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RESUMEN

En el cultivo de camardn (Litopenaeus vannamei), la administracion de consorcios
bacterianos en es poco comin y muy importante para mantener un ambiente acuético
saludable y equilibrado. Estos consorcios estan compuestos por diferentes tipos de
bacterias beneficiosas como Bacillus sp. y Lactobacillus sp., que mejoran la calidad del
agua, descomponen materia organica y compiten con patégenos potenciales. Se deberian
usar porque estas bacterias controlan enfermedades, mejoran el crecimiento y disminuyen

la necesidad de antibidticos, lo que resulta en una produccion sostenible.

Este estudio evalUa la eficacia de un consorcio bacteriano como estrategia de control para
disminuir la influencia de Vibrio sp. en el cultivo de camardn (L. vannamei). Se
emplearon postlarvas en estadio PL25, sometidas cuatro tratamientos con y sin consorcio
bacteriano (CC-7; CC-14; CC-21; SC) con tres repeticiones durante periodos de 7,14 y
21 dias, seguidos de un desafio por Vibrios sp. de 96 horas en cada periodo. El cultivo se
realizé en 12 unidades experimentales de 40 L con 30 postlarvas en cada unidad. Se
analizaron la supervivencia, los dias de administracion del consorcio para inhibir los

Vibrios, y el peso de los organismos cultivados.

Los resultados muestran que los tratamientos con consorcio bacteriano (CC) alcanzaron
tasas de supervivencia superiores al 90 % en todos los casos, siendo el tratamiento 3 de
21 dias (CC-21y SC-21) el mas efectivo con una supervivencia del 94,43% tras el desafio
con Vibrios sp. y se observaron relaciones positivas entre el aumento de peso y la
supervivencia de la postlarvas. El trabajo demuestra que el uso de consorcios bacterianos
puede ser una alternativa eficaz a los antibioticos en la produccién del camaron,
mejorando la supervivencia y el crecimiento de L. vannamei, especialmente frente la
exposicion a patdgenos como los Vibrios sp. Los hallazgos sugieren que la aplicacion
prolongada del consorcio bacteriano ofrece la mejor proteccién, aunque incluso periodos
cortos de administracién en voliumenes bajos de agua de 30 L con una baja densidad de 1
Postlarva/L. muestran efectos positivos. La investigacion contribuye al desarrollo de
estrategias sostenibles para el control del enfermedades en la camaronicultura, con
potenciales implicaciones para la mejora de la produccion y la reduccion del impacto

ambiental en la industria.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, consorcio bacteriano, peso,

supervivencia, desafio, periodos, acuicultura.
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ABSTRACT

In shrimp (Litopenaeus vannamei) culture, the administration of bacterial consortia is
uncommon and very important to maintain a healthy and balanced aquatic environment.
These consortia are composed of different types of beneficial bacteria such as Bacillus
sp. and Lactobacillus sp. that improve water quality, break down organic matter and
compete with potential pathogens. They should be used because these bacteria control
diseases, improve growth and decrease the need for antibiotics, resulting in sustainable

production.

This study evaluates the efficacy of a bacterial consortium as a control strategy to
decrease the influence of Vibrio sp. in shrimp (L. vannamei) culture. Postlarvae at PL25
stage were used, subjected to four treatments with and without bacterial consortium (CC-
7; CC-14; CC-21; SC) with three replicates for periods of 7, 14 and 21 days, followed by
a Vibrio sp. challenge of 96 hours in each period. The culture was carried out in 12
experimental units of 40 L with 30 postlarvae in each unit. Survival, days of consortium

administration to inhibit Vibrios, and weight of cultured organisms were analyzed.

The results show that the bacterial consortium (CC) treatments achieved survival rates
above 90% in all cases, with treatment 3 of 21 days (CC-21 and SC-21) being the most
effective with a survival of 94.43% after challenge with Vibrios sp. and positive
relationships were observed between weight gain and postlarvae survival. The work
demonstrates that the use of bacterial consortia can be an effective alternative to
antibiotics in shrimp production, improving survival and growth of L. vannamei,
especially against exposure to pathogens such as Vibrios sp. The findings suggest that
prolonged application of the bacterial consortium offers the best protection, although even
short periods of administration in low water volumes of 30 L at a low density of 1
postlarvae/L show positive effects. The research contributes to the development of
sustainable strategies for disease control in shrimp farming, with potential implications

for improved production and reduced environmental impact in the industry.

Key words: Litopenaeus vannamei, bacterial consortium, weight, survival,

challenge, periods, aquaculture.
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I. INTRODUCCION
Debido al aumento que ha existido en estos ultimos afios, se ha observado que los
paises con mayor produccion camaronera son de Asia y América Latina, por lo que
buscan ofrecer al mercado el mejor producto, para asi incrementar sus ingresos
econdmicos, abastecer los alimentos a toda la poblacion mundial y generar empleos a los
ciudadanos de dichos paises, es importante destacar que a través del tiempo el consumo

de mariscos ha incrementado por la constante natalidad en dichas regiones.

La actividad acuicola mundial se encuentra en un crecimiento constante y el
consumo de los mariscos por la poblacion ha incrementado de forma exponencial, el
camaroén es el producto mas importante globalmente, principalmente en Asia y América
Latina, donde la produccion genera ingresos econémicos, alimento y trabajo a las

poblaciones de cada pais.

La camaronicultura es una actividad pionera en Ecuador y empez06 en el afio 1968,
en Santa Rosa, El Oro, cuando trabajadores agricolas observaron que en estanques de la
zona se desarrollaba el camardn, lo que dio inicio a la actividad camaronera. En la
actualidad, los cultivos de camardn enfrentan desafios para ser rentables economicamente
y amigables ecologicamente, el reto actual es la reduccion del uso de antibioticos, debido
a la resistencia bacteriana que representan, los problemas medio ambientales vy
restricciones en las exportaciones por la afectacion a la salud de los seres humanos, por
lo que los investigadores, nos indica que: una buena estrategia para el buen manejo en las
camaroneras, debe ser la implementacion de técnicas para mejorar el sistema
inmunoldgico, ya que existird mas posibilidades a las resistencias a patdgenos y menor

tasa de mortalidad en toda su etapa de vida.

En la actualidad el cultivo de Litopenaeus vannamei, es de suma importancia,
porque existen grandes extensiones de cultivo, lo que conlleva, a buscar alternativas para
una mayor produccién (mas densidad), dando como resultado problemas en los
organismos, tales como: enfermedades, las cuales son producidas por el exceso de
excreciones, falta de oxigeno (exceso de animales) y otros problemas comunes que se da

cotidianamente por el exceso de poblacion.

El aumento de las densidades de camarones ha provocado la aparicion de
diferentes enfermedades, producidas por bacterias y virus, entre estas enfermedades

encontramos la Vibriosis, Sindrome de Taura, Sindrome de la mancha blanca, IHNV. Las



cuales afectan a los ecosistemas de agua dulce, salada y salobres. Dependerd de las
densidades que se va a sembrar en nuestra piscina, ya que en cultivo intensivo y semi-
intensivo, la evolucién de las enfermedades serd mas rapida su transmision (horizontal o

vertical).

La enfermedad mas comln es la Vibriosis, esta enfermedad se desarrolla en
ambientes salados y a temperaturas altas y son del grupo gran negativas, la produce el
género Vibrio (bacterias). En este grupo encontramos diferentes especies, las cuales son
Vibrio sp, Vibrio harveyi, Vibrio parahemolyticus, Vibrio cholerae y Vibrio vulnificus. El
cual afectara no solo a la especie en el cultivo, sino a la inversion econdmica aplicada al
cultivo, ya que habr altas mortalidades por su transferencia horizontal (infectando a todas

las especies).

La enfermedad se la puede controlar a tiempo, si se diagnostica antes de
mortalidad, visualizando los sintomas del cultivo, son: nado erratico, perdida de reflejos,
nado hacia las orillas y anorexia. Para identificar estos sintomas, se aplicara un producto
que ayude a subir su sistema inmunoldgico, aunque no esta asegurado que se tenga el
100% de supervivencia, por eso se debe estudiar antes de sembrar sobre las posibles

enfermedades en la piscina, aplicando prebioticos.

Los probidticos son bacterias benéficas que ayudara al aumento del sistema
inmunoldgico del camardn, actuando de forma inmediata en el intestino, permitiendo que
cualquier enfermedad que se presente, no se desarrolle o se incremente rapidamente en el
camaron causando altas tasas de mortalidades. En el siguiente estudio se aplicara un
consorcio bacteriano que nos permitird observar cual es la supervivencia final y el tiempo

necesario para que funcione.



1.1  Planteamiento del Problema

Los Vibrios en la acuicultura son un desafio importante, son un grupo diverso de
bacterias presentes en ambientes acuéticos que pueden causar enfermedades resultando
en altas tasas de mortalidad. El abuso excesivo de antibi6ticos como la oxitetraciclina y
el floranfenicol para el control de Vibrio sp. puede tener un impacto ambiental negativo
al contribuir a la resistencia bacteriana y la contaminacion del agua, por lo tanto, el reto
radica en encontrar estrategias efectivas y sostenibles para reducir la presencia de los
Vibrios en los cultivos de camarédn blanco, que garanticen la salud de los organismos y

preservacion del medio ambiente.



1.2 Justificacion

El cultivo de camardn en Ecuador es econdmicamente importante para la
comunidad por la gran cantidad de empleo que genera. La aparicion de enfermedades por
bacterias del género Vibrio ha sido parte de un desafio para las granjas camaroneras, pues
es un patégeno que generalmente se manifiesta por varios factores que influyen en el

desarrollo de las larvas de camardén.

El uso indiscriminado de los antibi6ticos para manejar las bacterias ha hecho que
los productores busquen productos que contribuyan a la disminucion del impacto
ambiental, con amplia eficiencia en control de enfermedades bacterianas y obtengan alta
sobrevivencia de organismos en la produccion, permitiendo el paso a la aplicacion de
probidticos que forman una accion eficiente para reducir patologias en el desarrollo inicial

de los camarones.

Es importante indicar que existen muchas investigaciones que emplean
probidticos para la inhibicion de bacterias, sin embargo, no estd de mas investigar las
dosis adecuadas y las aplicaciones en cultivos para evaluar la efectividad de las bacterias
y asi evitar el uso excesivo de los antibioticos en los cultivos de camaron en el Ecuador.
Esta investigacion pretende generar informacion esencial para el sector productivo sobre
el manejo de una poblacion bacteriana, su modo de empleo y, como lo antes mencionado

influird en la efectividad de los mismos.



1.3  Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la eficacia de un consorcio bacteriano como estrategia de control para
disminuir la influencia de Vibrio sp. en el cultivo de camarén blanco (Litopenaeus

vannamei).

1.3.2 Objetivos Especificos
e Estimar la sobrevivencia de los organismos luego de realizar una prueba de
desafio frente a Vibrio sp.
e Determinar el tiempo de administracion necesario del consorcio bacteriano para

lograr inhibicion de Vibrio sp.



1.4 Marco Tebrico
1.4.1 Camaron Blanco (Litopenaeus vannamei)

Segun (Godinez et al., 2011) nos indica que: Este organismo es un crustaceo
decapodo que tolera alteraciones en los parametros quimicos y fisicos: temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad y pH. En el campo acuicola se han aplicado distintas
densidades de cultivo, lo que ha permitido observar que se pueden ser intensivo, extensivo
y semiintensivo dependiendo de la capacidad del lugar en donde se realizara el cultivo y

el manejo que se le brinde

El cultivo extensivo tiene una densidad menor a 10 camarones/m?, por lo que su
alimentacion dependerd 100% del natural. El cultivo semiintesivo su densidad es 10 a 30
camarones/m?, lo cual su alimentacion varia entre lo natural y el pienso alimenticio. El
cultivo intensivo permite densidades desde 2000 a 18000 kg/ha, por lo cual su alimento
sera 100% pienso alimenticio. Aunque actualmente en algunos paises han logrado
aumentar la densidad de siembra con algunas tecnologias avanzadas consiguiendo que

sea un cultivo hiperintensivo (Casas & Ponce, 2018).

