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RESUMEN 

La acuicultura del camarón Litopenaeus vannamei, especie favorita para los cultivos, 

se ve desafiada a problemas con enfermedades, entre ellas las producidas por bacterias como 

el Vibrio sp. Es por eso que el presente trabajo se planteó el poder evaluar la efectividad de 

fitobiótico a base de neem (Azadirachta indica) para tratamiento de vibriosis en Litopenaeus 

vannamei. Para ello se obtuvieron los extractos alcohólicos (etanol) de hoja, semilla y hoja 

+ semilla de neem, se probó su poder inhibitorio ante Vibrio sp. mediante una prueba de 

sensibilidad en antibiograma. Así, posteriormente se realizó una siembra de hepatopáncreas 

en placa para determinar la cantidad de UFC/ml de Vibrio sp. en el camarón. Finalmente, 

resultó que el extracto de hoja fue el mejor al producir un halo más grande, por lo tanto, luego 

de probar dos dosis (200 y 400 µl/g) en alimento para determinar la toxicidad en el camarón 

se obtuvo que el mismo fue inocuo al tener el 100% de supervivencia durante el tiempo de 

estudio. Esto permitió concluir que la dosis de 200 µl/g fue el mejor resultado numérico que 

representó un mayor poder inhibitorio ante el Vibrio sp., lo que sugiere que se podría utilizar 

para el tratamiento de esta enfermedad.  

Palabras clave: Extracto, Vibrio, inhibición, neem.  
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SUMMARY 

 The aquaculture of shrimp Litopenaeus vannamei, a favourite species for farming, is 

challenged by problems with diseases, including those caused by bacteria such as Vibrio sp. 

This is why the present study aimed to evaluate the effectiveness of a phytobiotic based on 

neem (Azadirachta indica) for the treatment of vibriosis in Litopenaeus vannamei. For this 

purpose, alcoholic extracts (ethanol) of neem leaf, seed and leaf + seed were obtained, and 

their inhibitory power against Vibrio sp. was tested by means of an antibiogram sensitivity 

test. Subsequently, a hepatopancreas plate seeding was carried out to determine the number 

of CFU/ml of Vibrio sp. in the shrimp. Finally, it turned out that the leaf extract was the best 

as it produced a larger halo, therefore, after testing two doses (200 and 400 µl/g) in feed to 

determine the toxicity in the shrimp, it was found to be innocuous as it had 100% survival 

during the study time. This led to the conclusion that the dose of 200 µl/g was the best 

numerical result, representing a greater inhibitory power against Vibrio sp., which suggests 

that it could be used for the treatment of this disease. 

Keywords: Extract, Vibrio, inhibition, neem.   
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1. INTRODUCCIÓN 

En la producción de crustáceos, el cultivo de camarón es dominante, proporcionando 

una entrada importante de divisas a los distintos países tanto de Asia como de Latinoamérica, 

que se dedican a la acuicultura de este crustáceo, siendo Litopenaeus vannamei la especie 

favorita a nivel mundial para los cultivos (FAO, 2020). No obstante, en toda actividad se 

presentan desafíos como lo son las enfermedades, en este caso la presencia de vibrios, 

específicamente Vibrio parahaemolyticus fue detectado como principal patogeno en los 

cultivos de India, donde esta especie de bacteria ha provocado grandes mortalidades 

(Prithvisagar et al., 2021). 

Así mismo, Tailandia es otro de los países que según reportes de FAO (2020), desde 

el año 2012 ha venido teniendo bajas en su producción por el problema de enfermedades, lo 

que le ha afectado en la competencia mundial. Y es que bacterias como el V. 

parahaemolyticus, causa especial preocupación en las granjas camaroneras, provoca la 

enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda (NHPA), dejando como consecuencias 

altas mortalidades (Velázquez et al., 2019).  

Es así como un estudio de prevalencia de enfermedades en Litopenaeus vannamei en 

Cuba, dio como resultado una predominancia del 80% de bacterias donde el 62,5 % de las 

mismas pertenecen al género Vibrio, destacando especies como V. parahaemolyticus, V. 

harveyi, V. vulnificus, y V. alginolyticus; además, destacan que la incidencia de los patógenos 

tiene influencia de los factores climáticos (Rubio et al., 2020).  

En Ecuador, se ha evidenciado un constante crecimiento en la producción del 

camarón blanco ligado a la demanda para exportaciones, por lo que el mantener una buena 

calidad del producto, basado en sabor, textura, requerimientos de empacadoras para 

comercialización y bajos costos de producción, es primordial para seguir creciendo en el 
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mercado, ya que es lo que le ha dado una preferencia al camarón ecuatoriano (López et al., 

2023). Ecuador es de los primordiales productores y exportadores de camarón a nivel 

mundial, cabe destacar que, del total de producción nacional, el 15 % proviene de la provincia 

de El Oro (Gonzabay et al., 2021).    

Consecuentemente, con la creciente demanda de camarón, hay una mayor presión en 

la producción, la cual debe guardar buena calidad y proporcionar una seguridad alimentaria, 

lo que es posible solo si se minimiza el impacto patógeno (Varela & Choc, 2020). De igual 

forma, la intensificación de los sistemas de producción ha traído consigo un considerable 

episodio de enfermedades, las cuales se suelen tratar con antibióticos y antimicrobianos, pero 

los mismos contaminan el medio ambiente por la acumulación de residuos, además de que 

generan resistencia (Toledo et al., 2018).  

Es por eso, que el uso de fitobióticos se presenta como una posible solución para 

minimizar la carga bacteriana en Litopenaeus vannamei, estudios previos del potencial de los 

fitobióticos revelan su poder antibiótico, debido a la presencia de compuestos bioactivos con 

características antimicrobianas (Abdul et al., 2022), ya que estas se dan por la presencia de 

fitoquímicos que le ayudan a protegerse frente a patógenos (Adeeyo et al., 2021).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la acuicultura los cultivos de peces, moluscos y crustáceos como el camarón 

siempre tienden a padecer por la presencia de microorganismos patógenos, los cuales pueden 

ser de origen viral, bacteriano, fúngico o parasitario que afectan directamente a la producción 

por ser la causa de enfermedades en los organismos cultivados. En el caso de afecciones por 

bacterias, destaca la vibriosis, enfermedad causada por microorganismos del género Vibrio 

sp. y que prevalece en los cultivos de camarón, donde la misma destaca por ocasionar 

elevadas mortalidades y por ende un gran impacto en la economía de los camaroneros. 

