan un papel importante en
la descomposicion de materia organica y reciclaje de nutrientes, dentro del medio acuatico (
TSertova, Kisand, Baty, & Kisand, 2013)

Muchas investigaciones se han desarrollado sobre el uso de probioticos en piscinas de
engorda, sin embargo, debido a las caracteristicas del medio varian sus resultados. Por ello
el presente trabajo realizado en la provincia de EI Oro, Ecuador, esta enfocado a controlar y
mejorar la calidad de suelo y agua en piscinas de engorda a través del uso de probidticos en

12



el alimento y directo al agua, siendo una buena alternativa para prevencion y control de

patologias acuicolas que afectan la produccion.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En Ecuador la produccion acuicola es uno de los principales rubros econémicos, lo que
demanda mejorar la técnica y procesos de produccion para abastecer las necesidades

comerciales.

Actualmente la industria acuicola atraviesa problemas en el cultivo debido a la presencia de
patdgenos que se acumulan en el sedimento y en la columna de agua, el mal manejo del

estanque provoca que los animales se enfermen y por ende disminuya la produccion final.

La provincia de EI Oro, es una de las primeras productoras de camarén, y por ende ha venido
implementado innovaciones de calidad para disminuir la aparicion de enfermedades que en
algunas ocasiones son producto del exceso de materia organica debido a la acumulacién de

residuos en el estanque.

Esta materia organica, durante su permanencia provoca la presencia de diferentes patdgenos,
entre ellos protozoarios, haciendo que los animales se enfermen y por ende se debilite su

sistema inmunoldgico.

13



3 JUSTIFICACION

La presencia de metodos preventivos de control para contrarrestar el problema de

enfermedades se basa en el uso de probidticos (Gao, y otros, 2017)

El uso de microorganismos es seguro y amigable con el medio ambiente, esto ayuda a
desarrollar la resistencia frente a enfermedades y se consigue un mejor estado nutricional de
los organismos. Ademas, se mejora la condicion fisiologica y sanitaria, actualmente se lo
considera a los probidticos como biomasa directa para alimentar peces y camarones
(Martinez , Martinez P., Lépez, & Enriquez, 2014)

Algunos autores mencionan que la incidencia de los probioticos sobre los organismos
aumenta el apetito, lo que hace que mejore la conversion alimenticia (Vidal, Pessoa, Santos,
Mendes, & Mendes, 2018)

El uso de bacilos, se lo ha aplicado contra enfermedades bacterianas, ya que proporciona un
efecto beneficioso en el organismo al alterar la microbiota intestinal, perfeccionando los

indices zootécnicos (Vidal, Pessoa, Santos, Mendes, & Mendes, 2018)

La cepa de Bacillus pumilus posee -caracteristicas antimicrobianasya que posee
pumilacidinas, importante para realizar las actividades antimicrobianas. (Oliveira, Williams,
Andersen, Sarragiotto, & Baldoqui, 2020)

14



3  OBJETIVOS

Objetivo general.
Determinar el efecto de probidticos comerciales en piscinas de engorde para el crecimiento

y prevencion de enfermedades en el cultivo de Litopenaeus vannamei.
Objetivo especifico.
e Describir los pardmetros como oxigeno, pH, y amonio en las piscinas para evitar que
los animales se estresen durante la corrida.
e Monitorear el efecto de los probidticos en el control sanitario de los camarones
cultivados mediante la observacion de branquias, hepatopancreas e intestino.
e Evaluar el efecto de los probidticos comerciales aplicado en el cultivo de Litopenaeus

vannamei.

4  HIPOTESIS

¢Podria el uso de probidticos comerciales ayudar al camar6n en la sobrevivencia y

prevencion de enfermedades?

Se sabe que los probidticos comerciales aplicados desde el inicio de la siembra y durante el
cultivo, mejora la calidad de agua y suelo, favoreciendo el crecimiento y rendimiento de

produccion del camardn blanco Litopenaeus vannamei.

15



CAPITULOI
5 REVISIONDE LITERATURA

La camaronicultura es considerado un sector de produccion de alimentos a gran escala, para
satisfacer la demanda de habitantes que dia a dia crece. La produccion de crustaceos es una

alternativa de mayor logro monetario, y cuenta con sistemas de produccion ya conocidos.

El camaron blanco del Pacifico es una de las especies acuaticas mas comercializadas dentro
de nuestro pais. Sin embargo, la produccion a nivel mundial ha sufrido graves pérdidas
debido a enfermedades causadas por virus y bacterias y protozoarios (Kewcharoen &

Srisapoome, 2019)

Probleméatica en la produccion del camarén.

