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RESUMEN

La investigacion se realizo en el Campus “La Maria”, perteneciente a la Universidad Tecnica
Estatal de Quevedo, en el laboratorio de acuicultura, para lo cual se emplearon 6 tratamientos
con tres repeticiones en un DCA. Cada uno de estos tratamientos se estructuraron de una
dieta experimental con diferente dosis de mezclas de probioticos (0 - control, 0.10, 0.20,
0.30, 0.40 y 0.50 mL). EIl objetivo principal de esta investigacion fue la evaluacion de la
repuesta inmune en juveniles de langosta de agua dulce (Cherax quadricarinatus)
alimentados con mezclas probidticas por tal razén los resultados se expresaron de la
siguiente manera, en cuanto a la variable de hipoxia el que respondié mejor fue el T4 con
76.19%, el de respuesta mas baja fue el TO con 9.56%. Para la variable oxihemocianina se
determind que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos siendo el p-valor de
0.0644 superior a lo esperado del F de tabla. Para total de hemocitos se demostré como mejor
tratamiento el T4 con 11.74 y el més bajo fue el TO con 4.39. En cuanto a células hemocitos
hialinas se comporté mejor el T3 con 28.30% Yy el de menor cantidad fue el T1 con 15.50%.
para las células hemocitos semi granulocitos expresadas el TO con 70.79% se comport6 de
mejor, y los resultados mas bajos resulto el T4 con 41.30%. En las células hemocitos
granulocitos no hubo diferencias significativas. En la tasa de Fagocitosis se demostrd que el
mejor tratamiento fue el T4 con un resultado de 38.28% demostrando ser significativo entre
los demaés tratamientos. En la variable de enzima super o0xido dismutasa respondio de mejor
manera el T2 con 41.18 y de menor manera el TO con 7.71. Se concluye que los resultados
mostrados indicaron finalmente que la dosis del tratamiento 0.40ml de mezclas probioticas
mejora la repuesta inmunoldgica de los juveniles (Cherax quadricarinatus) para una mejor

produccion.

Palabras claves: Actividad antioxidante, aditivo alimenticio, fagocitosis, hemocitos,

hipoxia.
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ABSTRACT

The research was carried out at the “La Maria” Campus, belonging to the Quevedo State
Technical University, in the aquaculture laboratory, for which 6 treatments with three
repetitions were used in a DCA. Each of these treatments were structured around an
experimental diet with different doses of probiotic mixtures (0 - control, 0.10, 0.20, 0.30,
0.40 y 0.50 mL). The main objective of this research was the evaluation of the immune
replacement response in juvenile freshwater lobster (Cherax quadricarinatus) fed with
probiotic mixtures, for this reason the results were expressed as follows, regarding the
hypoxia variable which The best response was T4 with 76.19%, the lowest response was TO
with 9.56%. For the oxyhemocyanin variable, it was determined that there were no
significant differences between the treatments, the p-value of 0.0644 being higher than
expected from the F table. For total hemocytes, T4 with 11.74 was demonstrated as the best
treatment and the lowest was TO with 4.39. Regarding hyaline hemocyte cells, T3 performed
better with 28.30% and the lowest amount was T1 with 15.50%. For expressed semi-
granulocyte hemocyte cells, TO with 70.79% performed better, and the lowest results
resulted in T4 with 41.30%. In granulocyte hemocyte cells there were no significant
differences. In the rate of phagocytosis it was demonstrated that the best treatment was T4
with a result of 38.28 proving to be significant among the other treatments. In the enzyme
variable super oxide dismutase, T2 responded in a better way with 41.18 and TO in a lesser
way with 7.71. It is concluded that the results shown finally indicated that the 0.40ml
treatment dose of probiotic mixtures improves the immune response of juveniles (Cherax

quadricarinatus) for better production.

Keywords: Antioxidant activity, food additive, phagocytosis, hemocytes, hypoxia.
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Resumen:

Resumen. - La investigacion se realizd en el Campus “La Maria”,
perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, en el
laboratorio de acuicultura, para lo cual se emplearon 6 tratamientos con
tres repeticiones en un DCA. Cada uno de estos tratamientos se
estructuraron de una dieta experimental con diferente dosis de mezclas
de probidticos (0 -control, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 y 0.50 mL). El objetivo
principal de esta investigacion fue la evaluacién de la repuesta inmune
en juveniles de langosta de agua dulce (Cherax quadricarinatus)
alimentados con mezclas probidticas por tal razén los resultados se
expresaron de la siguiente manera, en cuanto a la variable de hipoxia el
que respondié mejor fue el T4 con 76.19%, el de respuesta mas baja fue
el TO con 9.56%. Para la variable oxihemocianina se determind que no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos siendo el p-valor
de 0.0644 superior a lo esperado del F de tabla. Para total de hemocitos
se demostré como mejor tratamiento el T4 con 11.74 y el més bajo fue
el TO con 4.39. En cuanto a células hemocitos hialinas se comporto
mejor el T3 con 28.30% Yy el de menor cantidad fue el T1 con 15.50%.
para las células hemocitos semi granulocitos expresadas el TO con
70.79% se comportd de mejor, y los resultados mas bajos resulto el T4
con 41.30%. En las células hemocitos granulocitos no hubo diferencias
significativas. En la tasa de Fagocitosis se demostrd que el mejor
tratamiento fue el T4 con un resultado de 38.28 demostrando ser
significativo entre los deméas tratamientos. En la variable de enzima
super 6xido dismutasa respondié de mejor manera el T2 con 41.18 y de
menor manera el TO con 7.71. Se concluye que los resultados mostrados

indicaron finalmente que la dosis del tratamiento 0.40ml de mezclas
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probidticas mejora la repuesta inmunologica de los juveniles (Cherax

quadricarinatus) para una mejor produccion.