Para el tratamiento de la vibriosis es común el uso de compuestos químicos o 

llamados antibióticos, debido a su rápida acción sobre las bacterias y su disponibilidad en el 

mercado, pero debido a la restricción en Ecuador que limita al uso de Oxitetraciclina y 

Florfenicol, y por ende el abuso de los mismos, ha generado resistencia por parte de las 

bacterias, por lo que tener alternativas para el tratamiento, pero sobre todo para la prevención 

de ésta enfermedad, es primordial para la seguridad y sostenibilidad de los cultivos acuícolas.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

Una alternativa para disminuir la presencia de bacterias, específicamente de Vibrio 

spp. en los camarones de cultivo, es el uso de fitobióticos por la bondad de los componentes 

activos en las plantas medicinales que ancestralmente han demostrado características 

inhibitorias frente a los microorganismos patógenos. Y es que los extractos de gran parte de 

las plantas juegan un papel importante al actuar sobre las bacterias rompiendo su pared 

celular, bloqueando las proteínas, obstruyendo la síntesis del ADN e impidiendo reacciones 

enzimáticas. Es por eso, que la utilización de extractos naturales de plantas medicinales como 

el neem (Azaridachta indica), es una interesante opción para evitar el uso de antibióticos, 

debido a que contiene compuestos bioactivos que le otorga la característica antimicrobiana. 
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4. OBJETIVOS 

1.1. Objetivo general  

Evaluar la efectividad de fitobiótico a base de neem (Azadirachta indica) 

para tratamiento de vibriosis en Litopenaeus vannamei. 

1.2.  Objetivos específicos 

- Obtener los extractos alcohólicos de hoja y semilla de neem.  

- Evaluar in vitro el mejor extracto en cuanto a la inhibición de la carga de 

Vibrio.   

- Establecer las dosis de los tratamientos a probar a base de extractos de neem.  

- Identificar la dosis in vivo para la reducción de Vibrio sp. en Litopenaeus 

vannamei.  
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5. HIPÓTESIS 

Mediante la aplicación de extractos de neem (Azaridachta indica) en el alimento para 

el camarón de cultivo, Litopenaeus vannamei, se obtendría una disminución de la carga 

bacteriana por Vibrio spp., lo que posicionaría el uso de fitobióticos a base de neem como 

una potencial opción para el control de las bacterias que causan Vibriosis. 
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6. REVISIÓN DE LITERATURA 

6.1.Bacterias que afectan cultivos de camarón 

La industria acuícola se ve desafiada por problemas tanto de calidad de agua y 

densidad poblacional como de brotes de enfermedades por patógenos bacterianos (Gruber 

et al., 2023). Es así que algunas de las enfermedades bacterianas que afectan a los cultivos 

acuícola y particularmente el de camarón, están provocadas por bacterias pertenecientes 

al género Vibrio (Santiago, et al., 2009).   

6.2. Vibrio  

La Vibriosis, enfermedad amenazadora para la industria acuícola especialmente 

en cultivos de camarón, tiene por origen Vibrio sp., bacterias de especial preocupación 

debido a su resistencia a los antibióticos (Sheikh et al., 2022).  

6.2.1. Variedades de Vibrio en cultivo de camarón 

Un estudio realizado por Albuquerque, et al. (2013), presenta 10 especies de 

Vibrio extraídas de la hemolinfa de L. vannamei, las cuales son: V. parahaemolyticus, V. 

xuii, V. cholerae, V. navarrensis. V. brasiliensis, V. coralliitycus, V. neptunis, V. 

alginolyticus, V. diazotrophicus y V. vulnificus, donde los resultados obtenidos 

permitieron concluir que, si bien es posible que la hemolinfa de los camarones peneidos 

sea colonizada por diferentes especies de Vibrio, esto no siempre llega a perjudicar la 

salud del camarón.  

6.2.2. Enfermedades causadas por Vibrio 

Peña & Varela (2016) han estudiado la presencia de enfermedades infecciosas en 

L. vannamei, en Costa Rica, donde los resultados mostraron en cuanto a vibriosis una 

prevalencia del 33.89%, aludiendo que ciertas enfermedades posiblemente tienen que ver 
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con la prevalencia de enfermedades en dicho sitio y la estación del año en que se realizó 

el muestreo, sin embargo, esto no guarda suficiente evidencia para relacionar estas dos 

variables. 

Entre las enfermedades causadas por Vibrio está la necrosis hepatopancreática 

aguda, que tiene como agente infeccioso único la especie Vibrio parahaemolyticus, 

presentándose como una enfermedad debilitante de los camarones que afecta 

mundialmente a miles de granjas camaroneras y en la actualidad su patogénesis aún no 

es bien conocida (Wang et al., 2022). Sin embargo, Velázques et al. (2019), hace 

referencia a que el material infectante de V. parahaemolyticus se encuentra en un 

plásmido que es el que codifica toxinas letales PirABVp mismo que tiene como tejido 

diana el hepatopáncreas, y es la razón de ser el órgano al que más afecta provocando un 

desprendimiento de células epiteliales, necrosis y una gran infiltración de hemocitos. 

Además, esta especie de Vibrio, al ser un patógeno zoonótico que se relaciona tanto al 

camarón silvestre como el de cultivo, se asocia como causa de la gastroenteritis al 

humano por el consumo de mariscos a baja cocción o crudos (Kohli et al., 2021). 

Otra enfermedad es la Vibriosis luminiscente, causada por Vibrio harveyi, 

bacteria que afecta mayormente a los cultivos de camarón en sus primeras etapas como 

lo son incubación e incluso hasta juveniles atacando principalmente el hepatopáncreas y 

por ende dejando grandes mortalidades por la inflamación del mismo (Benala et al., 

2023).  

6.2.3. Tratamiento para Vibrio en cultivos de camarón  

Ante la presencia de Vibrio en cultivos de camarón, se opta como tratamiento el 

uso de antibióticos como oxitetraciclina, florfenicol y enroflax. Sin embargo, las bacterias 

tienen una capacidad especial para la rapidez en su reproducción y mutación por lo que 
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aplicar más productos químicos parecía ser la solución, sin considerar que acarrearía 

consecuencias por el mal uso de los mismos, es decir resistencia por parte de las bacterias 

(Santiago et al., 2009).  