Durante el desarrollo del cultivo se presentan desequilibrios ambientales, afligiendo el estado
de salud de los organismos y la aparicion de agentes potencialmente patogenos (Vidal,
Pessoa, Santos, Mendes, & Mendes, 2018)

Se deben considerar el modo de actuar de los agentes patogenos en el medio, evolucion y
cantidad de organismos concentrados ya que de esto depende el grado de infestacion en un

estanque (Gao, y otros, 2017)

Uno de los motivos que influye a la presencia de enfermedades es cuando, el alimento no
consumido y heces presentes perjudican la calidad del agua, interfiriendo en crecimiento,

sobrevivencia y rendimiento de la produccion (Lezama, Paniagua, & Zamora, 2010)

El mal uso de farmacos en el cultivo de camardn genera residuos en el organismo y ambiente,
provocando resistencia y bajan la calidad de producto final antes de ser comercializado
(Gothwal & Shashidhar, 2014)

A nivel de produccidn, no hay un protocolo general especifico que sea aplicado en el campo
para tratar cada una de las patologias, sin embargo, se debe empezar de manera estricta el
uso de buenas practicas acuicolas, que va desde un buen tratamiento de suelo y agua, para
que se minimice el contenido de los desechos del animal, evitando el crecimiento de

microorganismos patdgenos (Thitamadee, y otros, 2016)

16



Segun el manual de buenas practicas acuicolas, toda granja acuicola debe contener su
protocolo establecido, bien documentado, de manera que durante la produccion el uso de
insumos y suministros quimicos, sean considerado aptos y que no afecten el medio, ademas

deben contar con las normas y regulaciones establecidas a nivel mundial (OIRSA, 2017)

La manera mas comun para tratar este problema de enfermedades, se da por la aplicacion en
el cultivo de productos quimicos, drogas y antibioticos, para las bacterias dafiinas y otros
patdgenos. Sin embargo, el uso excesivo 0 mal uso, hace que se vean residuos en el camaroén,

y generen resistencia por ende una mayor virulencia (Kewcharoen & Srisapoome, 2019)

Para contrarrestar el problema de enfermedades se han creado muchas medidas, siendo una
de ellas el uso de probioticos. Ya que, dentro del campo acuicola, es uno de los procesos
bioldgicos que ha tomado lugar en el desarrollo tecnoldgico mundial (Barros, Simiqueli, de
Andrade , & Pastore, 2013)

Probidticos.

Las practicas con probidticas en la acuicultura empezaron siendo aplicadas para aumentar la
resistencia a enfermedades, crecimiento y eficiencia en los alimentos, luego de ello se aplicd
para mejorar la calidad de agua frente a infecciones bacterianas y actualmente se evidencia
la mejora en digestibilidad de los nutrientes, tolerancia a etapas de estrés, y contribuye en la
reproduccion. (Jamal, Abdulrahman, Harbi, & Chithambaran, 2019)

La aplicacién de probidticos en el Ecuador empez6 desde la década de los 80, siendo su uso

mas frecuente despues de la enfermedad de mancha blanca (Correa, 2018)

Los probidticos al ser microorganismos que confieren beneficios a la salud, deben ser

considerados y administrarse en cantidades adecuadas (Guarner, y otros, 2017)

Usar productos con mezclas probioticas, puede modificar el perfil bacteriano presente en el
intestino del camaron, aunque corre el riesgo de que las bacterias nuevas incorporadas que
no son procedentes del medio marino, cause un riesgo de desequilibrio ambiental (\Vargas
Albores, y otros, 2017)

17



Los probidticos comerciales en presentacion de polvo y liquido, pueden mantener los
parametros de calidad de agua, NHsz, NO2 -N, materia orgénica total (Atmomarsono y otros,
2020)

En el sustrato la alta aplicacidn de bacterias probioticas dentro del estanque podria inducir a
la competencia por nutrientes, lo que causaria inhibicidn sobre el crecimiento de las bacterias.
patogenas (Setiawati & Hudaidah, 2013)

Es importante el efecto antagénico que hay entre patdgeno — probidtico, esto se da cuando se
realiza pruebas in vitro y se selecciona cepas probidticos extraidas del medio acuético, e
intestino del camaron, frente a patdgenos de crustaceo (Lépez & Padilla, 2017)

Por lo general la evaluacion de probi6ticos se lo realiza in vitro en condiciones controladas,
pero es necesario probar su eficacia a nivel de granja para validar su efectividad (Vieria , y
otros, 2016)

Mecanismos de accién en los probioticos

Investigaciones realizadas indican que la funcion de los probidticos va de acuerdo a los
mecanismos de exclusion competitiva donde los patdégenos son reemplazados o excluidos
por bacterias beneficiosas que se desarrollan en la parte intestinal, mejorando el crecimiento

y la salud del animal (Trujillo, y otros, 2017)