1.4.2 Taxonomia

Tabla 1. Taxonomia del camarén blanco (Litopenaeus vannamei)

Phylum Arthropoda
Clase Crustacea
Subclase Malacostraca
Serie Eumalacostraca

Superorden Eucaria
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchia
Infraorden Litopenaeidea
Superfamilia Litopenaeidae
Familia Litopenaeidae
Genero Litopenaeus
Especie Litopenaeus vannamei

Fuente: FAO (1988)

1.4.3 Morfologia
En el camar6n blanco del Pacifico, tiene diferentes morfologias segin en la etapa

de vida que se encuentre, en este trabajo nos centraremos cuando el camardn esta en



postlarva. En este estadio tiene su rostrum alargado, el cual se compone de 1 espina
epigéstrica y 2 dientes rostrales que estan en la parte superior. La anténula se divide en 3
antejos basales y 2 flagelos divididos provistos, los cuales cada uno de 4 sedas terminales.
En la antena tiene un protopodito bi-segmentado, el cual se desune un escafocerito
desarrollado, el cual posee borde externo duro y espina terminal. El flagelo posee 4

antejos notables (Turkmen, 2003).

En los maxilépodos posee exopoditos desarrollados proporcionado de sedas
pequefias plumosas. Dentro de la mandibula se encuentra 2 discos masticadores y palpo
mandibular en la parte medial. En caso de los periodos ya no tienen sus exopoditos, por
lo que habrad huecos y los endopoditos agrandan su tamafio dando como resultado las
quelas que cumplira diferentes funciones en esta etapa dentro de los tres primeros pares.
En cuanto los pledpodos tienen 5 pares de patas nadadoras con sus articulaciones y sus
funcionalidades (Goytortua et al., 2023).

En los primeros pares de pledpodos se clasifican en: endopoditos pequefios y los
exopoditos expandidos y en los bordes tiene una amplia parte de sedas. En el primer par
de pledpodos no se visualizan los endopoditos se desarrollan méas cuando ya estan en su
etapa reproductiva. El telson muestra una estructura trapezoidal, pero es angosto en la
parte posterior mostrandose 4 fuertes espinas en los bordes. El telson junto con los
uropodos compone la aleta caudal. Existe un caparazon que esta adecuado al cefalotérax
y posee espina hepatica concreta. El caparazon esté envuelto por cromatéforos pardosos,

lo que lo hace vistosos o interesante en sus etapas juvenil y adulto (Goytortua et al., 2023).

1.4.4 Habitat

El camardn blanco (L. vannamei), se ubica en el Océano Pacifico, desde México,
Centroamérica hasta Peru, Sudamérica, la temperatura 6ptima del agua en el que habita
es superior a los 20 °C. Los animales adultos se reproducen y desarrollan con normalidad
en mar abierto, caso contrario la postlarva migra hacia las costas durante su estadio
juvenil, mientras que la etapa adolescente a pre adulta se desplaza a los estuarios,

manglares y lagunas costeras (FAO, 2009).

En el Ecuador existe un gran interés en el cultivo de camardn blanco, es por esta razon
que (Castillo & Velasquez, 2021) nos sefiala que en las temporadas de invierno se adquirié
un menor FCA y mayor peso en menos tiempo de produccion. En caso de hablar que este

en la estacion de verano, se aplicara un sistema trifasico (técnica innovadora). Este tipo



de sistema da beneficios al campo acuicola, tales como: sostiene la produccion y se opone
a cambios bajos de la temperatura.

1.4.5 Sistema Inmunolégico del Camarén

El sistema inmunoldgico del camar6n blanco se lo ha medido por el nGmero de
hemocitos y su clasificacion. Estas células tienen una comunicacion intracelular y
citotoxica, ayudando asi fagocitosis, coagulaciones, melanizaciones, reconocimiento,
encapsulacion y la creacion de nddulos. Ademas, se encontramos varias composiciones
plasmaéticas, tales como: histonas, enzimas, péptidos, liposacéridos, profenoloxidasa,

cascada de coagulacion y proteinas (Camacho & Prado, 2019).

La inmunologia del intestino conlleva tres modalidades de defensa de suma
importancia, las cuales son: inmunidad adaptativa, barreras del intestino y la inmunidad
innata. Estas 3 defensas trabajardn constantemente para mejorar la resistencia de los
patogenos presentes en el medio de cultivo, logrando que el animal no tenga una

mortalidad repentina en cuanto se contagie con la bacteria infectante (Ringg et al., 2022).

1.5  Vibrios en Cultivo de Camaron
1.5.1 Definicion de los Vibrios

Las primeras bacterias que se lograron identificar y describir fueron los Vibrios,
logrando clasificarlos en la familia Vibrionaceae, los cuales son organismos heterotrofos,
Gram negativa, méviles (flagelo polar), oxidasa positiva y mesofilos. Dentro de su
biologia, toleran altas y bajas salinidades y acumulacion de nutrientes. Se las encuentra
en la columna de agua o en el fondo formando parte del sedimento y dentro del tracto
digestivo del camaron blanco cuando este se encuentra enfermo. Los Vibrios sobreviven

en los ambientes marinos y en climas calidos o zonas costeras (Leyton & Riquelme, 2008).

Los Vibrios son organismos que se encuentra normalmente dentro de mejillones,
ostras, peces y crustaceos (camarones) en las temporadas de calor o altas temperaturas,
mientras que durante el frio o bajas temperaturas se los encuentra en la parte del fondo
(sedimento). Lo que puede combatir este patdgeno es cuando no esta en sus rangos de
temperatura (21°C a 37°C) o salinidad (5-30 g/L). En el caso de ser consumido crudo
afecta al otro ser vivo ya que la bacteria puede a traer dafios infecciosos, como: diarrea,

nauseas, entre otros sintomas (seres humanos) (Rodriguez et al., 2014).



1.5.2 Tipos de Vibrios

En la actualidad dentro de los camarones, ha existido problemas de enfermedades
por alta densidades que se presentan en el cultivo de camarén blanco, las cuales son
causadas por diferentes bacterias patdgenas Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus y
Vibrio campbelli en el caso del estadio larval del Litopenaeus vannamei. En los adultos y
juveniles es causada por otros organismos bacterianos, tales como: Vibrio campbelli,
Vibrio alginolyticus, Vibrio damsela, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio splendidus, Vibrio

penaeicida, Vibrio vulnificus y Vibrio harveyi (Aguirre et al., 2013).

El camardn es mas indefenso en sus primeras etapas de vida por lo que la mayor
parte de las pérdidas de produccidn es en la etapa larval, ya que su sistema inmunoldgico
no es el adecuado para combatir el patdgeno, es por esta razon que, ha existido diferentes
ataques de organismos perjudiciales, tales como: Vibrio harveyi, Vibrio parahemolyticus,
Vibrio vulnificus y Vibrio damsela. De todas estas enfermedades nombradas, la que
comunmente es conocida es la V. harveyi, ya que ha causado grandes mortalidades en

todo el sistema de produccion en todo el mundo (Adams, 1991).

1.5.3 Colonizacion de Vibrios

La colonizacion es un método que se utiliza para el estudio de las distintas
enfermedades que se presenta en un medio de produccion. Al usar esta metodologia
permite al investigador buscar soluciones necesarias para combatir la enfermedad y
observar su comportamiento dentro del animal y que causa dentro del sistema
inmunoldgico del mismo. ElI mismo método se puede aplicar en bacterias benéficas que
se le aplica al medio de cultivo, utilizando diferentes productos de laboratorio que

permitira realizar la réplica adecuada (Sotomayor et al., 2019).

1.5.4 Enfermedades Causadas por el Patdgeno

Dentro de los cultivos de camardn blanco se han observado presencia de diferentes
bacterias perjudiciales que pueden dafiar los organismos cultivados, en este caso
hablaremos del Vibrio parahemolyticus, este microorganismo dafiino causa una
enfermedad conocida como: necrosis hepatopancreéatica aguda con sus siglas (AHPND),
no obstante, puede darse la misma enfermedad por la presencia de otras bacterias como:

Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Vibrio campbelli (Han et al., 2015).
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1.5.5 Distribucién del Patdgeno en un Estanque de Produccion

En el cultivo de camardn blanco se han dado diferentes problemas en la salud del
animal, por lo que su sistema inmunolégico disminuye causando que el patdgeno Vibrio
se desarrolle en todo el cultivo, es decir, que se aprovecha del animal cuando estéa bajo de
sus defensas para atacar y perjudicar la produccion, mostrando algunos sintomas, si no se
le da un tratamiento adecuado y a tiempo puede haber altas tasas de mortalidades (Pefia &

Varela, 2015).

Los investigadores realizaron un estudio en un estanque acuicola, el cual muestra
que el camaron blanco tiene al patdgeno dentro de su organismo en bajas cantidades (1*10
UFC mL en la hemolinfa) que pueden aumentar cuando dicho animal sufre situaciones
de estrés o cambios bruscos en la calidad del agua y suelo, provocando que, al infectarse
un camaron con la enfermedad de Vibrio sp., infecta a los demas de forma horizontal
(Zermefio et al., 2023).

1.5.6 Cepas de Vibrios Resistentes a Antibidticos

En el cultivo de Litopenaeus vannamei existe una situacion preocupante, la cual
es: el consumo excesivo de antibioticos en las piscinas porque con el paso del tiempo los
productores han implementado este producto para curar enfermedades y para prevenir
que exista la aparicion de las mismas, sin antes realizar un estudio adecuado que permita
evaluar la receptividad antibidtica de la enfermedad que se presenta en ese medio de
cultivo. Manifestando una fuerte resistencia antibioticas en las bacterias patdgenas, pero
la mas conocida es la que provoca la enfermedad de la Vibriosis sp. Este patdgeno soporta
a los siguientes antibioticos, los cuales son: enrofloxacina, oxitetraciclina, norfloxacina y
florfernicol (Aguirre et al., 2021).

Segun (Tran et al., 2013) nos informa que: En el campo acuicola existe una
bacteria patdgena Vibrio parahemolyticus, la cual ha causado revuelo en algunos paises,
porque han existido perdidas en la produccién y en la economia por querer combatirla.
Este patdgeno es resistente a diferentes antibidticos, los cuales son: oxitetraciclina,
magnacina, sulfacloropiridacina, trimetroprim, florfenicol y enrofloxacina. En este
patdgeno es importante saber que cuando usamos estos antibioticos no se combate la
enfermedad, sino que afectara mas a la poblacion existente en el medio de cultivo
(Galaviz et al., 2021).



11

1.5.7 Vibriosis en Larvicultura

Dentro del campo acuicola, la etapa mas sensible de la produccion es cuando se
encuentra en larvas, por lo que se presentan diferentes enfermedades que pueden causar
dafios graves a la especie, las cuales son: vibriosis luminiscentes, bolitas blancas y
vibriosis. En la cual las siguientes enfermedades seran dadas por diferentes grupos de
bacterias maliciosas, depender4d de la enfermedad, tales como: vibriosis (Vibrio
parahaemolyticus), Vibriosis luminiscentes (Vibrio harveyi y Vibrio campbelli) (Gomez
et al., 2015).

Las bacterias patégenas tienen efectos negativos, cuando se encuentran en grandes
cantidades (colonias) ya que se libera toxinas de todos estos organismos, permitiendo
observar que la proliferacion se da por las alteraciones de los pardmetros quimicos,
bioldgicos y fisicos del medio acuoso, como modificaciones de temperatura, oxigeno, pH
y salinidad. Esto provoca que existan altas mortalidades en el estanque (Pefa & Varela,
2016).