Otra opción para el control de bacterias patógenas como método preventivo es la 

administración de probióticos, mismos que tienen la aptitud de controlar aquellos 

microorganismos patógenos, mediante promover el desarrollo de los organismos por un 

aprovechamiento efectivo de nutrientes y mejoramiento en el sistema inmune, así como 

optimar la calidad ambiental del cultivo, una actividad sostenible (Toledo et al., 2018).  

6.3.¿Qué es un fitobiótico? 

Los fitobióticos son sustancias bioactivas a base de plantas o derivados de plantas 

que son beneficiosas para ciertas áreas productivas, animales y personas. Estas sustancias 

incluyen aceites esenciales, hierbas, alcaloides, caronetoides, compuestos fenólicos, etc. 

Las mismas contienen compuestos bioactivos como los terpenoides, taninos, alcaloides 

y flavonoides, con efectos antimicrobianos. Varias investigaciones han demostrado cuán 

útil pueden ser las plantas medicinales para la acuicultura (Abdul, 2022). 

Los extractos de plantas tienen la seguridad de no causar daño al medio ambiente, 

lo que los hace ecológicamente beneficiosos gracias a su alta biodegradabilidad, por lo 

que es menos probable que generen microbios resistentes, debido a que contienen 

diversidad de compuestos bioactivos, en lugar de una sola molécula activa que está 

dirigida a un objeto celular en específico (Hernández et al., 2023). 

6.4. Compuestos bioactivos 

Este término se usa para referirse a sustancias químicas que son biológicamente 

importantes, sin embargo, no se definen como nutrientes esenciales. Son compuestos 
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esenciales, como las vitaminas, y no esenciales, como los alcaloides, que se encuentran 

naturalmente en plantas (Kumar, 2021). Las cumarinas, quinonas, melicianinas, lactosas, 

entre otros, son sustancias bioactivas, principios medicinales de los componentes de las 

plantas (Prieto et al., 2005). 

Los compuestos activos de las plantas se encuentran en pequeñas cantidades y en 

diferentes concentraciones dependiendo si son extraídos de hojas, raíz, semilla, tallo o 

flor, según la planta, donde su actividad se asocia al contenido de metabolitos secundarios 

(Ojeda et al., 2022).  

6.5. Extracción y aislamiento de productos naturales 

Para la separación de productos naturales de las materias primas, el primer paso 

es la extracción.  Para esto, se utilizan procedimientos a través de solventes, destilación, 

prensado y sublimación, donde de ellos el más usado es la extracción por medio de 

solventes (Zhang et al., 2018). 

El proceso de extracción responde a la separación de la mezcla medicinal, que se 

encuentra dentro de los tejidos vegetales, usando solventes selectivos, donde los 

componentes medicinalmente activos se disuelven y gran parte de la materia inerte no se 

disuelve. De esta manera se logra obtener los metabolitos solubles de la planta, quedando 

de lado los residuos (orujo celular insoluble). Como resultado del producto se obtiene 

una mezcla en estado sólido o semisólido, o en forma de polvo seco, destinado para uso 

interno y/o externo (Kumar, 2021). 

Para la extracción por solvente, la elección del mismo es esencial, para ello se 

debe tener en cuenta la selectividad, solubilidad, costo y seguridad. Investigaciones sobre 

fitoquímicos, sugieren que los solventes que se usan en los procesos de extracción son 
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los alcoholes (EtOH y MeOH). Los resultados dependerán en gran parte del tamaño de 

la partícula, mientras más fino mayor será la penetración del solvente y dispersión del 

soluto, sin embargo, demasiado fino resulta un exceso de absorción del soluto en sólido 

y consecuentemente una filtración más difícil (Zhang et al., 2018). 

Después del proceso de extracción, es probable que se realicen procedimientos 

adicionales para purificar o aislar los compuestos que se desean emplear con efecto 

inhibitorio frente a bacterias (Kumar, 2021). La extracción por maceración, percolación 

y extracción por reflujo, son métodos convencionales que por lo general utilizan 

solventes orgánicos en gran cantidad y una duración prolongada (Zhang et al., 2018). 

6.5.1. Maceración 

Se trata de un método simple que requiere mucho tiempo de extracción y su 

eficiencia es baja. Se puede utilizar para extraer componentes termolábiles (Zhang et al., 

2018). 

6.5.2. Percolación 

Este método muestra mejor eficiencia a diferencia de la maceración debido a que 

el proceso es continuo donde el solvente saturado es reemplazado por solvente fresco.  

6.5.3. Decocción 

El método por decocción hace que el extracto contenga cantidades altas de 

impurezas solubles en el agua, por lo tanto, este proceso no se puede usar para obtener 

extractos de componente termolábiles o volátiles (Zhang et al., 2018). 

6.5.4. De reflujo 

Es más eficiente en comparación con la extracción por percolación o maceración, 

toma menos tiempo en el proceso y no requiere mayores cantidades de solvente. Sin 
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embargo, no es recomendable usarlo para extraer productos naturales termolábiles 

(Zhang et al., 2018). 

6.5.5. Extracción Soxhlet 

Dentro de los métodos mencionados, este tipo de extracción, a nivel de laboratorio 

se ajusta como un proceso extractivo completo y con alta eficiencia. Tradicionalmente, 

este tipo de extracción se ha venido utilizando para obtener compuestos orgánicos, 

incluido pesticidas, entre otros. El instrumento está compuesto de un recipiente para el 

disolvente, un cuerpo de extracción, condensador de reflujo que es enfriado por agua y 

una fuente de calor eléctrica (Ribeiro et al., 2022). 

Este método combina los beneficios de la extracción por reflujo y percolación, 

utilizando el principio de reflujo y sifón para obtener el extracto de la planta usando 

disolventes frescos. Este proceso requiere menos tiempo, ya que es un método automático 

de extracción continua, así como una menor cantidad de solventes en comparación a la 

de maceración y percolación (Zhang et al., 2018). 