Los modos de accion de los probioticos han sido caracterizados por varios autores como:
mecanismos complementarios con inmunoestimulantes Diaz Rosales et.al, (2006), inhibicion
0 competencia de patdégenos Brunt, y otros, (2007), mantenimiento de organismos sanos y
una microbiota intestinal diversa (Hill, Baiano, & Barnes, 2009)

Las interacciones presentes en la microbiota del intestino, juega un importante papel en la
salud de los organismos, una caracteristica que debe ser tomada en cuenta cuando se usa

probidtico como alimento (Sha, y otros, 2016)

Caracteristicas de los probidticos

Meda y Lia (1992) consideran que los probidticos mejoran la calidad de agua, respuesta

inmune y resistencia a enfermedades en langostinos (Hill, Baiano, & Barnes, 2009)

18



En los sedimentos acuicolas su composicion quimica depende de factores como tipos de
suelo, tasas de aireacion, cantidad de alimento no consumido y excrecién. El nitrégeno en
bajas cantidades es causado por la mineralizacion, por ello la aplicacion de probidticos da
una mejora en la mineralizacion del agua y sedimento. (Sivaramakrishnan & Rajkumar,
2017)

Los probioticos se caracterizan por ser de rapida reproduccion, produccion de compuestos
antimicrobianos como acidos organicos, lacticos, bacteriocinas y peroxido de hidrogeno

(Pandiyan, y otros, 2013)

El microorganismo considerado como probiodtico no debe ser patégeno y tiene que estar
bioquimica y fisiologicamente bien caracterizado, siendo preferible que haya sido aislado del
intestino de la propia especie en alguna de sus fases para que se adapte facilmente (Balcazar,
y otros, 2006)

Su uso modifica la comunidad microbiana relacionada al organismo o al ambiente, para que
se aproveche el alimento y aumente su valor nutricional evitando que las enfermedades
tengan un efecto potencialmente mortal (Verschuere, Rombaut, Sorgeloos, & Verstraete,
2000)

Los probioticos vivos al ser usados como suplemento deben tener la capacidad de sobrevivir

y pasar a través del tracto intestinal (NavinChandran, y otros, 2014).

La adicion de cepas de bacterias probidticas como las acido lacticas con levaduras y bacterias
fototrofas presentes en el agua del tanque, provoca retraso en la mortalidad y una buena tasa

de supervivencia final (Aranguren Caro, Mai, Noble, & Dhar, 2020)

Las bacterias Gram — positivas formadoras de esporas, en el caso del Bacillus es el més

usado como probioticos en el campo acuicola (Cutting, 2011)

A continuacidn, presentamos cepas microbianas probadas como probioticos en condiciones

de campo.

Tabla 1: Cepas microbianas autorizadas y probadas utilizadas como probidticos en
condiciones de campo.
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Cepa probidtico Beneficio Modo de | Referencia
aplicacion
Bacillus cereus Control de concentracion de | Agua (Moreira, Sabrina,
Vibrio. Leivas, Romano, &

Ballester, 2011)

Bacillus Limpieza de materia organica en | Agua (Moriarty, Decamp, &

licheniformis competencia con otras bacterias. Lavens, 2005)

Bacillus subtilis Infeccion de Vibrio harveyi Agua (Utiswannakul, Sangchal,

& Rengpipat, 2011)

Saccharomyces Inmunoestimulante ante el Vibrio | Dieta (Scholz, y otros, 1999)

cerevisiae harveyi

Streptococcus s.p Antagonista ante el Vibrio | Dieta (Ajitha, Sridhar, Sridhar,
alginolyticus Singh, & Varghese, 2004)

Pediococcus Control de Vibrio alginolyticus | Dieta (Villamil, Figueras,

Planas, & Novoa, 2003)

Autor: (Trujillo, y otros, 2017)

Bacillus

La familia Bacillaceae, esta conformada por el género Bacillus constituyendo la bacteria mas

destacada formadora de endosporas aerdbicas, con mas de 268 especies y subespecies; siendo

algunos géneros encontrados en el medio ambiente y denominados como contaminantes de
laboratorio (Public Health England, 2018)

El género Bacillus es diverso y con variedad genética diversa, hay gran cantidad de estudios

aplicados en el cultivo de camaron para contrarrestar enfermedades, sin embargo, no todas

sus cepas son efectivas totalmente frente a patdégenos (Le, y otros, 2019)
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Son de facil cultivo en condiciones de laboratorio permitiendo inhibir el crecimiento de otros

microorganismos (Gouveia, Silva, Santos, Martins, & Lopez, 2019)