1.6 Suplementos en el Cultivo de Camaron
1.6.1 Bacterias Probioticas

Antes de analizar el concepto general de las bacterias beneficias, se dara a conocer
el significado de probidticos, el cual se originan de dos términos griegos “Pro” y “BIOS”,
estas dos palabras dan un significado “para la vida”. Lo que permite decir que es una
sintesis de los tejidos que ayuda a la estimulacién del desarrollo bacteriano frente a un

ecosistema o medio acuatico (Knipe et al., 2021).

Dentro de la historia de las bacterias beneficias, el primer autor en acufiar la
definicion fue Parker en 1974, el cual sefialo que: son individuos y componentes que
colaboran dentro del balance microbiano del intestino. Actualmente, otros autores
también han dado otras definiciones para su mejor comprension y por los diferentes

estudios realizados con el pasar del tiempo hasta llegar al afio actual (Pérez et al., 2020).

Son organismos microscopicos que ayudan dentro de la especie (camaron blanco),
ya que no tienen componentes perjudiciales (toxinas) en el sistema del huésped; al
contrario, ayudan a proteger al animal de infecciones fuertes que pueda presentar en el
cultivo (aumenta su sistema inmune), a su vez tiene alta tasa de crecimiento y

supervivencia dentro del cultivo de la produccién (Sorroza et al., 2009).
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Los investigadores concluyeron que las bacterias probidticas tienen caracteristicas
beneficiosas, como: no son perjudiciales en el huésped, son admitidos por el animal
mediante la colonizacion, ingestion y reproduccion en el interior del organismo y no se
opone antimicrobiana. Al escoger un probidtico se debe evaluar las caracteristicas del

patdgeno para analizar la aptitud inhibidora (Pérez et al., 2020).

1.6.2 Metabolitos Producidos por las Bacterias Probidticas

En la actualidad existe informacion sobre los metabolitos que produce la bacteria
de la familia Bacillus, los cuales son: policetidos, glucopéptidos, péptidos ciclicos,
lipopeptidos, bacteriocinas, enzimas liticas y péptidos no ribosomales, razon por la cual
son utilizadas comunmente en el campo acuicola para prevenir las enfermedades por su

alta capacidad de estimular el intestino y disminucion de enzimas (Phelan et al., 2012).

En el caso de la bacteria Lactobacillus sp., elabora metabolitos bacteriocinas que
sirve para combatir microorganismos gram negativos. Este metabolito tiene una
clasificacion, las cuales son: No lantibioticos y lantibioticos. En las que la division

dependera de la bacteria patdgena a la que va dirigida (Liévin, 2016).

Tabla 2. Metabolitos producidos por bacterias probiéticas

Organismo bacteriano Bactericionas
Lactobacillus lactis Nisina
Lactobacillus sake Sakacina A

Lactobacillus plantarum Plantaricina E/F

Lactobacillus helveticus Helveticina

Lactobacillus johnsonii Lactacina F

Fuente: Vasquez et al. (2009)

1.6.3 Caracteristicas Generales de los Bacteriofagos

Antes de iniciar con el concepto de los bacteridfagos, se debe conocer un resumen
de su historia, estos organismos se usaron por primera vez como terapia en el siglo 20
(principios), pero, al pasar del tiempo, se descubrié una nueva técnica de eliminar el
patdgeno con antibidticos dejando apartado a estos microorganismos, observando que al
final los productos descubiertos no eran tan perfectos presentando dificultades y asi los

investigadores retomaron las investigaciones de estos (Guevara et al., 2020).

Estos organismos (fagos) son perjudiciales para las bacterias, las propiedades que

poseen los vuelven un atrayente como representante antimicrobiano para la intervencién
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de las enfermedades que se presenten en el medio acuoso. Una de las propiedades

esenciales es su enfoque a definidas bacterias hospedadoras (Pacios et al., 2019).

Los probidticos soportan agresiones de los demas agentes (fagos) por mecanismos
como: transformaciones inesperadas, métodos de alteraciones de prohibicién y defensas
adaptativas. Entre los nombrados, tenemos al género mutacion, se dar4 de manera
inesperada mediante una transmision horizontal entre células igual o diferente del

organismo, dividida en dos: la generalizada y especializada (Ruiz, 2021).

En el primer elemento, el cual es la generalizada, es el producto de las
equivocaciones en el envolvimiento del ADN del cromosoma del huésped. Si aparece un
elemento viral infectara de inmediato al probiético porque se vuelven susceptible al fago.
El ADN se afiade por la recombinacion del genoma con posibilidades de transmision de

resistencias y virus (Suarez, 2021).

En la segunda transduccion, es la especializada es una combinacion de los genomas
virales y bacterianos dando una respuesta de un fago con los dos genomas, en caso de que
exista una resistencia en el probidtico habra una transferencia en el siguiente nivel por

eso se recomienda el uso de Fal No transductores (Vallenas et al., 2022).

1.6.4 Beneficios

Las bacterias probidticas del animal traen beneficios como el control de los
patdgenos y una mayor productividad por diferentes acciones, que son: mejora del agua
(calidad), mejora la flora intestinal, fomenta el sistema inmunoldgico del organismo y
disminuye los desechos del camardn. Lo que provoca un buen efecto en cuanto costos de
produccién, ya que disminuye la cantidad de suministro de pienso balanceado y
antibioticos en caso de futuras enfermedades que se pueda presentar dentro del cultivo
(Delgado et al., 2022).

Los trabajos que se encuentra actualmente son estudios realizados de las bacterias
benéficas del entorno donde se encuentra el animal, por eso (Escobar et al., 2006) nos
indica que este tipo de microorganismo ayuda al camardn a subir su sistema inmunolégico
desde su funcionamiento en el microbiota intestinal y mejoramiento de la digestion,
dando beneficios reflejados al combatir las enfermedades en el cultivo.Haga clic aqui para

escribir texto.
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1.6.5 Mecanismos de Accion
Segin (Mufioz, 2022), cuando tenemos un consorcio bacteriano existe algunos
mecanismos de defensa que ayuda al camaron a enfrentar la enfermedad de la vibriosis,

tales como:

e Comprende en el estimulo de pH menor a 4

e Impide el desarrollo bacteriano de los patégenos

e Elaboracién de acidos lacticos

e Reduccidn de la absorcion intestinal

e Incremento del movimiento de lactasa

e Resultado de competencia en las bacterias que causan enfermedades

e Consecuencia en el sistema inmune

1.6.6 Bacterias Probioticas frente a Vibriosis

En el cultivo de camardn blanco existe un sistema preventivo para el control de la
especie que causa la patogenicidad, el cual es aplicar bacterias benéficas mediante el
alimento balanceado, ya que al estar en el tracto digestivo aumenta el sistema
inmunolégico por los diferentes procesos que surgen, ayudando a la produccion
camaronera que no tenga perdidas por la excesiva mortalidad que puede presentarse
dentro del cultivo (Molina et al., 2021).

1.6.7 Mezclas de Cepas Bacterianas

En la acuicultura se han utilizado métodos para combatir las enfermedades del
cultivo, por lo que, en los ultimos afios, se han introducido cepas de bacterias en el
organismo mediante el pienso balanceado que se le administra al animal todo el dia, pero
es necesario tener un control adecuado al suministrarlas para que no se conviertan en

toxinas (perjudiciales) para el cultivo (Verschuere et al., 2000a).

Algunos autores han desarrollados distintas mezclas para identificar la adecuada
para fortalecer el sistema inmunolégico de la especie y pueda combatir el organismo
perjudicial que se encuentra en su habitat. Estas mezclas usadas en la acuicultura de
bacterias benéficas son: correspondientes del género Pseudomonas, Vibrio, Bacillus y
levaduras. Son las combinaciones mas comunes que se encuentra dentro del mercado

acuicola (Balcazar & Rojas, 2007).
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1.6.8 Efecto de Mezclas Probidticas

Cuando se realiza una mezcla de bacterias beneficiosa (Vibrio alginolyticus y
Bacillus sp.) para la especie, se tiene resultados beneficiosos para la produccién. Uno de
los resultados es: que tiene mayor capacidad de impedir la proliferacion de bacterias
patdgenas durante el crecimiento, permitiendo reducir la capacidad de patogenicidad en
las larvas de camaron blanco y evitar la alta tasa de mortalidad (Sotomayor & Balcazar,

2003).

En el campo acuicola, para que exista los beneficios dados por el autor anterior se
debe tener en cuenta que el probidtico que se dara al animal sera por via oral (alimento)
para que llegue al tracto digestivo y ahi se reproduzcan para poder mejorar su sistema
inmunoldgico, ayudados con los acidos presentes en el tracto porque ejercen diferentes
mecanismos sobre las bacterias probidticas que se encuentran dentro del animal, gracias
a mezclas probioticas son: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus lactis y Leuconostoc

mesenteroides (Villamil & Martinez, 2016).

1.7 Probiético Comercial

1.7.1 Bacillus

Esta especie son preceptoras de esporas, lo que permite observas que tienen
resistencias a cualquier condicion quimica o fisica que se presente en el medio de cultivo.
La diversidad que presenta estos microorganismos permite la adaptabilidad no solo de
temperaturas, sino variacion de salinidades, alcalinidades o pH, exceso de desechos
organicos Yy en sustancias super acidas (tracto intestinal), debido a su excelente capacidad
de reproducirse en los medios que ha servido como estudio en diferentes areas de
investigacion por la importante funcion que desempefia, la cual es dar beneficios al medio
(Soltani et al., 2019).

Los Bacillus son candidatos para aditivos alimentarios debido a su papel positivo
en la promocién del crecimiento, la respuesta inmune y la resistencia a enfermedades.
Una gran cantidad de Bacillus pueden regular el entorno de la flora intestinal de los
organismos acuaticos, estimulando selectivamente el crecimiento de otras bacterias
beneficiosas e inhibiendo otras que son potencialmente dafiinas. Es ideal encontrar la
dosis efectiva del probidtico que se aplique, una dosis alta no significa que va a generar

una mejor respuesta inmune en los animales cultivados (Cao et al., 2022).
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1.7.2 Bacillus subtilis

El tratamiento con probidticos puede aumentar la actividad de las enzimas
digestivas, promoviendo asi el rendimiento del crecimiento y la utilizacion del alimento.
La adicién de Bacillus subtilis puede desempefiar un papel positivo en el incremento del
peso del Penaeus vannamei. Ademas, se pueden observar beneficios en la calidad del
agua, la respuesta inmune, crecimiento eficiente y la resistencia a patdgenos del camarén

(Kewcharoen & Srisapoome, 2019).

Seguln (Kewcharoen & Srisapoome, 2019), al suplementar probidticos con la cepa de
B. subtilis en estanques de cultivo de camardn, disminuy6 considerablemente la
mortalidad de los organismos, regularon la respuesta inmune, es decir el bacillus puede
competir con otros microorganismos invasores reduciendo el contagio y las tasas de
mortalidad, también hubo influencia positiva en la composicion quimica, enzimas
digestivas y resistencia a muchas enfermedades dadas en la produccion de camaron

blanco.

1.8.3 Lactobacillus lactis

Segun (Yerlikaya et al., 2021), esta bacteria se usa como probidtico por su
capacidad de persistir y colonizar el tracto digestivo. Esto facilita el combate de patdgenos
que ingresan al organismo al colonizar el intestino. Ademas, se destaca que su efectividad
es mayor cuando se combina con otras bacterias probioticas, como: Bacillus sp. y

Streptococcus thermophilus.