Existen varios solventes que pueden ser utilizados para la extracción de diferentes 

componentes activos presentes en las plantas, gran parte de los compuestos que se cree 

que son los que llevan a cabo las actividades biológicas de la planta de neem se suelen 

encontrar en algunos extractos que se usan normalmente en los laboratorios (etanol, agua, 

metanol, éter y cloroformo).  Según lo que se mencionan en la literatura publicada 

últimamente, los extractos alcohólicos como el metanol y etanol son los que más se usan 

para realizar pruebas antimicrobianas (Wylie & Merrell, 2022).  
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6.6. Preparación de fitobióticos para usos acuícolas 

Los antibióticos naturales para el área acuícola se pueden preparar de diversas 

formas para la obtención de extractos acuosos, metanólicos y en polvo. El metanol 

funciona como solvente, que se utiliza para la extracción de compuestos polares, 

particularmente en plantas, de tal forma que en muchos estudios de preparación de 

fitobióticos, se lo utiliza como extracto acuoso polar (Abdul, 2022). 

Adicional a esto, para la preparación de mezclas de extractos de plantas 

medicinales se aplican emulsionantes como el Tween 80, que se ha utilizado ampliamente 

en la industria farmacéutica y alimentaria como agente dispersante en la preparación de 

soluciones Lopez (2018).  

6.7. Plantas usadas como fitobióticos 

Las plantas medicinales al presentar compuestos bioactivos funcionan como una 

alternativa para sustituir tratamientos con sustancias químicas, además que la presencia 

de efectos secundarios es mucho menor con el uso de extractos naturales (Kumar et al, 

2021). Los extractos de plantas tienen una diversidad estructural muy amplia. Contienen 

fitoquímicos, que permiten disminuir significativamente el crecimiento de 

microorganismos patógenos (Wasihum et al., 2023). Plantas como Ageratum conyzoides, 

Brassica nigra, Celosia trigyna, Centella asiática, Racunculus oreophytus, Azadiracha 

indica, entre otras son conocidas por su uso como medicina tradicional (Adeeyo et al, 

2021). 

La eficiencia en la reducción de la carga microbiana con extractos de plantas 

requiere de una mayor concentración para obtener los resultados que se esperan, 

mostrando ser una desventaja del uso de estos extractos naturales (Reyes y Valle, 2021). 
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6.7.1. Plantas medicinales en cultivo de camarón 

Para la resistencia a infecciones o enfermedades, los camarones dependen de su 

sistema inmunológico. Los compuestos activos que se encuentran en las plantas 

medicinales tienen la capacidad de estimular el sistema inmunológico en camarones, y 

así mismo elevar la resistencia a enfermedades. La administración de estas plantas puede 

ser como componentes aislados (hoja, semilla, corteza o raíz), extractos o compuestos, 

incluso puede aplicarse en mezcla con prebióticos o inmunoestimulantes de preferencia. 

Además de presentar actividad antimicrobiana, tienen la capacidad de mostrar efectos 

beneficiosos en el crecimiento o supervivencia (Kumar et al, 2021). 

En el cultivo de camarones y peces los métodos para administrar medicina natural 

son mediante inyección, oral, inmersión o baños (Kumar et al, 2021). 

Según Aguirre et al. (2018) en un estudio sobre tratamiento de agua de río 

determinaron que el uso de sustancias naturales de A. indica, Zea mays, Moringa oleífera 

y Opuntia ficus-indica, tienen la capacidad de eliminar ciertos contaminantes y reducir 

la turbidez. En el caso de A. indica observaron una disminución del 99.4 y 99.2% de 

coliformes totales y fecales, con dosis de 0.6, 0.8 y 1 g/L. Se recalca, además, que el uso 

de estos extractos de origen natural no altera el pH del agua, por tanto, su uso para 

tratamiento de agua es una opción viable en el ámbito económico y la sostenibilidad del 

ambiente. 

6.8. Neem 

El neem (Azadirachta indica) o nim, es un árbol muy conocido en la medicina 

tradicional gracias a sus propiedades beneficiosas. Se origina principalmente en la India, 

habitando en las zonas tropicales y subtropicales. Investigaciones respaldan el interés 
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mundial de los productos a base de neem, que van desde prácticas ancestrales hasta una 

amplia gama de publicaciones que se atribuye a la A. indica entre los fármacos modernos 

(Chica, 2018). 

6.8.1. Características 

Muchas partes de la planta se utilizan para recetas naturales, tales como: hojas, 

semillas, flores, tallo, raíces, frutos y corteza. Se caracteriza por tener propiedades 

antivirales, antiparasitarias, antifúngicas, etc. (Wyile & Merrell, 2022). 

6.8.2. Propiedades 

Las crecientes tasas de resistencia a los antibióticos para los patógenos 

bacterianos ha llevado a la necesidad de nuevas terapias; por lo tanto, gran parte del 

trabajo reciente sobre el potencial antimicrobiano del neem se ha enfocado en destacar 

las propiedades antibacterianas de la planta (Wyile & Merrell, 2022). 

El árbol de neem contiene numerosos compuestos, muchos de los cuales han 

demostrado ser bioactivos y tener diversas utilidades por sí solos. Los compuestos que se 

han investigado más a fondo por sus propiedades antimicrobianas individuales hasta el 

momento son los limonoides (Wyile & Merrell, 2022). 

En un estudio realizado por Devi et al. (2019) determinaron la eficiencia 

antibacteriana del extracto de etanol de las hojas del neem contra Staphylococcus aureus 

mostrando un halo de inhibición de 13 mm, siendo mayor el nivel de actividad inhibitoria 

en comparación con el extracto de corteza. 

Las sustancias activas del neem poseen propiedades antibacterianas, siendo una 

alternativa para el control de la contaminación bacteriana presente en el medio. La 

azadiractina, es un compuesto activo del árbol de neem, demostrando ser uno de los más 

comprometedores entre una amplia variedad de productos de origen natural, del cual se 
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han aislado más de 135 compuestos de varias partes del árbol (Ranjit et al., 2014). Este 

compuesto se encuentra en la semilla del fruto cuando se encuentra en estado inmaduro, 

obteniéndolo con mayor facilidad mediante extracción con solventes orgánicos. Además, 

se pueden encontrar otros compuestos como salinnina y meliantriol con propiedades 

insecticidas (Aguirre, 2019). 

Varias partes de este árbol poseen actividad antibacteriana, como el aceite de 

hojas, corteza y semilla de neem, contra una amplia gama de microorganismos patógenos 

(Ranjit et al., 2014). 

Los métodos que se realizan in vitro, como la dilución en caldo, difusión en disco 

o en sustancia de agar, y prueba de superposición de agar, se usan para realizar pruebas 

antimicrobianas de los extractos de aceite de neem y los fitoquímicos presentes, 

usualmente para conocer la concentración mínima inhibitoria y mínima bacteriana de 

cada uno (Wylie & Merrell, 2022).  