Su uso se lo ha aplicado contra enfermedades bacterianas, ya que proporciona un efecto
beneficioso en el organismo al alterar microbiota intestinal, perfeccionando los indices

zootécnicos (Vidal, y otros, 2019)

Probioticos mezclados con Bacillus mejoran la supervivencia en el camaron y la calidad de
agua en niveles de pH, amoniaco y nitrito (Nimrat, Suksawat, Boonthai, & Vuthiphandchai,
2012)

Este género pueden sobrevivir en entorno natural gracias a las actividades biolégicas como:
antimicrobianos, antivirales, inmunosupresores y actividades antitumorales (Sansinenea &
Ortiz, 2011)

Bacillus al ser formadoras de esporas, se caracteriza por ser termoestables permitiendo que
puedan almacenarse a temperatura ambiente en forma de productos deshidratados para que
no se vea afectado su viabilidad. La aplicacion de estas bacterias en la acuicultura ayuda a
mejorar el crecimiento y resistencia a enfermedades, en este grupo podemos encontrar a las
especies B. subtilis, B. clausii, B. cereus, B. coagulans y B. licheniformis, siendo las mas
estudiadas (Vidal, Pessoa, Santos, Mendes, & Mendes, 2018)

Especies de Bacillus que provienen de cepas marinas tienen cierta caracteristica ya que
producen metabolitos que no se encuentran en la tierra como: lipopéptidos, polipéptidos,
macrolactonas, &cidos grasos. Presentando propiedades bioldgicas como antibi6tico,

anticanceroso y antifangico (Mondol , Shin, & Islam , 2013)

La administracion de probi6ticos con Bacillus sp. y Pseudomonas sp. en concentraciones de
107y 108 UFC/mI podrian reducir el contenido organico en el agua de larvas y mejoran el

crecimiento de Litopenaeus vannamei. (Jefri, Satyantini, Sahidu, Nindarw, & Rozi, 2020)

Se ha demostrado que bacterias como Bacillus subtilis y B. licheniformis tienen actividad en
el intestino del camaron potencializando la produccién de enzimas como proteasa, lipasa,

celulasa y amilasa (Wang, y otros, 2020)
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Bacillus subtilis, Bacillus polyxmya, Bacillus megaterium, Bacillus lichinofromis, entre
otros, mostraron un papel importante sobre el estanque manteniéndola higiénicamente bien,
siendo una herramienta para reducir la contaminacion microbiana. (Prasad B. & Nayak,
2020)

Especies de genero Bacillus subtilis al producir lipasa y proteasa, aumenta la digestién del
camaron, ademas presento actividad inhibitoria contra Vibrio parahaemolyticus y finalmente
aumento la supervivencia (Sekar, y otros, 2019). Ciertas bacterias marinas son productoras
de biofloculantes, siendo aquellas que secretan sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
que responden al estrés fisiolégico presente en el entorno natural. Por ello se considera que
especies como: Halomonas venusta, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus,
Nitratireductor aquimarinus y Pseudoalteromonas sp, tienen caracteristicas potenciales para
poder aplicarse en el tratamiento de aguas residuales de la acuicultura (Che Hashim, y otros,
2019)

Los biofloculantes a base de polisacéridos poseen biodegradabilidad, donde hay altas
estancias de floculacion que sirve para la eliminacion de metales y para tratamiento de aguas
residuales. Las cepas Bacillus megaterium, B. toyonensis, B. pumilus, B. thuringiensis, tiene
una maxima floculacién, donde B. pumilus se presenta en maximo rango al comprobarse que

el biofloculante es un polisacarido (Gouveia, Silva, Santos, Martins, & Ldpez, 2019)

La accion de floculacién se da para formar agregados de particulas finamente dispersas en la
presencia de sustancias poliméricas sintéticas o naturales denominados floculantes. Los
biofloculantes son considerados metabolitos secundarios que producen cuando esta en
crecimiento microorganismos como bacterias, algas y hongos ( Okaiyeto, Nwodo, Mabinya,
Okoli, & Okoh, 2015)

Won vy otros (2020), recomiendan que Lactococcus lactis, B. subtilis, Pediococcus
pentosaceus, podrian mejorar el crecimiento, la inmunidad, actividad enzimatica y

resistencia a enfermedades reemplazando a los antibiéticos.
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Enfermedades presentes en el cultivo de camaron.