Estas son algunas caracteristicas de la bacteria probiotica:

Tabla 3. Caracteristicas de Lactobacillus lactis
Caracteristicas

e Grampositivas e Inmoviles
¢ Anaerobias facultativas e Carentes de citocromos
e Catalasas negativas e No forman esporas

Fuente: Bintsis (2018)

Son conocidas como BAL, en la industria acuicola se las suministra en el alimento,
ya que le da una buena calidad porque ofrece seguridad y un mejoramiento en la salud.
Este tipo de bacteria probidtica ocasiona combinaciones antimicrobianas, tales como:

acidos acéticos, lactico, bacteriocinas antagonistas y diacetilo ofreciendo la rapidez de la
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degradacion de los alimentos y evitar que el patdgeno ingrese en el animal (Amelia et al.,
2021).

En el siguiente cuadro explica los beneficios que ofrecen como probi6ticos este tipo de

organismo en los animales de medios acuosos.

Tabla 4. Beneficios de probidticos con Lactobacillus lactis

Beneficios
v No son enfermedades v Son adherentes
v Funcionales en pH bajos v Colonizadores de células epiteliales
v Crecimiento normal en medios v Actividad antibacteriana
salinos
v Beneficiosas en el sistema v Actividad antioxidante
inmunolégico

Fuente: Padmavathi et al. (2018)

1.8.4 Nitrosomonas sp.

La nitrificacion es un proceso natural de limpieza del agua mediante oxidacion de
amoniaco potencialmente toxico a nitrato no téxico, donde la bacteria Nitrosomonas sp.
desempefia un rol importante en dicho proceso. La presencia de bacterias nitrificantes es
esencial en la actividad acuicola para mantener los gases toxicos nitrogenados a un nivel

bajo para no dafiar a los organismos cultivados (Amin et al., 2023).

El alimento no consumido y las heces son descompuestas por bacterias dentro de
las cuales el carbono organico se mineraliza a amoniaco, nitrito y nitrato, lo que aumenta
la carga de bacterias patdgenas y empeora la calidad del agua. La poblacién de bacterias
patdgenas como Vibrio sp. aumentara a medida que incremente la carga organica y es
donde la presencia de nitrificados juega un papel importante. Los nitrificados son
bacterias quimioautotrofas capaces de sintetizar la materia organica mediante procesos
de nitrificacion (Widigdo et al., 2021).

1.8.5 Nitrobacter sp.

Los probidticos que contienen microorganismos como Nitrobacter que pueden
aumentar la descomposicion de los desechos y mejorar la calidad del agua. La adicion de
la bacteria en el medio acuéatico puede mejorar la calidad del agua porque puede convertir
compuestos toxicos en no toxicos como el amoniaco y los nitritos a través del proceso de
nitrificacién, aumentando la tasa de crecimiento y la supervivencia en la produccion de

camaron (Samadan et al., 2021).
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La presencia de nitrato en las aguas de los estanques de camarones se debe a los
niveles de nitrato en los estanques derivados de la oxidacion de nitritos por la bacteria
Nitrobacter sp., es decir la cantidad de nitrito y amoniaco puede determinar los niveles
de nitrato en los estanques de camarones. La acumulacién de bacterias heterétrofas y sus
desechos impiden la actividad de Nitrosomonas y Nitrobacter, los heterétrofos asimilan

amoniaco y consumen oxigeno antes de llegar a los nitrificadores (Valencia et al., 2019).
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Il.  MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se realizé6 en la Facultad de Ciencia
Agropecuarias con direccion P35P+CCW, E583, EI Cambio, en el laboratorio de
Maricultura y Sanidad Vegetal, con la siguientes coordenadas 3.2915822334170737, -
79.91388666931037.

Figura 1. Ubicacion del disefio experimental
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2.2 Materiales y Equipos
2.2.1. Materiales

e Tachos de 40 L

o Balanza

o Blower

e Manguera

e Alimento balanceado

e Mallaroja

e 3 recipientes de plasticos de 5t

e Sustancias

e Agar TCBS

e Agar nutritivo

e Agar Bacto peptona

e Caldo de soja

e Aguade mar
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Probidtico Comercial
Melaza

Recipientes de vidrio
Matraz Erlenmeyer

Tubos de ensayo de 10ml y de 20ml
Varita mezcladora

Aza

Merchero de alcohol

Vaso de precipitacion
Herramientas de laboratorio
Alcohol

Agua destilada

Fosforos

Autoclave

Centrifugadora

Hornilla eléctrica

Agua destilada

Porta tubos

Refrigeradora

Balanza

Micropipetas de 1000 uL y 100 uLb
Incubadora

Isopos

Postlarvas de camardn (Litopenaeus vannamei)

Cepa Vibrio sp.

Disefio Experimental

20

En el disefio experimental se establecieron cuatro tratamientos (CC-7; CC14; CC-

21 y SC) con tres réplicas cada uno (CC, tratamientos con consorcio bacteriano), dentro

de los mismos, contamos con tratamientos de control relativos SC, tratamientos de control

sin consorcio contaminados después de los periodos de administracion del consorcio

bacteriano, y fuera de ellos conservamos un reservorio como tratamiento control absoluto

SC-NC (sin consorcio y no contaminado por Vibrios sp.). El estudio tiene tres dosis
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diferentes de administracion del consorcio bacteriano en los 4 tratamientos dependiendo
de la biomasa de los organismos que obtiene en el desarrollo del cultivo, junto con cuatro

dias de desafio.

2.4 Croquis de la Ubicacion del Experimento

RESERVORIO
CONTROL ABSOLUTO

Figura 2. Ubicacion de los tratamientos experimentales para el cultivo de postlarvas (Litopenaeus
vannamei)

2.5 Descripcion de los Tratamientos
El estudio comparativo de los tratamientos experimentales se explica en el

siguiente cuadro:

Tabla 5. Descripcién de los tratamientos experimentales donde indican dosis de alimentacion, los dias
de administracién del consorcio bacteriano y los dias de infeccion por Vibrios.

Tratamiento % Biomasa Dosis de Infeccién con Dias de
(Alimento) probidtico Vibrio desafio

T1 20 7 dias Dia 8 4 dias

T2 20 14 dias Dia 15 4 dias

T3 20 21 dias Dia 22 4 dias
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Control de relativos 20 - Similar en cada Similar en cada

y absoluto tratamiento tratamiento

2.5.1 Dimensiones de las Unidades Experimentales

h= 56 cm

N

Figura 3. Dimensiones de la unidades para el ensayo experimental

Volumen de un cilindro= & r’h

r=15cm
V=nx (15 cm)? x (56 cm)
V=39584,07 cm = 39,58 L

2.6 Preparacion de las Unidades Experimentales

Se dispusieron doce tachos de 40 L, cada uno conteniendo 30 L de agua de mar
filtrada con salinidad de 35 ppm. Posteriormente, se instalé un sistema de aireacion
compuesta por doce mangueras en una regleta conectadas a un blower y cada manguera
equipada con piedras difusoras para asegurar una adecuada oxigenacién del agua, asi

mismo nos aseguramos de eliminar cualquier contaminacion por cloro.

2.7 Obtencidn de los Organismos

Las postalarvas en estadio PL 25 se compraron en un laboratorio especializado
ubicado en Puerto Bolivar, Machala, Ecuador. Simultaneamente, se obtuvo agua de mar
con una salinidad de 35 ppm, la cual se ajustd cuidadosamente para coincidir con las
condiciones de salinidad del agua en la que se mantenian los organismos adquiridos,
garantizando asi una transicién 6ptima, minimizando el estrés de las postlarvas durante

la aclimatacién y posterior desarrollo de la investigacion.
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2.7.1. Aclimatacion de los Organismos

Se adquirieron mas de mil postlarvas (PL 25), las cuales fueron ubicadas
inicialmente en un reservorio para aclimatarlas durante un dias completo, mientras se
ajustaba la salinidad del agua de las unidades experimentales a 30 ppm. Luego, se
dispusieron 30 postlarvas en cada unidad experimental, donde anticipadamente se realizd
el pesaje y el conteo para determinar la biomasa correspondiente para ajustar la
alimentacion de los animales cultivados. Tras un dia adicional de aclimatacion en sus
respectivas unidades, se inicié el estudio, asegurando asi que las condicionales iniciales
de las PL fueran odptimas para la evaluacidbn comparativa de los tratamientos

experimentales.

2.8 Obtencion del Probiético

El probidtico comercial empleado en este estudio fue conseguido en un tienda de
insumos acuicolas ubicada en Puerto Hualtaco, EI Oro, Ecuador. EI producto obtenido
cuenta con la cantidad de 1 kilogramo y para asegurar la activacion del polvo liofilizado
se adquirio melaza en el mismo lugar, que es una fuente de carbono fundamental para

garantizar la concentracion del consorcio bacteriano que se administrara a los organismos.

2.9. Obtencion de la cepa de Vibrio sp.

La cepa de Vibrio utilizada en el estudio fue aislada a partir de 10 juveniles
enfermos de aproximadamente 1 gramo provenientes del Laboratorio de Maricultura. Se
extrajo el hepatopancreas de todos los organismos, y las muestras fueron colocadas en
una funda plasticas para ser homogenizadas adecuadamente. Luego, se realizaron
diluciones seriadas (1/10; 1/100 y 1/1000) para lo cual se utilizaron tres tubos de ensayo,
cada uno conteniendo 10 ml de agua de mar previamente esterilizada, ajustada a una
salinidad de 30 ppm. Se afiadid 1 gramos de la muestra homogenizada al primer tubo
(1/10), y se tom6 1 ml de esta dilucion para transferirlo al segundo tubo (1/100),
repitiendo el proceso hasta obtener la tltima dilucién (1/1000). En cada dilucion se tomd
una muestra de 1 ml para ser inoculada en cajas Petri. Las cajas Petri fueron esterilizadas
mediante la exposicion de luz ultravioleta y posteriormente preparadas con agar TCBS
(Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa), un medio selectivo para Vibrios, permitiendo

el aislamiento de la cepa bacteriana necesaria para el desarrollo del desafio experimental.

2.10. Preparacion de Agares
2.10.1 Preparacion de Caldo de Soja
Primero, se afladieron 10 ml de agua destilada a cada tubo de ensayo. A

continuacion, se calculd la cantidad precisa de dosificacion para cada tubo, resultando en
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0.25 g de caldo de soja (polvo) por cada 10 ml de agua destilada. Se incorpord esta
cantidad en cada tubo y se procedio a autoclave el caldo. Luego, se permitié que el caldo
se enfriara hasta alcanzar una temperatura cercana al ambiente (24°C), para facilitar la

proliferacién de los Vibrios.

En este procedimiento se utilizé caldo de soja y agua de mar destilada, que se sometieron

a un proceso de esterilizacion en la autoclave.

Segundo, se esterilizé el agua de mar del laboratorio de Puerto Bolivar, lo cual
tomé dos horas. En el siguiente paso, se vertieron 1000 ml de esta agua de mar en un vaso
de precipitacion de 2000 ml (la eleccion del tamafio dependera del volumen deseado) y
se afladieron 25 g de caldo de soja, siguiendo las indicaciones del producto (la cantidad

varia segun el volumen de agua destilada).

Posteriormente, se coloco el vaso de precipitacion en la autoclave durante dos
horas. Tras el proceso de esterilizacion, se dejo enfriar la mezcla para proceder con la
masificacion. Este procedimiento se repetia semanalmente para asegurar la renovacion

del agua de los Vibrios.

2.11 Preparacion del Agar TCBS
El siguiente método se empled para detectar la presencia de Vibrios, obtener las

muestras para su masificacion y verificar el producto.

El primer paso, se reunieron todos los materiales necesarios y se destilo el agua
de mar. Luego, se vertieron 300 ml de agua de mar destilada en un matraz. Se realizaron
los calculos correspondientes, basados en las indicaciones del producto, que
especificaban 89.09 g de agar TCBS para 1000 ml de agua destilada. Los calculos
determinaron que se necesitaban 26.72 g de agar TCBS. Se peso el agar segun el resultado
obtenido y se afiadié al agua destilada.