En un análisis en cuanto a la actividad antibacteriana del extracto de hoja y corteza 

de neem ante la presencia de bacterias Gram-negativas y positivas, mostraron mayor zona 

de inhibición contra V. Cholerae y B. Subtilis, en comparación a E. Coli y S. typhy (Ranjit 

et al., 2014). 

Tabla 1: Actividad antibacteriana del extracto de hoja y corteza de A. indica 

Organismos a prueba  Zona de inhibición 

Salmonella typhi 10 mm 

Escherichia coli 11 mm 

Vibrio cholerae 17 mm 

Bacillus subtilis 17 mm 

Fuente: Ranjit et al., (2014) 
Elaboración: Adaptación por autores.  
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Gómez et al. (2019) realizaron un estudio de combinaciones de extractos 

vegetales, donde probaron extractos acoholicos de diferentes plantas combinadas, 

evaluando el efecto inhibitorio frente a vibrios, para luego haber dosificado 200 µl/g y 

400 µl/g, de dos combinaciones en el alimento balanceado. Obteniendo como resultado 

la inhibición de vibrios en hepatopáncreas con 400 µl/g.  

6.8.3. Investigaciones con el neem en acuicultura 

El área acuícola también ha sido beneficiada por la utilización de extractos de 

plantas con propiedades medicinales, en donde varios estudios señalan cuan útil pueden 

ser, como es el caso del neem. En una investigación realizada por Banerjee et al. (2013) 

mediante el uso de extracto acuoso de neem y jugo de las hojas, evaluaron el efecto que 

tienen las sustancias extraídas de las hojas de A. indica en V. parahaemolyticus y V. 

algynoliticus, dando como resultado una MIC para ambas bacterias de 3,13% y 6,25%, 

con MBC de 12,50% y 25%. Determinaron la actividad antibacteriana que tiene el judo 

de las hojas de neem para la inhibición de vibrios en langostinos. 

Otro hallazgo de la efectividad de este fitobiótico es mediante la aplicación en 

dieta balanceada de la lubina (Lates calcarifer), realizado por Talpur & Ikhwanuddin 

(2013) en donde probaron 5 tratamientos, el cual agregaron 1 -5 g de hojas de neem por 

kg de alimento balanceado, para luego ser infestados con V. harveyi. Teniendo como 

resultados que la inclusión de estas hojas al alimento optimizó la respuesta inmune y 

aumentó la resistencia de L. calcarifer ante la presencia de la vibriosis. 

Dhayanithi et al., (2010) realizaron una investigación sobre el efecto que tiene el 

extracto de hojas de neem contra bacterias aisladas de peces ornamentales Amphiprion 

sebae y A. ocellaris (peces payasos) infectados por bacterias de diferentes géneros, 
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incluyendo los vibrios. De los extractos probados en el ensayo, el de metanol y etanol 

mostraron mayor nivel de inhibición de las bacterias aisladas, a diferencia de extractos 

con otros solventes, en el caso de los extractos con etanol se mostró con un MIC de 75 – 

250 µg ml-1.  

Según una investigación llevada a cabo por Eufrázio et al. (2023), demostraron 

que el extracto etanólico de hojas de neem tienen una alta efectividad contra V. cholerae, 

P. aeruginosa y Staphylococcus aureus (CMI 0,25 g/L), presentando actividad 

antimicrobiana mucho mayor contra las bacterias gram positivas y negativas.  

Así mismo, en otro estudio por parte de Aguirre et al. (2021) evaluaron la 

resistencia antibiótica de cepas de Vibrio spp. aisladas de Litopenaeus vannamei y 

obtuvieron extractos de orégano y neem para la supresión de las cepas bacteriana in vitro. 

Donde determinaron alta resistencia a los antibióticos, el uso de extracto etanol de neem 

mediante el método de extracción soxhlet y rotaevaporador sin diluir dio mejor resultado 

en la inhibición de algunas cepas resistentes a la oxitetraciclina.  

Morales et al. (2016) demuestra la actividad bactericida que tienen los 

tratamientos naturales aplicados a la acuicultura, evaluando la efectividad de extracto 

acuoso de neem y otros extractos contra V. parahaemolyticus en cultivos a baja salinidad. 

presentando una CMI de 62.50 mg ml-1 de neem, presentando halo de inhibición de 12.4 

mm.  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1. Materiales y equipos 

Equipos 

• Soxhlet 

• Balanza gramera 

• Autoclave 

• Estufa 

Materiales 

• Micropipeta 

• Hisopos 

• Cajas petri 

• Eppendorf 

• Marcador 

• Varilla de vidrio 

• Asa de Digralsky 

• Pinzas de laboratorio 

• Discos absorbentes 

• Papel aluminio 

• Guantes 

• Peceras 

• Aireadores 

• Termómetro 
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Soluciones y solventes 

• Etanol al 96% 

• Agar TCBS 

• Agar Mueller-Hinton 

• Agua destilada 

• Solución salina 

Especies 

• Azadirachta indica 

• Litopenaeus vannamei 

7.2. Área de estudio 

El estudio se realizó en los laboratorios de Química, Sanidad vegetal y 

Microbiología de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de 

Machala, localizada en la ciudad de Machala, perteneciente a la Provincia de El Oro. 

Figura 1: Ubicación del proyecto 
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7.3.Metodología 

La metodología se fundamenta en un proceso de obtención de extractos de hojas 

y semillas de neem mediante equipo soxhlet, para posteriormente llevar a cabo un 

antibiograma que permita determinar el extracto que muestre un mayor halo de 

inhibición. Con esto determinado, se realiza un ensayo in vivo para conocer si el extracto 

es tóxico para los camarones. 

7.3.1. Recolección de hoja y semilla de neem  

Las hojas y semillas de neem fueron recolectados del área verde de la Ciudadela 

Machala IESS. La recolección se realizó a primeras horas de la mañana para evitar que 

se pierdan las propiedades de la planta por el proceso de fotosíntesis.  

7.3.2. Obtención de extractos 

• Hojas: Se realizó el proceso de secado en estufa, para luego triturarse y ser 

colocadas en el equipo soxhlet. Se pesó un total de 14,45g de hojas secas y 

150 ml de etanol, para cada uno de los tubos del soxhlet (Anexo 3). 