Al presentarse un brote de enfermedades, las medidas a realizar son el capturar organismos
in situ y se analizan los animales individualmente, dando como resultado el porcentaje de
poblacion afectada, grado de severidad de las afecciones y cuél es la posible patégeno que
esté afectando. A esto se le denomina examen clinico y debe incluir siempre la revision
cuidadosa del camaron a través de un recorrido manual y visual alrededor del estanque.
(Morales & Cuellar, 2014)

Actualmente se presentan nueve enfermedades de crustaceos declarados por la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) (8 incluidas en el Cddigo Acuatico y la agregada

recientemente Necrosis Aguda del Hepatopancreas) (Pefia & Varela , 2016)

El cultivo de camardn en Ecuador como en otros paises alrededor del mundo que se dedican
a esta actividad se ven afectados por diversos patégenos, cuando se encuentran bajo estrés
ambiental, causando alta mortalidad. Dentro los pat6genos responsables de enfermedades los
mas conocidos son: virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHHNV), virus de la
mancha blanca (WSSV), sindrome de Taura (TSV), cabeza amarilla, mionecrosis infecciosa
y la bacteria que causa la Hepatopancreatitis necrotizante (NHP) entre otros (Vazquez, y
otros, 2016; Lightner, 2011)

La bacteria Hepatobacterium penaei, es considerada una de los patégenos encontrados en
mayor cantidad, causante de la Hepatopancreatitis necrotizante, bacteria Gram negativa que
afecta al cultivo hasta en un 90% causando pérdidas en su cultivo. (Lightner, Redman, &
Bonami, 1992)

Por tanto, Flegel (2012)sefnala que las enfermedades que aparecen durante el cultivo de

camaron, en un 60% se relacionan a virus, 20% bacterias y 20% a hongos y parasitos.

Estudios describen que la alta mortalidad que provoca las bacterias en postlarva de
Litopenaeus vannamei, ha llevado a la aplicacion de productos terapéuticos para poder
controlar enfermedades. Ante la presencia del Vibrios, en especial el Harveyi,sp se ha

verificado que con probidticos comerciales, acidos organicos y aceite esencial es posible
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controlar las cepas en su mayoria. Su verificacion en campo es recomendada con el fin de

que se tomen decisiones adecuadas en beneficio de la produccion (Sotomayor, y otros, 2019)

Otro de los microorganismos patdgenos oportunistas que pueden presentarse en los
camarones son los epicomensales y epibiontes que se localizan superficialmente en el
camarén por mucho tiempo hasta debilitarlos. (Carman & Dobbs, 1997). Algunos autores
indican que estos microorganismos se localizan en branquias, apéndices exoesqueletos,
afectando en gran medida al cultivo considerandose como entes etiologicos de grandes
enfermedades. Los géneros mas representativos son Zoothamnium sp., Epistylis sp., Acineta
sp. y Ascophrys sp. (Mayén-Estrada & Aladro-Lubel, 2001)

Estos protozoarios son considerados cosmopolitas, y se alimentan de pequefias particulas
organicas (bacterias, detritus) que se encuentran en el fondo del estanque (Chang, 1991). En
piscinas de engorda se presenta con frecuencia, en especial donde hay exceso de materia
organica deteriorando el medio, afectando a la supervivencia de los animales (Cabrera &
Rubio, 2012. Asimismo, necesitan humedad para movilizarse, por lo que esta caracteristica
del suelo determinard el tiempo que el protozoario esté presente en el estanque (Ambientum,
2018)
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6 MATERIALESY METODOS
Localizacion de la estacion experimental.

El estudio se realizo en las instalaciones de la compafiia AGROMIN S.A, zona de produccion
del estero Chiverias, parroquia de Puerto Bolivar, cuya propietaria es Ing. Anabel Palacios
Mg.Sc..

Materiales y equipos.
MATERIALES

e Balanceado.

e Probiotico comercial A, By C.
e Barbasco.

e Zeolita.

e Baldes.

e DBotas.

e Camara digital.

e (Guantes.

e Mallas y cedazos.

e Recipientes de 60I.

e Kit de amonio.
EQUIPOS.

e Balanza analitica.

e Peachimetro.

e Balanza.

e Gramera.

e Aireadores.

e Microscopio.

e Material de diseccion.
e Atarraya.

e Kit de amonio.
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Preparacion de las piscinas.
Para la preparacion se usa barbasco, zeolita como parte del protocolo de la camaronera, a ello
se le agrego el probiotico comercial A en cantidades de 1 litro por cada 2 ha, en una sola

aplicacion al inicio.

Manejo del estanque.
Semanalmente se obtuvo el incremento de peso de los animales en cada piscina y se tomaron

diariamente valores de oxigeno.

Para el calculo de peso semanal, se determiné pesando un grupo representativo de animales
escogidos al azar, tomando en varios puntos de la piscina 2 a la entrada de agua, 2 cerca de

la salida y uno en mesa.