Al final, la mezcla se preparé y se calentdé en un bafio Maria, siguiendo las
especificaciones del producto. Después de esperar 10 minutos, se distribuy6 el preparado
en 27 cajas Petri, y se dejo solidificar el agar durante 15 minutos antes de colocar las
muestras en las cajas.

2.12 Preparacion de Agar Bacto Peptona
El siguiente procedimiento se empled para la segunda fase de masificacion de los
Vibrios, con el objetivo de evaluar la viabilidad de obtener Vibrios a partir de este tipo de

caldo.
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En primer lugar, se destild el agua salada para preparar la mezcla. A
continuacion, se vertieron 1000 ml de agua salada destilada en un matraz y se afiadieron
35 g de caldo Bacto peptonas, siguiendo las instrucciones del producto. La mezcla se
someti6 a autoclave para eliminar cualquier posible contaminacion. Después, se dejo

enfriar el caldo durante 15 minutos.

Posteriormente, se transfiri6 a un recipiente de plastico para continuar con la
masificacion de los Vibrios. Este proceso se repitié semanalmente, un total de cuatro

veces, marcando asi la culminacion del proyecto.

2.13 Preparacion de Agar Nutriente

El agar Nutriente, requiere de una preparacion minuciosa que implica la
suspension de 23 g del polvo en 1 L de agua esterilizada, seguida de una mezcla
exhaustiva y calentamiento hasta la ebullicion por 1 minuto para la completa disolucion.
Para lograr la esterilizacion, se utiliza el autoclave a 121 °C durante un tiempo de 15
minutos, y se verifica con anticipacion su eficacia con cultivos de control. En nuestro
caso, se adapto el procedimiento para un volumen menor de 100 ml de agua de mar
esterilizada, usando 2,3 g de polvo de Agar, manteniendo la proporcion original para
preparar tres placas Petri. Este proceso optimiza recursos mientras preserva la integridad
del medio, siendo primordial mantener condiciones asepticas durante la preparacion de

este para no afectar a los resultados finales.

2.14 Masificacion de Vibrio sp.

Primer paso, las cajas sembradas para obtener los Vibrios, se dejaron incubar durante 48
horas. Una vez transcurrido el tiempo, se compararon todas las muestras. Se observé que
la muestra con la cantidad adecuada de Vibrio provenia de los camarones pequefios del
laboratorio de Maricultura. Se concluy6 que la falta de crecimiento durante un afio se

debia a la presencia de Vibrios.

Segundo paso, en este procedimiento, se utiliz6 el caldo de soja previamente preparado
y se afiadié una muestra de Vibrio tomada de una caja Petri del laboratorio con la ayuda
de un hisopo. Se esper6 2 horas antes de tomar nuevas muestras, las cuales se colocaron
en 2 cajas Petri con agar TCBS para observar su curva de crecimiento y evaluar la
masificacion. Este procedimiento se repitié cada 2 horas durante un total de 12 horas.
Luego, las cajas Petri obtenidas se dejaron reposar en la incubadora durante 48 horas.

Después de este periodo, se contabilizaron las colonias en cada caja para determinar cual
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era la méas adecuada para el procedimiento. Los resultados fueron insatisfactorios, ya que
la cantidad de bacterias no alcanzé el valor deseado de 1075. A continuacion, se repitio
el procedimiento aumentando el tiempo de incubacion a 18, 20 y 24 horas. El resultado
mostro que, al dejar reposar los Vibrios en el caldo durante 20 horas, se lograba obtener
la cantidad deseada, ya que la concentracion de bacterias comenzaba a decaer con tiempos

de incubacion més largos.

Tercer paso, en este proceso, se colocaron 100 ml del caldo de soja en un matraz junto
con el tubo de ensayo que habia estado incubando durante 20 horas para iniciar la
masificacion. Después de 24 horas, se repitio el procedimiento, incrementando la cantidad
de caldo de soja a 250 ml y afiadiendo el contenido a un vaso de precipitacién de 500 ml,
que contenia previamente 100 ml del caldo. En el siguiente paso, se preparé caldo de soja
para 500 ml y se transfirié a un vaso de precipitacion de 1000 ml. Este proceso se continud
aumentando el volumen hasta alcanzar 2000 ml de caldo con Vibrio, que se depositd en
un recipiente de plastico de 5000 ml. El caldo se volvio a afiadir al recipiente de plastico
tras 48 horas, cuando se observo un cambio en la coloracion, indicando un descenso en
la viabilidad del Vibrio. Este proceso se repitio en tres tachos diferentes, ya que el
proyecto requeria realizar tres ciclos de infeccion, y cada recipiente se utiliz6 para un

tratamiento especifico.

2.14.1 Analisis de Carga Bacteriana

En esta etapa final, se lleva a cabo un plaqueo de la masificacion para determinar
la cantidad de Vibrios presentes en la muestra. El siguiente paso es centrifugar la muestra
para separar las bacterias especificas que se desean analizar. Tras la centrifugacion, se
elimina el liquido sobrenadante. Luego, se agrega agua de mar destilada al residuo y se
agita la mezcla hasta lograr una homogenizacion completa. Esta mezcla de Vibrio se
transfiere a un recipiente y el proceso se repite hasta obtener un volumen de 1800 ml de
Vibrio. Como paso final, se distribuye 300 ml de la mezcla de Vibrios en cada uno de los
baldes que contienen los camarones. El procedimiento se realiz6 una vez a la semana
durante tres semanas consecutivas para alcanzar el objetivo del proyecto.
2.15 Activacion del Probiotico Comercial

El protocolo experimental, se adhirid rigurosamente a las especificaciones

técnicas proporcionadas por el fabricante del probi6tico comercial adquirido. Este
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producto, presentado en forma de polvo liofilizado, requeria un proceso de activacion
previo a su aplicacion. Siguiendo las directrices establecidas, se utilizd melaza como
fuente de carbono para catalizar la activacion del probiotico, integrandolo con el agua de
mar filtrada utilizada para las unidades experimentales. La dosificacién recomendada por
el fabricante estipulaba un proporcién de 1 Kg del probidtico en polvo por cada 1000 L
de agua, complementada con 2 L de melaza por cada 100 L de agua. Adaptando dichas
especificaciones en el experimento, debemos considerar la biomasa inicial de los
animales, donde se utilizaba 5 gramos de alimento balanceado semanalmente para los 9
tratamientos con probiotico y, el fabricante mencionaba otro dato importante sobre
utilizar 0,5 L de melaza en 40 Kg de alimento balanceado y segun dicha cantidad se

preparaba la cantidad de probidtico activado. Entonces realizamos los siguientes calculos:

0,5 L de Melaza ------------------ 40000 g de Balanceado
X mmmmmm e 5 g de Balanceado
X=0,0000625 L ---- 0,063 ml de Melaza

2000 ml de Melaza ---------------- 100 L de agua
0,0625 ml de Melaza ----------------- X
X=0,003125 L de agua ----- 3,13 ml de Agua

1 kg de Probidtico --------------- 1000 L de agua
X emmmm e 0,003125 L de agua
X=0,000003125 kg ---- 3,13 mg de Probidtico en polvo

Tras un analisis detallado de los resultados preliminares, se tomé una decision
metodoldgica de redondear las cantidades a valores enteros o fracciones manejables,
eliminando asi las complejidad asociada a los decimales en la dosificacion. Esta
adaptacion resulté en una formulacion que comprendia 4 ml de agua del reservorio como
vehiculo principal, 4 mg de probiotico en polvo como agente activo y 0,10 ml de melaza
como fuente de carbono y potenciador de la activacion probiotica, este ajuste facilito las
preparacion y administracion consistente del tratamiento en todas las unidades

experimentales.
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2.16 Preparacion de Alimento con Probidtico

De acuerdo a los datos proporcionados por el fabricante del probiético comercial,
se establecié una relacion entre la cantidad de probi6tico preparado y la cantidad de
alimento balanceado dado semanalmente. Concretamente, se indicaba la utilizacion de 25
L de probidtico activado por cada 40 kg de alimento balanceado. Partiendo de esta
informacion crucial y conjunto con los célculos previamente realizados, se procedio a
determinar con precision la cantidad de probidtico a implementar en los diversos

tratamientos del estudio, donde se aplicé el consorcio bacteriano.

25 000 ml de Probidtico --------------- 40 000 g de Balanceado
D 5 g de Balanceado
X= 3,13 ml de Probiotico activado
Se determiné una dosificacion semanal de un total de 5 gramos de alimento (0,58
g por los 7 dias) complementada con 3,13 ml de probidtico activado.

Tabla 6. Datos de la prime’ra semana de alimentacion
ALIMENTACION (SEMANA 1)

BIOMASA TOTAL (g) 2,88

% BIOMASA 20
Balanceado total (g) 0,58
Balanceado x cada balde (g) 0,048
5 Dosis (mg) 9,60

Esta formulacion se tradujo en una administracion diaria inicial de 0,27 ml de
probidtico por cada 0,43 g de alimento, distribuida estratégicamente en cinco dosis
equitativas a lo largo del dia en aquellos nueve tratamientos que requerian la
suplementacion probiotica.

0,048 g x 9 tratamientos= 0,432 g de alimento en las unidades experimentales con

probidtico.

25 000 ml de Probiético activado -------------- 40 000 g de Balanceado
X oo 0,43 g Balanceado

X= 0,27 ml de Probioético activado por Unidad experimental
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2.17 Manejo de las Unidades Experimentales

Una vez establecidas las unidades experimentales, se procedié a evaluar el efecto
de la administracién del probi6tico comercial, los tratamientos experimentales (1, 2 'y 3),
con un el tratamiento control junto con sus réplicas (12 unidades experimentales) se les
administraba alimento con probiotico, mientras que los tratamientos de control relativos
y absolutos (reservorio de PL) se alimentaban con balanceado sin probiotico, todos los
tratamientos se infectaban realizando una prueba de desafio de 4 dias. EI Tratamiento 1,
las postlarvas fueron alimentadas con probidtico hasta el séptimo dias y al octavo dias se
infectaba con 300 ml Vibrio masificado; el Tratamiento 2, recibi6 probiotico hasta el dia
14. Finalmente, el Tratamiento 3 se alimentd hasta los 21 dias y un dia después se
infectaba, en cada infeccion se esperaban los 4 dias, las PL se contaban diariamente y se

pesaban al final de cada desafio para monitorear su supervivencia.

2.17.1 Alimentacién

En el proceso de alimentacion de las postlarvas, se implementdé un enfoque
meticuloso basado en la biomasa, ajustando la cantidad de alimento proporcionado segun
el estadio (PL 25) y el peso inicial (8 mg) de los organismos. Siguiendo recomendaciones
de la literatura cientifica y las mejores practicas del sector, se establecié una tasa de
alimentacion del 20% de la biomasa total. Este régimen alimenticio variaba de acuerdo al
crecimiento de los organismos, adaptandose semanalmente en funcion de los cambios en
la biomasa de las postlarva. Durante la primera semana del experimento, que abarco los
primeros siete dias, se administraron 48 mg de alimento en cada unidad experimental,
distribuidos en cinco dosis diarias para optimizar la ingesta y minimizar desperdicio. En
la segunda semana, correspondiente al dias 14 del estudio, la cantidad de alimento
incremento a 77,15 mg, reflejando el crecimiento de los organismos. Finalmente, en la
tercera semana, al alcanzar el dia 21, la administracion de alimento alcanzé los 84,82 mg,

evidenciando la necesidad de ajustar la alimentacion para sostener su crecimiento 6ptimo.