• Semilla: Se utilizaron semillas frescas que fueron trituradas y colocadas en 

una cantidad de 98,461 g de semilla y 115 ml de etanol. 

7.3.3. Ensayo in vitro – Antibiograma 

Se preparó el medio de cultivo con agar Mueller Hinton + NaCl, una vez 

preparado se procedió a autoclavar por 15 min a 121°C, junto con las pinzas e hisopos 

envuelto cada material en papel aluminio. Posteriormente, con ayuda de hisopos se tomó 

una muestra de cepa de Vibrio sp. y se sembró por rayado en placa. 

Cada placa se dividió en 4 cuadrantes y en cada uno de estos se ubicó un disco 

absorbente, y con ayuda de una micropipeta se colocó 30 µl de cada extracto (hoja, 
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semilla, hoja + semilla) y el etanol (control) para proceder con la prueba de sensibilidad 

que luego de 24 horas permitió observar el diámetro del halo de inhibición de cada 

extracto y así determinar cuál es el mejor.   

7.3.4. Ensayo in vitro con Tween 80 y extracto de hoja  

Con el fin de poder probar el efecto del Tween 80 en la capacidad de inhibición 

del extracto de hoja de neem, se realizó una prueba de sensibilidad donde se probaron 

distintas proporciones 60-40 %, 80-20% y 90-10% de extracto de hoja de neem y tween 

80 y un control con 100% extracto de hoja de neem. Para esto se siguió el mismo 

procedimiento del ensayo in vitro inicial descrito anteriormente. 

7.3.5. Obtención de los camarones   

Los organismos fueron adquiridos de la granja camaronera “TRES ÁNGELES” 

situada en el cantón Santa Rosa, El Oro. Se recolectaron 39 camarones identificando que 

tengan una talla muy uniforme con un peso promedio de 3 g, para luego transportarlos 

al lugar de estudio y ser distribuidos en las unidades experimentales (UE). 

El agua que se utilizó en las UE se obtuvo de la misma camaronera, y para 

abastecer los 8 días de experimentación se utilizó agua de mar filtrada, teniendo en 

cuenta parámetros como pH de 7,5 y salinidad de 22 UPS. Se almacenó en un tanque de 

40 litros para poder realizar los recambios cada 3 días a un 30% del volumen.  

7.3.6. Ensayo in vivo  

Se colocaron 4 camarones con una biomasa de 12 g por cada UE, teniendo una 

biomasa de total de 108 g. Se alimentó al 3,3% de la biomasa, distribuidas en dos dosis 

diarias, 10H30 y 16H00 pm. 

 Se proporcionaron 2 dosis diferentes de extracto de hoja de neem. Para el T1 se 

suministró 200 µl/g de alimento, en el T2 400 µl/g, y en T0 se aplicó 100 µl de etanol/g 
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de alimento, con la finalidad de conocer si el extracto resultaba tóxico o en efecto el 

etanol. Las dosis de extracto de hoja de neem fueron aplicadas en el alimento mediante 

aspersión. 

En cuanto al mantenimiento del agua, se realizó sifoneo y recambio del 30% del 

volumen de agua cada 3 días, y se mantuvo parámetros de pH y salinidad en el mismo 

rango con el que se inició.  

7.3.7. Evaluación de toxicidad 

Evaluar la toxicidad nos permitirá saber si el extracto que estamos usando y el 

alcohol es seguro de consumir sin tener efectos adversos en los camarones como es la 

mortalidad. Este parámetro se midió cada 8 horas para tener una mayor observación del 

comportamiento de los animales. 

7.3.8. Preparación de medio de cultivo para Vibrio 

Para el medio de cultivo se utilizó el agar TCBS preparado según instrucciones 

de empaque, para siembra de hepatopáncreas con el fin de contar las colonias de Vibrio 

sp. Se realizó una siembra inicial previo al estudio experimental para determinación de 

supervivencia, preparando un pool de hepatopáncreas de 3 camarones de los recolectados 

en camaronera con el fin de poder tener la cantidad de UFC/ml inicial para posteriormente 

luego de aplicar los tratamientos en el alimento poder comparar y resaltar si los mismos 

han resultado en una disminución de vibrios. Se utilizó una cámara de flujo laminar para 

realizar la siembra en placas previamente esterilizadas con rayos UV por 20 min. Se 

realizó una dilución de 1:10 del pool de hepatopáncreas en solución salina con el fin de 

asegurar que se puedan contar las UFC. Luego se maceró y mezclo bien y se tomaron 

100 µl para sembrar en la placa petri con agar TCBS con ayuda del asa Digralsky. Una 
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vez se absorbió la muestra, se esperó 24 horas para realizar el conteo de las UFC de 

vibrios.  

Culminado el tratamiento para análisis de supervivencia, se recolectaron muestras 

de hepatopáncreas de los camarones de cada unidad experimental para realizar un pool y 

seguidamente una siembra en placa bajo el mismo procedimiento descrito previamente. 

7.3.9. Diseño experimental 

Se llevó a cabo un Diseño Completamente al Azar de 3 tratamientos y 3 

repeticiones con diferentes dosis de extracto de hoja de neem, teniendo 9 unidades 

experimentales, mismas que fueron recipientes de 8 litros de capacidad, que se llenaron 

con 7 litros de agua. Todas la UE contaron con aireación constante durante 8 días de 

duración del ensayo. 

Tabla 2: Croquis del experimento 

TRATAMIENTOS 

T1 T2 T2 

T1 T0 T0 

T2 T1 T0 

Fuente: Autores 

7.3.10. Análisis estadístico 

Con respecto a los datos obtenidos del conteo de colonias de vibrios final, los 

resultados fueron analizados a través de la prueba estadística ANOVA de un factor 

intergrupos en el programa estadístico IBM-SPSS, con un 95% de confiabilidad, tomando 

una prueba Post-hoc, test de Duncan que permitió identificar la diferencia entre 

tratamientos.  
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1. Efecto de prueba de sensibilidad frente a Vibrio  

Los resultados obtenidos de los extractos y etanol (control) en el antibiograma 

fueron los expuestos en la Tabla 3, donde el extracto que mayor halo y por ende tuvo 

mayor efecto inhibitorio ante Vibrio, fue el extracto de hoja de neem. 