Preparacion de los productos.
Después de la siembra, se colocé el probidtico comercial B, junto al alimento en cantidades
de 3,3 g por kilo durante los 18 primeros dias, siguiendo el protocolo establecido por la

camaronera.

Cada 15 dias se aplicaba el probi6tico comercial C en presentacion de pastilla, directamente

al agua.

Alimentacion.
Dentro del protocolo usaron dos bacterias adicionales, junto con aminoacidos y acidos
organicos. Se los alimenta 2 veces al dia, su manera de aplicar es al voleo con el uso de
comederos testigo, debido al habito y la fisiologia del animal. El uso de comederos testigo
son puestos para establecer si el camaron estd comiendo o no, dando pautas para aumentar el

alimento de acuerdo a las necesidades del mismo.

Examen clinico.
De acuerdo con la metodologia de Cuéllar-Anjel (2008), el examen clinico fue realizado a
partir del dia 27 y semanalmente se recolectaba una muestra representativa de cada piscina.
Se examinaron branquias (protozoarios, detritus), caracteristicas de los apéndices (pledpodos
y urépodos), presencia de edema en apéndices u otras partes del cuerpo, heridas del musculo
abdominal, caracteristicas de la hepatopancreas (lipidos, inflamacion), replecién intestinal

(porcentaje del intestino que se encuentra lleno) y observacion de otras anomalias.
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Disefio experimental.
Este estudio realizado es de tipo descriptivo, experimental. La investigacion de campo se

realizé durante 96 dias, que corresponde desde la preparacion de las piscinas

El experimento consistio en un tratamiento y un testigo aplicando la bacteria comercial A, B
y C mas el probidtico del protocolo propio de la camaronera. Los animales fueron
alimentados con pienso comercial en la fase inicial al 35% de proteina y posteriormente 22%
(Tabla 2)

Tabla 2:Descripcion de los tratamientos tras la aplicacion de probidticos comerciales en el

engorda de camaron blanco.

N° Tratamientos Tratamientos

Método rutinario con probidticos propios del protocolo—

Piscina 14

Control

) Probidticos A+B+C (comerciales)-Piscina 16
Tratamiento 1

Probioticos A+B+C (comerciales)- Piscina 17

Analisis estadistico.
El andlisis estadistico es de variable cuantitativa, se presenta como objeto de estudio el

analisis patologico del camaroén y los pesos obtenidos.

Se realizd un anélisis de varianza ANOVA para determinar las diferencias significativas en
los datos recopilados, para su evaluacién entre tratamientos fue con un 5% nivel de

significancia usando programa estadistico SPSS.
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7 RESULTADOSY DISCUSION.

Como indica la Tabla 3. Despues de 96 dias de tratamiento con los probidticos tanto en el

suelo como en el alimento, se pudo observar que no hubo diferencias significativas en cuanto

a peso del control y tratamiento, pero si hubo variacion respecto a la piscina dentro del

tratamiento.

Tabla 3:Pesos e incremento semanal presentado en gramos el control y el tratamiento..

o ) Dias de ) Incremento
Piscinas Has | Densidad _ Peso promedio
cultivo semanal
Control P-14 | 5.30 122 94 14.75 0.74
) P-17 | 8.71 126 94 16.1 0.73
Tratamiento
P-16 | 8.21 104 94 8.24 0.4

A partir del dia 28 se tomaron muestras de animales en fresco, llevadas semanalmente al

microscopio.

Tabla 4: Descripcidn de branquias, hepatopancreas, intestino, amonio y pH.
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La piscina T1- P17 a nivel de branquias present6 un 10% de detritus a los 70 dias siendo este
su valor maximo en toda la corrida, el porcentaje de lipido fue de 88% promedio, con un 3%
de inflamacién tubular solo en dia 28, y no hubo presencia de gregarinas ni nematodos, los
niveles de protozoarios ciliados fueron bajos (1-3%) durante toda la corrida. A nivel externo
los animales se mantuvieron saludables sin presentar sintomas de alguna otra patologia. Los

niveles de amonio y pH se mantuvieron en rangos normales hasta la cosecha.

La piscina T1-P16, durante la corrida a nivel de branguias se observo presencia de detritus al
10% en el dia 83, y en la hepatopancreas se presento un 89% de lipidos, en un rango de 35
dias, los animales presentaron inflamaciéon en los tibulos empezando con un 5% y
disminuyendo progresivamente hasta alcanzar el 1%, con una posterior inflamacion del 3%.
A los 41 dias se observo gregarinas en grado 2 y posteriormente se disminuy6 a grado 1, a

los 76 dias se pudo observar presencia de nematodos.

La piscina T0-P14, a los 62 dias presentd a nivel de branquias protozoarios ciliados en un

5%, el detritus se observo a los 48, 62, 76 dias en un 3%.