2.17.2 Recambio de Agua

En la implementacion del experimento, se prestd atencidn al manejo del medio
acuatico, componente fundamental para garantizar el bienestar y desarrollo 6ptimo de los
organismos objeto de estudio. Al cada unidad experimental fue aprovisionada con un
volumen preciso de agua de 30 litros de agua (3%), estableciendo asi un entorno
controlado y homogéneo para todas las réplicas. Con el propésito de mantener la calidad

del agua en condiciones ideales, se instaurd un protocolo riguroso de mantenimiento
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diario que comprendia el sifoneo minucioso de cada unidad. Esta préctica permitia la
remocion eficaz de desechos organicos y particulas en suspension, previniendo la
acumulacion de compuestos nocivos para los especimenes. Complementariamente, se
efectuaba un recambio diario de 1 litro de agua en cada unidad experimental, seguido por
la reposicion de un volumen equivalente de agua nueva, esta estrategia de renovacion
parcial y controlada del medio estaba disefiada para regular parametros criticos, como los
niveles de amonio, cuya acumulacion podria ser perjudicial para los animales cultivados.
Este régimen de manejo contribuye a la estabilizacién de los parametros fisico-quimicos
del agua, también asegura el mantenimiento de un habitat propicio para el desarrollo del

experimento.

2.18 Pesoy Conteo de las Postlarvas

Inicialmente, se efectio un pesaje preliminar utilizando tres réplicas de 200
postlarvas cada una, con el proposito de obtener un peso promedio mas preciso. Este
enfoque permitio determinar la biomasa inicial directa de 2,88 gramos, lo que se tradujo
en un peso individual estimado de 8 mg por organismo, segun los calculos realizados.
Para minimizar el estrés en los animales, se establecié un régimen de pesaje semanal y al
término de los desafios experimentales para cada unidad experimental. EI procedimiento
del pesaje se llevaba a cabo con sumo cuidado, empleando una malla roja para extraer las
postlarvas de su medio y transferirlas a una caja Petri, donde se determinaba su peso
mediante una balanza de precision. Paralelamente, se implementé un protocolo de
monitoreo diario de la supervivencia, que implicaba el conteo meticuloso de los
organismos, este proceso se realizaba utilizando la misma malla roja para transferir
temporalmente las PL a una caja Petri, donde se procedia al conteo individual, retornando
inmediatamente cada espécimen a su unidad experimental correspondiente, dicha
metodologia se disefid con el objetivo de minimizar el tiempo de manipulacion y

consecuentemente, reducir el riesgo de mortalidad asociada al manejo.
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I1l. RESULTADOS
3.1  Supervivencia de PL de L. vannamei en Raz6n del Tiempo de Administracion

de un Consorcio Bacteriano, Previo al Desafio por Vibrios.

3.1.1 Supervivencia de PL en 7 dias de administracion de un Consorcio bacteriano
(CC-7-NC)

En la tabla 7, se presenta la tasa de supervivencia en 7 dias de administracion de
un Consorcio bacteriano. Donde se observa que el tratamiento de control sin Consorcio
(SC) la supervivencia a los 7 dias fue de 76,67%, mientras que el tratamiento con

Consorcio bacteriano la supervivencia fue mas elevada con un porcentaje de 96,67%.

Tabla 7. Supervivencia de lo tratamiento 1 durante 7 dias de administracion del consorcio
bacteriano previo al desafio

SUPERVIVENCIA DEL TRATAMIENTO 1 (7 DIAS)
DIAS SIN CONSORCIO (SC) (%) CON CONSORCIO (CC) (%)

DiA1 100,00 100,00
DiA 2 100,00 100,00
DIA3 85,56 96,67
DiA 4 82,22 96,67
DIA5 78,89 96,67
DIA 6 78,89 94,44
DIA7 76,67 93,33

3.1.2 Supervivencia de PL en 14 dias de administracion de un Consorcio
bacteriano (CC-14-NC)

En la tabla 8, se presenta la tasa de supervivencia en 14 dias de administracion de
un Consorcio bacteriano. Donde se observa que el tratamiento de control sin Consorcio
(SC) la supervivencia a los 14 dias fue de 83,33%, mientras que el tratamiento con

Consorcio bacteriano (CC) la supervivencia fue méas elevada con un porcentaje de 90%.

Tabla 8. Supervivencia de lo tratamiento 2 durante 14 dias de administracion del consorcio
bacteriano previo al desafio

SUPERVIVENCIA DEL TRATAMIENTO 2 (14 DIAS)
DIAS  SIN CONSORCIO (SC) (%) CON CONSORCIO (CC) (%)

DIA1 100,00 100,00
DIA 2 100,00 100,00
DIA3 96,67 98,89
DIA 4 95,56 97,78
DIA5 95,56 97,78
DIA 6 95,56 96,67

DIA 7 93,33 94,44




DIA 8
DIA9
DIA 10
DIA 11
DIA 12
DIA 13
DIA 14

88,89
88,89
87,78
86,67
85,56
83,33
83,33

94,44
94,44
93,33
92,22
91,11
91,11
90,00
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3.1.3 Supervivencia de PL en 21 dias de administracion de un Consorcio
bacteriano (CC-21-NC)
En la tabla 9, se presenta la tasa de supervivencia en 21 dias de administracion de

un Consorcio bacteriano. Donde se observa que el tratamiento de control sin Consorcio

(SC) la supervivencia a los 21 dias fue de 90%, mientras que el tratamiento con Consorcio

bacteriano (CC) la supervivencia fue mas elevada con un porcentaje de 94,44%.

Tabla 9. Supervivencia de lo tratamiento 3 durante 21 dias de administracion del consorcio
bacteriano previo al desafio

SUPERVIVENCIA DEL TRATAMIENTO 2 (21 DIAS)

DIAS
DIA1
DIA 2
DIA3
DiA 4
DIA5
DIA 6
DIA7
DIA 8
DIA9
DIA 10
DiIA 11
DIA 12
DIA 13
DIA 14
DIA 15
DIA 16
DIA 17
DIA 18
DIA 19
DIA 20
DiA 21

SIN CONSORCIO (SC) (%) CON CONSORCIO (CC) (%)

100,00
100,00
98,89
97,78
97,78
96,67
94,44
93,33
93,33
93,33
93,33
92,22
92,22
92,22
91,11
91,11
91,11
91,11
91,11
91,11
90,00

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
97,78
97,78
97,78
97,78
96,67
95,56
95,56
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
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La Tabla 10 muestra la comparacion entre tasas de supervivencia segun el analisis
de varianza Tukey, considerando al tratamiento CC-21-NC como referencia, ya que
presentd la mayor tasa se supervivencia (96,93 %). En este contexto, el tratamiento CC-
7-NC mostré una diferencia minima de solo 0,11 % respecto al CC-21-NC, lo que indica
una alta supervivencia en periodos cortos de exposicion. Por su parte, el CC-14-NC
presentd una diferencia algo mayor de 1,53 %, indicando una ligera reduccion de la
supervivencia en dicho periodo del estudio. En contraste, los tratamientos sin consorcio
bacteriano (SC) mostraron diferencias mas pronunciadas, como SC-21-NC, con la menor
diferencia entre los SC de 8,36 %, lo que revela el incremento significativo de la
supervivencia a lo largo del tiempo. SC-14-NC y SC-7-NC presentaron las mayores

diferencias, con 18,35 % y 16,33 % respectivamente.

Tabla 10. Relacion del tratamiento con mejor resultado (CC-21-NC) entre los demaés
tratamientos gue indican la diferencia porcentual de la supervivencia de PL de L. vannamei.

Diferencia porcentual

Tratamientos Supervivencia (%) con CC-21-NC
(96,93%)
CC-7-NC 96,82 + 6,67 0,11
CC-14-NC 95,40 + 3,33 1,53
SC-7-NC 80,60 + 14,53 16,33
SC-14-NC 78,58 + 3,33 18,35
SC-21-NC 88,57 + 6,67 8,36

La diferencia mas notable entre CC y SC (Tabla 11), se observa en los primeros 7
dias (16,22 %), dichos resultados evidencian resultados demuestran una ventaja
consistente del CC en todos los periodos, con diferencias de supervivencia del 16,22 %,
16,82 % y 8,36 % respectivamente. La mejor tasa de supervivencia se observa en las
etapas finales de los tratamientos CC-21-C y SC-21-C, muestra alta supervivencia bajo
el tratamiento de un consorcio bacterianos previo a la exposicion por Vibrios y también

resalta una mejor supervivencia en los tratamientos sin consorcio (SC).
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Tabla 11. Comparacion entre tratamientos con consorcio (CC) y sin consorcio (SC), previo al desafio,
gue revelan la supervivencia y diferencia porcentual de PL de L. vannamei.

Diferencia
Comparacion Tratamientos Supervivencia (%) Tratamientos Supervivencia (%)
porcentual (%)

1 CC-7-NC 96,82 + 6,67 SC-7-NC 80,60 + 14,53 16,22
2 CC-14-NC 95,40 + 3,33 SC-14-NC 78,58 + 3,33 16,82
3 CC-21-NC 96,93 + 3,85 SC-21-NC 88,57 + 6,67 8,36

La Tabla 12, segun el analisis ANOVA de una via, indica diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia de las postlarvas entre los tratamientos
experimentales, presentando un p-valor bajo de 0,001 valor menor que alfa (0,05). La
suma de cuadrados entre grupos fue considerablemente mayor que la suma de cuadrados
dentro de grupos, lo que se demuestra en el alto valor del estadistico F. Los resultados
sugieren que al menos uno de los tratamientos estudiados difiere significativamente de

los demas en términos de supervivencia de las postlarvas.

Tabla 12. Analisis ANOVA de una via previo a la contaminacion por Vibrios

ANOVA DE UNA VIA
Supervivencia (%).

Suma de Cuadrados df Cuadrado medio F  p-valor

Entre Grupos 11618.545 6 1936.424 4,842 .000
Dentro de Grupos 87591.360 219 399.961

Total 99209.905 225

Los resultados de la prueba de Tukey HSD (Tabla 13), se obtuvo que los
tratamientos (CC-7-NC: 96,82%; CC-14-NC: 95,40%; CC-21-NC, 96,63% y SC-21-NC:
88,57%.). son los mejores resultados sin diferencias entre ellos, pero si presentan
diferencias que revelan diferencias significativas en la supervivencia de postlarvas entre
los tratamientos con y sin consorcio bacteriano comercial (CC-14-NC: 95,40%; SC-21-
NC: 88,57% y SC-7-NC: 80,60%). Los tratamientos con consorcio bacteriano (CC)
mostraron consistentemente tasas de supervivencia superiores al 95% Notablemente, la
supervivencia en tratamientos CC, se mantuvo estable a lo largo del tiempo (7, 14y 21

dias), mientras que en los tratamientos SC, se observé una tendencia ascendente, aunque
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sin alcanzar los niveles de los tratamientos CC, mostrando los valores méas bajo que

aunque muestras similitud entre ellos, son diferentes a los demés resultados (SC-21-
NC:88,57%; SC-7-NC: 80,60% y SC-14-SC: 78,58%).

Tabla 13. Supervivencia de postlarvas de L. vannamei bajo tratamiento con un consorcio

bacteriano y sin periodos de exposicion por Vibrios, segin el Analisis de varianza Tukey.

Supervivencia (%0).

Tukey HSD*P

Consorcio bacteriano- sin Subset for alpha = 0.05
contaminacion con Vibrios n 1 2 3
SC-14-NC. 21 78.58

SC-7-NC. 21 80.60 80.60

SC-21-NC. 21 88.57 88.57 88.57
CC-14-NC. 42 95.40 95.40
CC-7-NC. 21 96.82
CC-21-NC. 63 96.93
Significance .510 .091 .623

La Fig. 4 ilustra la mortalidad de las postlarvas de L. vannamei bajo diferentes

condiciones de tratamiento con consorcio bacteriano (CC) y sin consorcio (SC) en los tres
momentos de contaminacion (11, 18 y 25 dias). Los tratamientos CC-7-NC y CC-21-NC,

muestran baja mortalidad (3,2 % y 3,1 % respectivamente), sin diferencias significativas

entre si, el tratamiento CC-14-NC con 4,6 % de mortalidad es estadisticamente similar a
estos y a SC-21-NC (11,4 %). Los tratamientos SC-7-NC y SC-14-NC presentan la méas

elevada mortalidad (19,4 %y 21,4 %), sin diferir significativamente entre ellos. En todos

los casos, los tratamientos con consorcio superan con bajas mortalidades a sus

contrapartes sin consorcio, siendo esta diferencia mas marcada a los 11 dias (CC-7-NC y
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SC-7-NC), y aumentando la mortalidad gradualmente a los 18 dias (CC-14-NC y SC-17-
NC) y disminuyendo a los 25 dias (CC-21-NC y SC-21-NC).