Tabla 3: Efecto inhibitorio de los extractos ante Vibrio 

Tratamiento  Diámetro del halo 

Repetición 1 

Hoja 11 mm 

Semilla 6 mm  

Hoja-semilla 7 mm 

Control 4 mm 

Repetición 2 

Hoja 9 mm 

Semilla 6 mm 

Hoja-semilla 7 mm 

Control 4 mm 

Repetición 3 

Hoja 10 mm 

Semilla 6 mm 

Hoja-semilla 8 mm 

Control 5 mm 

Fuente: Autores 
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Figura 2: Antibiograma de los extractos de hoja, semilla, hoja-semilla y control. 

 

Mediante la prueba de sensibilidad se puede comprobar cuan efectivo es el 

extracto natural obtenido para ser utilizado en la disminución o control de bacterias de 

Vibrio en el hepatopáncreas de los camarones. Los resultados obtenidos en este estudio 

concuerdan con Aguirre (2019) que demostró la efectividad inhibitoria que tiene el 

extracto de neem sin diluir, contra cepas de vibrios, dando como resultado un halo con 

diámetro de 12.4 ± 1.7 mm. Así mismo en una investigación realizada por Benerjee et 

al. (2013) encontró diferentes grados de inhibición de extracto de neem contra bacterias 

de V. parahaemolyticus y V. alginolicitus a 5 concentraciones diferentes: 10, 25, 50, 75 

y 100%, siendo la última quien mostró mayor halo de inhibición con 19.6 ± 0.89 mm de 

diámetro frente a V. parahaemolyticus y 14.8 ± 1.1 mm para V. alginolicitus, y el de 

10% con halos de 10.8 1.1 ± y 8 mm. 

Ranjit et al. (2014) evaluaron la eficiencia bacteriana que tiene el extracto de 

neem ante la presencia de bacterias Gram-negativas y Gram-positiva, la cual obtuvieron 

un halo de 17 mm contra V. cholerae, siendo una de las bacterias en donde observaron 

mayor zona de inhibición. 

Cabe mencionar que el halo de inhibición que se obtuvo en la presente 

investigación con 11 mm muestra similitud con los resultados que se obtuvieron en las 
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investigaciones ya mencionadas y citadas, por lo tanto, se considera actividad 

antibacteriana del extracto de neem demostrando efecto inhibitorio frente a los vibrios. 

Adicional a esto, se realizó un segundo antibiograma usando el disolvente Tween 

80, con la finalidad de obtener una mejor emulsión del extracto, mostrando los siguientes 

resultados: 

Tabla 4: Efecto bactericida del extracto más Tween 80 

Tratamiento  Diámetro del halo 

Repetición 1 

60% neem + 40% Tween 12 mm 

80% neem + 20% Tween 11 mm  

90% neem + 10% Tween 13 mm 

Control: neem  10 mm 

Repetición 2 

60% neem + 40% Tween 11 mm 

80% neem + 20% Tween 12 mm 

90% neem + 10% Tween 13 mm 

Control: neem 9 mm 

Repetición 3 

60% neem + 40% Tween 11 mm 

80% neem + 20% Tween 11 mm 

90% neem + 10% Tween 12 mm 

Control: neem 9 mm  

Fuente: Autores 
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Los datos obtenidos demuestran que la aplicación de Tween 80 permitió obtener 

un mayor halo de inhibición a diferentes concentraciones, esto gracias a que el Tween 

permite tener una mejor emulsión y por ende estabilidad del mismo Reis et al. (2008). 

8.2. Efecto de toxicidad del extracto 

La prueba de toxicidad se realizó en los 3 tratamientos según las dosis aplicadas 

a cada uno, dando como resultado el 100% de sobrevivencia. Esto quiere decir que el 

neem y el alcohol no presentan toxicidad alguna en su ingesta con el alimento balanceado 

a las dosis suministras. 

8.3. Efecto del extracto de hoja de neem ante colonias de Vibrio 

Mediante una comparación numérica con respecto a la cantidad de UFC/ml inicial 

y final según los datos recolectados en las tablas 5 y 6, el tratamiento que más redujo la 

carga bacteriana en el camarón fue el de 200 µl/g. Sin embargo, los datos finales 

recolectados ameritaron un análisis estadístico.  

Tabla 5: Cantidad de UFC/ml inicial en camarones. 

Tratamiento UFC/ml  

T0 5 060  

T1 5 200 

T2 5 960  

Fuente: Autores.  
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Tabla 6: Cantidad de UFC/ml final en camarones. 

Tratamiento UFC/ml Promedio UFC/ml 

T0-R1 3820 

3 610 T0-R2 3200 

T0-R3 3810 

T1-R1 1280 

1 290 T1-R2 1300 

T1-R3 1290 

T2-R1 2710 

2 630 T2-R2 2520 

T2-R3 2660 

Fuente: Autores 

Una comparación numérica de los valores de UFC/ml inicial y las UFC/ml 

promedio de cada tratamiento final, nos llevó a los siguientes resultados:  

Tabla 7: Comparación numérica - porcentaje de reducción de UFC/ml de Vibrio sp. 

Tratamiento UFC/ml inicial Promedio UFC/ml final % de reducción 

T0 5 060  3 610 28,7 % 

T1 5 200 1 290 75,2 % 

T2 5 960  2 630 55,9 % 

Fuente: Autores 

Se puede evidenciar mediante la comparación numérica en la Tabla 7, que el 

porcentaje de reducción del T1 es mayor y por ende más efectivo. Sin embargo, el 

tratamiento control también ha tenido reducción, es decir que el etanol e incluso los 

recambios de agua tienen efecto en la disminución de Vibrio sp., pero esto no quiere 
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decir que el extracto deje de ser eficiente, ya que aun restándole el porcentaje de 

reducción del control al T1 (75.2 – 28.7 = 46.5) sigue marcándose una porción reductora.  

El análisis estadístico de los datos de la tabla 6 mediante ANOVA de un factor 

intergrupos resultó en que hay una diferencia significativa entre los tratamientos por un 

p-valor menor a 0.05.   

Tabla 8: ANOVA de un factor intergrupos en los datos obtenidos de UFC/ml de Vibrio. 

ANOVA 

UFC_ml   

  

Suma de 

cuadrados gl 

Media 

cuadrática F p-valor 

Entre grupos 8138400.000 2 4069200.000 89.828 0.000034 

Dentro de grupos 271800.000 6 45300.000     

Total 8410200.000 8     

Fuente: Autores.  