La presencia de protozoarios, en el dia 55 a 62 llegd a un 5% de la piscina control, en

comparacion la piscina tratamiento quien mantuvo niveles bajos de protozoarios,
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demostrando que poseen un efecto control sobre organismos promotores de enfermedades
(Figura 1)

Medias marginales estimadas de Protozoarios (%)

s oo % Probioticos

fl — Control
I Con probioticos

4,007 I |

3,007 | |

2,007 | |

Medias marginales estimadas

1,00 [/ |

’ |
00 e o — oo &— o o

T T T T T T T T T
dia 27 dia 34 dia 41 dia 48 dia 55 dia 62 dia 69 dia 76 dia 83

Dias de evaluacion

Figura 1: Comparacidn sobre la presencia de protozoarios entre tratamiento y control.

A nivel de hepatopéncreas se mantuvo el nivel de lipidos en un 87%, la inflamacion tubular
estuvo presente desde el dia 27 hasta el final de la corrida junto con necrosis. Finalmente,

estos animales no presentaron gregarinas y asi mismo los niveles de amonio y pH se
mantuvieron estables.

A través del andlisis de hepatopancreas podemos observar graficamente los siguientes
resultados. El porcentaje de lipidos durante el cultivo fue mayor en el tratamiento con la
aplicacion de probidticos, en comparacion con el control quien, a partir del dia 34 obtuvo una
disminucion constante (Figura 2). Asi mismo el porcentaje de inflamacion de tubulos desde
el dia 27 obtuvo un decrecimiento en sus valores hasta llegar a cero en la aplicacion de
probidticos, mientras que el tratamiento control a partir del dia 34 empez6 a ascender los

valores significativamente, manteniendo en un valor promedio de 4% (Figura 3)

Aspectos como necrosis se observaron en la piscina control los dias 55, 76 hasta 83.
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Figura 2: Comparacion sobre la cantidad de lipidos presentes en la hepatopancreas en

relacion al control
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Figura 3: Comparacion sobre la inflamacion de tabulos entre la aplicacion de piscina con

respecto al control.
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Los parametros estudiados de pH durante la corrida se mantuvieron mas altos en el control,

y solo en la muestra 6 se presentaron valores maximos, los valores de amonio se mantuvieron

en valores de 0,0015 en el control y 0,0045 en tratamiento (Figura 4)

840
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\ / 4
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5
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Figura 4: Comparacién sobre los valores de pH entre la aplicacion de piscina con probioticos

y sin probidticos.

32



Anadlisis estadistico.

A través del Analisis de Varianza del control y tratamiento no se presentaron diferencias

significativas en cuanto al peso promedio de cada piscina (Tabla 5)

Tabla 5: ANOVA (peso promedio semanal en gramos)

Peso (g)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 43,224 1 43,224 2,127 ,150
Dentro de grupos 1178,443 58 20,318
Total 1221,667 59

Estadisticamente se cumple normalidad por los p valor obtenido tanto en Kolmogorov como
en Shapiro (porque trabajamos con datos menos de 30 observaciones), y como es mayor que

alfa de 0.05 confirmando que siguen una distribucion normal (Tabla 6).

Tabla 6: Prueba de normalidad aplicada en el peso obtenido durante el cultivo de camarén

blanco del Pacifico.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Probioticos Estadistico gl p. Estadistico gl Sig.
Peso (g) Control ,158 20 ,200" ,921 20 ,104
Con probi6ticos ,145 20 ,200" ,930 20 ,152

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Mediante una prueba T de Student (usada para determinar la diferencia de medias)
determinamos que, no hay diferencia significativa estadisticamente en el peso entre las

piscinas sin probiotico 8,99 g y con probiotico 9,29 g (Tabla 7)
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Tabla 7:Prueba T de Student determinando medias entre los pesos obtenidos.

Estadisticas de grupo

Desv. Desv. Error
Probioticos N Media Desviacion promedio
Peso (g) Control 20 8,9925 4,44053 ,99293
Con probioticos 20 9,9265 4,61098 1,03105

Gréaficamente se puede observar que las medias son consideradas estadisticamente iguales.
Que el producto aplicado no influye en el crecimiento de peso (Figura 5), sin embargo, si se
presenta diferencia entre las piscinas influenciada por agentes externos no considerados

durante el cultivo (Figura 6)

10,00

8,007

6,007

Media Peso (g)

4,00+

2,00

0,00

T T
Control Con probioticos

Probioticos

Figura 5: Medias de pesos obtenidos durante el cultivo de camardn, determinando que no
hay diferencias significativas.
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Figura 6: Diferencias de pesos entre las piscinas.