22%
20% be
18%
16%
.

14% abc
12%
10%

8%

6% ab

4% d a

Mortalidad de Postlarvas (%)

2%

0% r

CC-7-NC SC-7-NC CC-14-NC SC-14-NC CC-21-NC SC-21-NC

Tratamientos con Consorcio bacteriano y Sin Consorcio
bacteriano - Sin de Contaminacion por Vibrios

Figura 4. Mortalidad de PL de L. vannamei bajo la administracién de un consorcio bacteriano y sin
contaminacién por Vibrios

3.2 Supervivencia de PL de L. vannamei en Razon del Tiempo de Administracion

de un Consorcio Bacteriano tras el Desafio por Vibrios.

3.2.1 Supervivencia de PL en 7 dias de administracion de un Consorcio bacteriano
(CC-7-C)

Después de los 7 dias se aplicd un desafio con Vibrios por 96 horas con una
concentracion de 300x10° UFC/ml en el tratamiento de control sin consorcio (SC) y con
consorcio (CC). En la tabla 14, resalta que el tratamiento sin consorcio presentd
mortalidad después de la contaminacién, disminuyendo su supervivencia del 76,7% al
71,10%, mientras que el tratamiento con consorcio bacteriano las PL tuvieron mayor

resistencia, registrando un porcentaje final de 93,3%.
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Tabla 14. Supervivencia de lo tratamiento 1 durante 7 dias de administracion del consorcio
bacteriano tras el desafio
DESAFIO DEL TRATAMIENTO 1

DIAS SIN CONSORCIO (%) CON CONSORCIO (%)

DIA 8 71,1 93,3
DIA9 71,1 93,3
DIA 10 71,1 93,3
DIA 11 71,1 93,3

3.2.2 Supervivencia de PL en 14 dias de administracion de un Consorcio
bacteriano (CC-14-C)

Después de los 14 dias se aplicé un desafi6 con Vibrios por 96 horas con la misma
concentracion de 1x10° UFC/ml en 300 ml en el tratamiento de control sin consorcio (SC)
y con consorcio (CC). En la tabla 15, resalta que el tratamiento sin consorcio presento
mortalidad después de la contaminacion, disminuyendo su supervivencia del 83,33% al
73,33%, mientras que el tratamiento con consorcio bacteriano las PL tuvieron mayor

resistencia, registrando un porcentaje final de 90%.

Tabla 15. Supervivencia de lo tratamiento 2 durante 14 dias de administracion del consorcio
bacteriano tras el desafio
DESAFIO DEL TRATAMIENTO 2

DIAS SIN CONSORCIO (%) CON CONSORCIO (%)

DIA 15 76,7 90
DIiA 16 74,4 90
DIA 17 73,3 90
DIiA 18 73,3 90

3.2.3 Supervivencia de PL en 21 dias de administracion de un Consorcio
bacteriano (CC-21-C)

Después de los 21 dias se aplico un desafié con Vibrios por 96 horas con la misma
concentracion de 1x10° UFC/ml en 300 ml en el tratamiento de control sin consorcio (SC)
y con consorcio (CC). En la tabla 16, resalta que el tratamiento sin consorcio presento
mortalidad después de la contaminacion, disminuyendo su supervivencia del 90% al
84,4%, mientras que el tratamiento con consorcio bacteriano las PL tuvieron mayor

resistencia, registrando un porcentaje final de 94,44%.

Tabla 16. Supervivencia de lo tratamiento 3 durante 21 dias de administracion del consorcio
bacteriano tras el desafio

DESAFIO DEL TRATAMIENTO 3
DIAS SIN CONSORCIO (%) CON CONSORCIO (%)
DIA 22 86,7 94,4
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DIA 23 84,4 94,4
DIA 24 84,4 94,4
DIA 25 84,4 94,4

La Tabla 17 indica un andlisis comparativo entre los tratamientos contaminados
por Vibrios segln los resultados del anélisis de varianza Tukey, utilizando al tratamiento
con mejor supervivencia CC-21-C (94,43 %) como referencia, se observan diferencias
porcentuales significativas. Los tratamientos con consorcio bacteriano mostraron una
supervivencia superior, con CC-7-C presentando solo una diferencia del 1,10 % y CC-
14-C del 4,43 %. En cambio, los tratamientos sin consorcio exhibieron diferencias mas
pronunciadas, SC-7-C con 23,33 %, SC-14-C con 19,98 % y SC-21-C con 9,44%. Estos
resultados revelan el aumento de la supervivencia con consorcio bacteriano,
especialmente en la etapa final los tratamientos experimentales (CC-21-C). La reduccion
de las diferencias en los tratamientos SC se observan a medida que avanzaba la

finalizacion de la observacion del Gltimo tratamiento experimental.

Tabla 17. Relacidn del tratamiento con mejor resultado (CC-21-C) entre los demas tratamientos
que indican la diferencia porcentual de la supervivencia de PL de L. vannamei.

. . ) Diferencia porcentual
Tratamientos  Supervivencia (%)
con CC-21-C (94,43%)

CC-7-C 93,33+ 6,67 1,10
CC-14-C 90 +3,33 4,43
SC-7-C 71,10+ 10,18 23,33
SC-14-C 74,45 + 6,67 19,98
SC-21-C 84,99+ 1,92 9,44

Los resultados de la Tabla 18 comparan y demuestran una ventaja consistente del
tratamiento CC en todos los periodos, con diferencias de supervivencia del 22,23 %, 15,55
%Yy944 % alos 7,14y 21 dias, respectivamente. La mas alta supervivencia se observa
en las etapas finales de los tratamientos CC-21-C y SC-21-C, donde los resultados
muestran un incremento de la tasa de supervivencia frente a los tratamientos con

exposicion a Vibrios con una diferencia menor de 11,94 %.
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Tabla 18. Comparacion entre tratamientos con consorcio (CC) y sin consorcio (SC), previo al desafio,
que revelan la supervivencia y diferencia porcentual de PL de L. vannamei.

Diferencia

Comparacion Tratamientos  Supervivencia (%) Tratamientos Supervivencia (%) porcentual

(%)
1 CC-7-C 93,33 + 6,67 SC-7-C 71,10 +10,18 22,23
2 CC-14-C 90 +3,33 SC-14-C 74,45 + 6,67 15,55
3 CC-21-C 94,43 +5,09 SC-21-C 84,99 +1,92 11,94

El anélisis ANOVA de una via revela diferencias altamente significativas en la
supervivencia de las postlarvas entre los diferentes tratamientos (Tabla 19). La suma de
cuadrados entre grupos fue considerablemente mayor que la suma de cuadrados dentro
de grupos, lo que se refleja en el alto valor del estadistico F. Los resultados indican que
al menos uno de los tratamientos difiere significativamente de los demas en términos de
supervivencia de las postlarvas. El p-valor bajo (p < 0.001) proporciona fuerte evidencia
estadistica de que las diferencias observadas no son producto del azar, sino que refleja un
efecto real de los tratamientos aplicados. Los datos reflejados apoyan que el uso del
consorcio bacteriano y el tiempo de exposicion tienen un impacto significativo en la

supervivencia de las postlarvas frente a la contaminacion por Vibrios.

Tabla 19. Analisis ANOVA de una via tras la contaminacién por Vibrios.

ANOVA DE UNA ViA

Supervivencia (%).

Suma de cuadrados ~ df  Cuadrado medio F p-valor
Entre Grupos 5849.614 5 1169.923 40.259 .000
Dentro de Grupos 1917.932 66 29.060
Total 7767.547 71

La prueba de Tukey HSD revela diferencias significativas en la supervivencia de
postlarvas expuestas a la contaminacién Vibrios por 96 horas (4 dias). Se identificaron
tres subconjuntos estadisticamente diferentes. Los tratamientos sin consorcio bacteriano
a los 7 y 14 dias (SC-7-C y SC-14-C) mostraron la menor supervivencia (71,10 %y 74,45
% respectivamente), sin diferir significativamente entre si. El tratamiento sin consorcio a

los 21 dias (SC-21-C) y con consorcio a los 14 dias (CC-14-C) formaron un grupo
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intermedio (84,99 % y 90 %) Los tratamientos con consorcio bacteriano en todos los
periodos (CC-7-C, CC-14-C Y CC-21-C) exhibieron la mayor supervivencia (Tabla 19),
sin diferencias significativas entre ellos. Notablemente, CC-14-C no difirié
significativamente de SC-21-C ni de los otros tratamientos con consorcio.

Tabla 20. Supervivencia de postlarvas de L. vannamei bajo tratamiento con un consorcio
bacteriano y después de la exposicion por Vibrios, segun el Analisis de varianza Tukey.

Supervivencia (%0).

Tukey HSD?

Consorcio bacteriano- Subset for alpha = 0.05
momento de contaminacion

con Vibrios N 1 2 3
SC-7-C. 12 71.10

SC-14-C. 12 74.45

SC-21-C. 12 84.99

CC-14-C. 12 90.00 90.00
CC-7-C. 12 93.33
CC-21-C. 12 94.43
Significance .651 219 .345

La Fig. 5, muestra una clara diferencia en la mortalidad de postlarvas entre los
tratamientos con consorcio bacteriano (CC) y sin consorcio (SC) en tres periodos de
exposicion del probidtico. En el periodo de 7 dias, CC-7-C registré una baja mortalidad,
superando significativamente el tratamiento SC-7-C (28,9 %) con una diferencia de 22,2
%. Dicha tendencia se mantuvo a los 14 dias, donde CC-14-C alcanz6 una mortalidad del
10 % frente al incremento del 25,6 % de SC-14-C. A los 21 dias, CC-21-C mostro la
menor mortalidad, mientras que SC-21-C logré un 15%. Es notable que todos los
tratamientos CC mantuvieron consistentemente una baja mortalidad menor del 10% en
todos los periodos. En contraste, los tratamientos SC mostraron una tendencia

descendente, iniciando en 28,9 % a los 7 dias y decreciendo hasta el 15 % a los 21 dias.
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Figura 5. Mortalidad de PL de L. vannamei bajo la administracion de un consorcio
bacteriano y ante la contaminacion por Vibrios

La Figura 6 ilustra la mortalidad de postlarvas de L. vannamei, bajo la
administracion de un consorcio bacterio, previo y ante la contaminacion por Vibrios. Se
observa una variacion significativa en las tasas de mortalidad entre los tratamientos,
indicando una baja mortalidad (3,1 %) en el tratamiento CC-21-C hasta un incremento en
el tratamiento SC-7-NC de 28,9 %. Los tratamientos con el consorcio bacteriano (CC)
exhibe una tasa de mortalidad més baja en comparacion con los tratamientos sin consorcio
(SC), independientemente del periodo de tiempo. Ademas, se revela un patron donde la
contaminacién por Vibrios (NC) tiende a incrementar la mortalidad en comparacion con

los tratamientos no contaminados (C).