Para evidenciar entre qué tratamientos están las diferencias, se realizó como 

prueba post-hoc el test de Duncan que demuestra en la figura 3 que todos los tratamientos 

son diferentes estadísticamente entre sí.  

Tabla 9: Test Duncan – UFC/ml de Vibrio en función de los tratamientos. 

UFC_ml 

Duncana   

dosis_neem N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

200 ul/g 3 1290.00     

400 ul/g 3   2630.00   

100 ul/g de alcohol 3     3610.00 

Sig.   1.000 1.000 1.000 

Fuente: Autores.  
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Figura 3: UFC/ml de Vibrio en función de los tratamientos a base de hoja de neem. 

 

Nota: Las letras minúsculas muestran diferencia estadística entre los tratamientos (p< 0.05) 

(test Duncan).   

En la figura 3, se evidencia una diferencia significativa entre todos los 

tratamientos. Además, el tratamiento de 200 µl/g sostiene una menor cantidad de 

UFC/ml de Vibrio sp. lo que demuestra ser la dosis más adecuada para reducir la 

colonización bacteriana de Vibrio sp. en el camarón.  

Reyes & Valle (2021) mencionan que una de las desventajas del uso de extractos 

naturales, es que la concentración tiene que ser mayor para mayor efecto y obtener los 

resultados esperados. A diferencia de nuestros resultados con respecto a lo que dice estos 

dos autores, no tuvimos mayor inhibición de Vibrio sp. cuando utilizamos mayor 

concentración, esto se puede deber a que ocurriera un efecto contrario, ya que una mayor 

concentración o dosificación pueda afectar al sistema inmune, como lo demostró 

Armijos & Vacacela (2022) en su trabajo investigativo, donde a mayor concentración de 
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extracto natural disminuyó el número de hemocitos, por ende, hizo que tuviera mayor 

concentración de bacterias. Contrario a lo que sugiere Reyes &Valle (2021), una mayor 

concentración no hace que reduzca la carga de Vibrio sp., puesto que los hemocitos se 

pueden ver afectados, y estos también ayudan a la reducción de bacterias porque son 

mecanismos de defensa ante patógenos. 

De acuerdo a los resultados el extracto si se podría utilizar como tratamiento, 

pero hace falta hacer más investigaciones, para saber si no afecta el sistema inmune de 

los animales, para tratar de optimizar este recurso. 

La reducción de vibrios se demostró mediante la siembra de hepatopáncreas(HP) 

demostrando una disminución significativa de colonias, comparando la cantidad de 

población de la siembra inicial con la final, teniendo como resultado un descenso 

significativo. Sin embardo, el tratamiento control también mostró una reducción 

significativa, esto se debe a que el sifoneo y recambio de agua que se llevó a cabo 

permitió reducir la carga orgánica del agua, por ende, la carga de vibrios en este medio. 

Los resultados in vitro de este trabajo investigativo son similares a los obtenidos 

en la investigación realizada por Morales et al. (2016) demostrando que el extracto de 

neem tiene la capacidad bactericida ante bacterias que se alojan en el HP de los 

camarones, en este caso los Vibrio sp.   

Corroborando que las sustancias activas presentes en el neem contienen 

propiedades antibacterianas, que demuestran ser una alternativa para el control de la 

infestación bacteriana (Aguirre, 2019).  

 

 



33 
 

Esta investigación también es similar a otros estudios in vivo realizados en otros 

organismos acuáticos como los peces. Talpur & Ikhwnuddin (2013) demostraron que el 

uso de hojas de neem en el alimento balanceado (4g/kg) para lubina mejora la 

supervivencia (85%) y el sistema inmune, después de haber sido infestados con V. 

harveyi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

9. CONCLUSIONES 

Se obtuvieron los extractos alcohólicos de hoja y semilla de neem que, al 

evaluarlos en una prueba de sensibilidad mediante antibiograma, se obtuvo que el 

extracto de mayor inhibición fue el de hoja de neem, resaltando así su poder bactericida.   

Las dosis de los tratamientos con extracto de hoja se establecieron en 200 y 400 

µl/g de extracto de hoja y 100µl/g de alcohol como control y se adicionó al alimento, el 

cual tuvo buena aceptación por parte de los camarones, considerando así que el alcohol 

y los recambios de agua, pueden tener influencia en la reducción de Vibrio. Además, se 

comprobó que el extracto de hoja de neem no es tóxico para los camarones ya que no 

hubo mortalidad en el estudio in vivo.  

La dosis para reducción de Vibrio en Litopenaeus vannamei, según los resultados 

obtenidos, al ser significativamente diferente entre tratamientos y representar un mejor 

resultado numérico, se concluye que a 200 µl/g se mantiene una dosis segura para el 

camarón que a su vez actúa dentro del mismo y reduce la carga bacteriana.  

Por último, se sugiere que la adición de un 10% de Tween 80 al extracto de hoja 

de neem permite reforzar su acción inhibitoria, ya que los resultados del antibiograma 

evidencian que al agregar este producto se generó un mayor halo de inhibición.  
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10. RECOMENDACIONES 

Realizar un estudio de seguimiento a la hidroestabilidad del pellet tras ser 

humedecido con el fitobiótico y la eficiencia en comparación a usar el fitobiótico como 

parte de la formulación balanceada para crear el pellet.  

Evaluar la eficiencia de combinar el extracto de hoja de neem con extractos de 

otras plantas con características antimicrobianas.  

Evaluar dosis distintas a los tratamientos estudiados para verificar si llega a tener 

un mejor efecto en el camarón.  

Probar el fitobiótico en camarones que pasen por las primeras etapas de cultivo. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Peso de muestra de hojas 

 

Anexo 2: Papel filtro con muestra de 

neem en tubo del Soxhlet.                                

 
Anexo 3: Proceso de extracción en 

Soxhlet 

 

Anexo 4: Proceso para antibiograma 

 
Anexo 5: Resultado antibiograma     

 

Anexo 6: Placa de siembra de Vibrio- T2 
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Anexo 7: Preparación de distintas 

proporciones de extracto de neem y tween 

80 

 

Anexo 8: Diseño experimental 

completamente al azar.  

 

Anexo 9: Peso del alimento para las dosis 

del día.  

 

Anexo 10: Separación de las dosis de 

alimentos para cada tratamiento

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