Actualmente el sector camaronero estéa siendo afectado por presencia de enfermedades que
alteran el cultivo, el uso de probidticos es un recurso necesario ante la limitacion de productos
quimicos. La aplicacion de microorganismos benéficos tanto en el alimento como en el suelo
promueve el crecimiento del hospedero y mejora el ambiente de cultivo (Toledo, Castillo ,
Carrillo, & Arenal, 2018), sin embargo, en esta investigacion se pudo observar diferencias
de peso y crecimiento en las piscinas tratamientos pero no con el control, esto puede ser por
diversos factores, ya que todo el protocolo de manejo fue el mismo. Posiblemente puede ser
debido a condiciones propias del estanque como materia organica en el suelo ya que estos
animales de la piscina 16 tuvieron presencia de gregarinas y nematodos que posiblemente

pudieron ocasionar un retraso en el crecimiento.

El uso de probidticos es un medio seguro al tratarse de microorganismos con bacterias
presentes en el medio acudtico, a diferencias de los antibiéticos que han sido usados como
medios terapéuticos y promotores de crecimiento ayudando a la produccion (Decamp |,
Moriarty, & Lavens, 2008)
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En cuanto al estado sanitario del animal se pudo observar que tanto a nivel de branquias,
hepatopancreas e inflamacion del mismo se mejor6 en tratamiento en comparacion con el
control, donde el indice de patogenos fue inferior a diferencia de la salud con mejores
resultados, como lo indica (Villamil & Martinez, 2009) que aplic6 un probidtico con especies
de bacterias aerobicas como Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus y B. macerans y
observé que durante el cultivo disminuia la densidad de protozoos y mejoraba el crecimiento
asi mismo, (Campa, y otros, 2017) quien us6 de bacterias de origen marino con potencial
probidtico mejoran procesos digestivos y mejoran el estado inmunoldgico del organismo,

evitando enfermedades.

A nivel de branquias la presencia de protozoarios fue baja al aplicar el probidtico comercial,
como lo indica (Rubio, Cabrera, & Prats, 2017) que la presencia de ciertos protozoos
epibiontes como Zoothamnium sp., Epistylis sp., Acineta sp. y Ascophrysf estan siempre
dentro del medio, pero actian de manera nociva cuando las condiciones del medio son

favorables para estos organismos.

En el intestino se pudo observar que los niveles de lipido fueron altas y la inflacion baja, al
aplicar probidticos comerciales, ya que su uso inhibe o compite con patégenos y ademas

mantiene la salud de los camarones como lo menciona Brunt, y otros, (2007)

Asi mismo la interaccidn que hay dentro del intestino, es considerado un papel importante en
la salud de los organismos, aspecto a considerar cuando es aplicado como alimento
(Aranguren Caro, Mai, Noble, & Dhar, 2020).

Algunos autores indican que los probioticos juegan un papel fundamental en los parametros
de calidad de agua (Hossain, Kamal, Mannan, Bhuyain, & Hossain, 2013) lo que confirma
los resultados encontrados ya que no hubo diferencias significativas en los valores de pH y

los rangos de amonio se mantuvieron estables.
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8 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En este estudio el tratamiento aplicado durante la corrida, con probioticos comerciales,
mejora el estado de salud del animal parcialmente, pero no influye significativamente en el
crecimiento al incorporarlo en el alimento ya que no se encontré diferencia comparado con

el protocolo que lleva la empresa.

En cuanto a los parametros del agua evaluados, no se observd cambios significativos, ya que

se mantuvieron estables durante toda la corrida.

Recomendaciones.

Se recomienda para futuras investigaciones analizar la larva antes de la siembra para evitar

patdgenos que puedan retrasar el crecimiento.

Para futuras evaluaciones con probidticos comerciales, determinar la relacion materia
organica del inicio y al final, para observar los valores normales de materia orgéanica y su

influencia sobre la presencia de protozoarios.

Evaluar la carga bacteriana desde el inicio del cultivo, para confirmar la salud de los

animales.
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ANexos.



Imagen: Lipidos al 1%, observacion a través del microscopio.

Imagen: Analisis en fresco de lipidos al 2%, observacion a traves del microscopio.



Imagen: Analisis en fresco de muestra de branquias; donde se observan los filamentos de
diversos tamarfios.
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Imagen:

Imagen: Analisis en fresco de muestra de branquias; donde se observan epicomensales.
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Imagen: Preparacion de la bacteria probiotica B, aplicada al alimento.

Imagen: Preparacion de la bacteria probi6tica A, aplicada en la preparacion del suelo.
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Imagen: Preparacion de la bacteria probidtica C, presentacion de pastillas, aplicada al agua
directamente.
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