42

30%
28%
26%
24%
22%
20%
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0% r

Mortalidad de Postlarvas (%)

CC-7-C Sc-7-C CC-14-C SC-14-C cc-21-C SC-21-C
Tratamientos con Consorcio bacteriano y Sin consorcio bacteriano -
Sin y Con Contaminacion por Vibrios

Figura 6. Mortalidad de PL de L. vannamei bajo la administracioén de un consorcio bacteriano.
Comparacién de los tratamientos previo y tras la contaminacion por Vibrios

Los resultados de la Figura 7, muestran una variacion en el peso y la supervivencia
de postlarvas (PL) a través de tres tratamientos. Inicialmente, cada tratamiento comenzé
con 30 PL, todas con un peso promedio inicial de 48 mg. Al final, el Tratamiento 1 (7
dias de consorcio bacteriano) resultd con un peso promedio de 90,8 mg con una
supervivencia promedio de 26 PL (86,67 %); el Tratamiento 2 (14 dias de consorcio
bacteriano) alcanzé un peso de 101,6 mg con 27 PL (90 %) y el Tratamiento 3 logro el
mayor peso promedio final con 142 mg con la supervivencia mas alta de 28 PL (93,33%).
Se observa una relacién positiva entre el incremento de peso y la tasa de supervivencia a
través de los tratamientos, donde el Tratamiento 3 (21 dias de consorcio bacteriano)
resalta el mejor crecimiento como supervivencia, el incremento en peso también se
pronunci6 con un aumento de 94 mg por PL; seguido del Tratamiento 2 con 53,6 mg por
PL y el Tratamiento 1 con 42,8 mg. Los datos indican una eficiencia diferencial entre los

tratamientos en términos de aumento del crecimiento y mantenimiento de las PL.
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Figura 7. Biomasa promedio de las PL de L. vannamei en los tratamientos experimentales al inicio y

final de la investigacion
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IV. DISCUSIONES

Los resultados mostraron tasas de supervivencia notablemente altas en los
tratamientos con consorcio y sin desafio por Vibrios (96,93 % en CC-21-NC, 96,82% en
CC-7-NC y 95,4 % en CC-14-NC) incluso con una densidad baja de siembra de 1PL/L,
superando incluso las tasas reportadas por Luna y colaboradores. En su estudio, Luna et
al. (2013) reportaron una supervivencia del 100% en todos sus tratamientos sin aplicar un
desafio de infeccidn, donde se introdujeron bacterias probidticas, especificamente acidos
lacticos y levaduras, a un grupo de 10 organismos de Litopenaeus vannamei con un peso
promedio de 9.96 * 3.18 g. El probidtico se administré a una dosis de 8.5 mg/kg de
alimento durante un periodo de 25 dias, utilizando tinas ovaladas con una capacidad total
de 120 L, aunque solo se usaron 80 L de su capacidad y, implementaron cuatro
tratamientos: control (sin probiotico), alimento + probidtico (administrado diariamente
desde el inicio hasta el final), alimento + probidtico (cada 3 dias) y alimento + probiotico
(cada 6 dias). Los resultados mostraron una supervivencia mayor en todos los
tratamientos hasta el fin de la administracion del probiotico, con el mayor crecimiento
observado en los camarones del tratamiento con aplicacion de probiotico cada 3 dias.
Estos resultados estan en linea con Maura (2023) que investigo el uso de dos enfoques
probidticos en Litopenaeus vannamei (PL5). En el primer enfoque se utilizé Bacillus sp.,
mientras que en el segundo se aplicé una combinacion de Bacillus, betaglucanos,
levaduras y complejos enzimaticos. Se emplearon 133 organismos por litro y se llevaron
a cabo en seis tanques de concreto con capacidad de 30 toneladas cada uno. El
experimento incluyd tres tratamientos con dos réplicas cada uno, y se dividio en cuatro
ciclos: los primeros tres de 17 dias cada uno y el cuarto de 19 dias. El tratamiento
combinado (tercero) mostro una supervivencia del 70% en la etapa larval, demostrando
que la aplicacion de bacterias beneficiosas como Bacillus, contribuyen de manera postiva
en el crecimiento y supervivencia de los organismos. Asi mismo al aplicar una continua
dosificacién del probiotico hasta los 21 dias, gener6 una buena carga de bacterias
beneficiosas, tal como lo menciona Verschuere et al. (2000b), quién menciona que para
obtener una colonizacion continua a altas densidades y por lo tanto conseguir mejores
resultados en la supervivencia del camardn, es necesario suministrar el probiotico de

forma regular durante todo el cultivo.
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Un hallazgo importante del estudio experimental es la eficacia del consorcio
bacteriano incluso en periodos cortos de exposicion. El tratamiento donde se aplicd
consorcio bacteriano hasta los 7 dias tras la contaminacion por vibrios (CC-7-C) mostro
una diferencia minima de solo 1,10% en la tasa de supervivencia respecto al CC-21-C,
sugiriendo que incluso una semana de administracion del consorcio puede proporcionar
una proteccion significativa contra Vibrio sp., mientras que los resultados (Intriago et al.,
2018) obtuvieron tasas de supervivencia del 81% y 87% en los tratamientos con
probioticos, comparando con un 77% en el grupo de control, el estudio contaba con una
densidad de siembra de 30 PL/L por tratamiento con un peso de 0,61 gramos/PL en
cubetas de 18 L, y la administracion de probi6tico se realizdé con una dosis de 0,01ml/g
de alimento, donde los autores atribuyen la diferencia en los resultados de supervivencia
a varios factores, incluyendo la composicion especifica del consorcio bacteriano
utilizado, la dosis aplicada, y las condiciones experimentales particulares de cada estudio.
Por otro lado, aunque utiliza una concentracion de infeccion de Vibrio mas alta en el
estudio (10° vs 10* en el estudio de los autores), los resultados de las tasas de

supervivencia fueron superiores al 90% tras la infeccion con Vibrio.

En cuanto al crecimiento, aunque la investigacion se enfoco en la supervivencia,
es notable que los pesos finales (0,091 g en T1, 0,1016 g en T2 y 0,142 g en T3) fueron
menores que los reportados por Melgar et al. (2013), quienes utilizaron PL de Litopenaeus
vannamei a una densidad de 45 postlarvas/m?, con un peso inicial de 0.002 g. El
experimento tuvo una duracion de 120 dias, lo cuales reportaron un peso final de 11,7 g
y 8,06 g en sus dos tratamiento realizados (EM1 y EM2) con tasas de supervivencias de
61 y 60% respectivamente, esta diferencia es esperada dado que en el experimento se
realiz6 con menos densidad de siembra en un periodo mas corto de cultivo y en pocos
volimenes de agua. Al tener una densidad de cultivo baja de 1 PL/Litro en 30 L de agua,
tuvimos mejores condiciones, por lo tanto, una mejor supervivencia, los resultados de
Mendoza & Parraga (2021) refuerzan la importancia de la densidad de cultivo en la tasa
de supervivencia del L. vannamei, su estudio utilizé una densidad mucho mayor de 20,000
nauplios distribuidos equitativamente entre el grupo de control y el de tratamiento, en un
tangue de 3 toneladas. El probiotico se administré mediante alimento organico a una dosis
de 1.5 mL/L durante 105 dias, y obtuvo tasas de supervivencia significativamente mas

bajas de 65,19% en tratamiento con probidticos y 48% en el control.
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La combinacién del consorcio bacteriano que incluye Bacillus, se utiliza como
microorganismos benéficos en los sistemas acuicolas, los resultados indican que
contribuyeron en el efecto antagonico con los Vibrios, y segun lo que relata Villasefior et
al. (2011), los aislamientos de Bacillus que probaron inhibieron a las cepas patdgenas de
Vibrio y no dafiaron a sus larvas en el proceso. Sin embargo, la mortalidad presentados
en los resultados pudo ser causada por otros parametros como el oxigeno, pH, salinidad
0 amonio, tal como lo muestra Mugnier et al. (2013) que factores externos pueden llegar
a ser estresantes para el animal y llegan a anticipar la incubacion del patogeno,
manifestando sintomas en etapas iniciales. La manipulacion causada en el estudio por la
medicion de las variables como el peso, pudo causar efectos estresantes en el cultivo, lo
que provocaria parte de la mortalidad antes de aplicar el desafio, como mencionan los
resultados de Wenlong et al. (2023) donde se aplicaron administraron Lactobacillus, y
que demostraron que el estrés conduce a un crecimiento lento y reduce la tasa de
crecimiento como la supervivencia de camaron, lo que causa dafio tisular severo en la

hepatopancreas y los intestinos del camaron.

Otro punto crucial para conseguir estos resultados fue la calidad de agua. El
consorcio bacteriano estaba compuesto con Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp, lo que nos
brindé una mejor calidad de agua, ya que dichas bacterias juegan un papel crucial en el
ciclo del nitrogeno, ayudando a la disminucion de amoniaco que es toxico para los
organismos acudticos, tal como lo sugiere Soltani et al. (2019) la aplicacion de bacterias
benéficas al agua puede eliminar productos de desecho de los entornos del cultivo, lo que
mantiene la calidad y reduce el estrés, lo que conduce a un mejor equilibrio fisiolégico,
un mejor crecimiento y mayor tasas de supervivencia. La reduccién de la concentracion
de compuestos nitrogenados toxicos es importante, esto contrasta como lo revelado por
Qiufen (2022) quien indica en sus resultados utilizando probidticos disminuyd
significativamente los compuestos nitrogenados tdxicos, reduciendo los niveles de
materia organica, y los microorganismos patégenos, logrando modular la comunidad

microbiana del agua y los sedimentos, mejorando el medio de cultivo.
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V. CONCLUSIONES
De acuerdo con los objetivos planteados, todos los tratamientos con consorcio
bacteriano (CC) mostraron una alta supervivencia superior al 90%. El tratamiento
3, que inlcuyo consorcio bacteriano hasta los 21 dias y con desafio por Vibrios,
tuvo la mayor supervivencia con un 93,33%. Aunque la diferencia entre
tratamiento fue modesta, se destaca la importancia de usar consorcios bacterianos
en etapas tempranas y a largo plazo para mejorar la supervivencia y el crecimiento
del Camar6n blanco (Litopenaeus vannamei).
La administracién del consorcio bacteriano durante 21 dias (CC-21) demostré ser
la més efectiva para la inhibicion de Vibrios, con una tasa de supervivencia del
94,43%. Aunque incluso periodos cortos fueron eficaces, estos resultados
sugieren que 21 dias de administracion ofrecen la mejor proteccion con dicho
patogeno.
Por ultimo, los datos presentados comprueban que el crecimiento y el peso de las
postlarvas son factores determinantes en su supervivencia. Algunos tratamientos
que lograron promover un aumento de peso mas significativo, como el
Tratamiento 3 (CC-21), que registraron las tasas de supervivencia mas elevadas,
lo que resalta la importancia del crecimiento de los organismos junto con la
administracion de un consorcio bacteriano para favorecer el desarrollo saludable
de las postlarvas en un cultivo.
Asi como obtuvimos buena supervivencia en el tratamiento 3 (21 dias), los
resultados en la mortalidad fue alta en las primeras semanas del tratamiento 1y 2,
por lo tanto, parte de la esa alta tasa de mortalidad se debe a la excesiva
manipulacién de los organismos para la medicidn de las variables como el pesaje
y conteo de los organismos diariamente para medir la supervivencia, como
también el diario recambio de agua (3%), dicha manipulacion causo estrés por lo
que, probablemente influyé en mortalidad alta en las primeras semanas al previo

y al momento de la contaminacion por Vibrios.
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V1. RECOMENDACIONES
Para futuros trabajos se recomienda tener mas cuidado en la medicién de
variables, ya que la manipulacion de los organismos de estudio puede causar
problemas como enfermedades y altas mortalidades.
Evaluar el consorcio bacteriano seleccionado en mayores densidades de cultivo,
para tener resultados méas exactos para la practica en campo.
Realizar analisis de la carga bacteriana del agua, y los organismos antes de iniciar
cultivo, para tener un mayor conocimiento de la carga antes de realizar la

administracion de un consorcio bacteriano.
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