Abstract. - The research was carried out at the “La Maria” Campus,
belonging to the Quevedo State Technical University, in the aquaculture
laboratory, for which 6 treatments with three repetitions were used in a
DCA. Each of these treatments were structured around an experimental
diet with different doses of probiotic mixtures (0 -control, 0.10, 0.20,
0.30, 0.40 y 0.50 mL). The main objective of this research was the
evaluation of the immune replacement response in juvenile freshwater
lobster (Cherax quadricarinatus) fed with probiotic mixtures, for this
reason the results were expressed as follows, regarding the hypoxia
variable which The best response was T4 with 76.19%, the lowest
response was TO with 9.56%. For the oxyhemocyanin variable, it was
determined that there were no significant differences between the
treatments, the p-value of 0.0644 being higher than expected from the F
table. For total hemocytes, T4 with 11.74 was demonstrated as the best
treatment and the lowest was TO with 4.39. Regarding hyaline hemocyte
cells, T3 performed better with 28.30% and the lowest amount was T1
with 15.50%. for expressed semi-granulocyte hemocyte cells, TO with
70.79% performed better, and the lowest results resulted in T4 with
41.30%. In granulocyte hemocyte cells there were no significant
differences. In the rate of phagocytosis it was demonstrated that the best
treatment was T4 with a result of 38.28 proving to be significant among
the other treatments. In the enzyme variable super oxide dismutase, T2
responded in a better way with 41.18 and TO in a lesser way with 7.71.
It is concluded that the results shown finally indicated that the 0.40ml
treatment dose of probiotic mixtures improves the immune response of

juveniles (Cherax quadricarinatus) for better production.

Descripcion:

70 hojas
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INTRODUCCION.

La acuicultura se ha considerado en uno de los sectores de produccion alimentaria de mayor
crecimiento en los paises de América Latina extendiéndose de manera continua desde hace
dos décadas, relacionandose particularmente con camarones en Ecuador, y demas cultivos
de crustaceos que comprende la produccion de especies marinas y de agua dulce como

langostinos (1).

El Cherax quadricarinatus comunmente es Illamado como langosta de quelas rojas es una
especie omnivora de agua dulce perteneciente a la familia Parastacidae, nativa del norte de
Queensland (Australia) y el Sureste de Paupa Nueva Guinea, la cual tiene gran potencial
para la acuicultura, esto se debe a que presenta una alta tasa de crecimiento, con facil manejo
y elevada productividad (2,3). Esta bien valorado en el mercado y se utiliza en todo el mundo
para consumo humano y fines ornamentales (4). Existen mas de 100 especies de este género,
pero solo tres de ellos son importantes desde el punto de vista de la acuacultura a nivel
mundial: langostino café (Cherax tenuimanuso), destructor o yabbie (Cherax albidus) y de
quelas rojas (Cherax quadricarinatus) (5,6). Inicialmente para C. quadricarinatus, los
rendimientos de produccidn comercial se ubican alrededor de 1ton/ha/afio. Después de mas
de 20 afios de investigacion y practicas, se ha logrado avances significativos en la tecnologia
de su cultivo incrementando su rendimiento de cosecha a mas de 2.5 ton/ha/afio (7),

presentando excelentes caracteristicas bioldgicas.

Con respecto a la préctica de la acuicultura intensiva, es menester destacar que se requiere
del control de situaciones de estrés y/o enfermedad, indistintamente de la especie a fin de
asegurar la salud y repuesta productiva de los mismos. En este sentido se destacan los
probidticos, los cuales surgen como una alternativa a los antibioticos en aras de fortalecer la
respuesta del sistema inmune (8,9), supervivencia y crecimiento (10,11,12,13), al combatir
los patdgenos mediante un mecanismo de exclusion competitiva (14,15). Ademas de
contribuir a una acuicultura respetuosa con el medio ambiente, lo cual ha llegado a que los
probidticos alcancen auge como agentes profilacticos y proveedores de una nutricion
mejorada (16,17).

En este caso el estudio de las variables inmunoldgicas asume importancia como medio
auxiliar de diagnostico (18). Por su parte, el conocimiento de tales valores hace posible
interpretar repuestas fisioldgicas del organismo ante factores como el ecosistema o medio

de cultivo, los efectos d la alimentacion entre oros (19,20).



Por lo que es una alternativa para tener conocimiento de los problemas que afectan en la
produccion acuicola en el analisis de variables inmunologicas, lo cual ha demostrado ser un
enfoque valioso para analizar el estado de salud de los animales, ya que estos indices
proporcionan informacion confiable sobre trastornos metabdlicos, deficiencias y estado de

estrés cronico e inmunologia antes de que estén presente en un entorno clinico (21).

El propdsito del presente estudio fue disefiado para examinar el efecto de mesclas probiéticas
en indicadores inmunoldgicos sobre el crecimiento en juveniles de langosta Cherax

quadricarinatus.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

Una de las razones por las que no se ha llevado estudios en la repuesta inmune de especies
acuicolas como C. quadricarinatus en nuestro pais, es la inversion para llevar a cabo la toma
y procesamiento de muestras, debido a que se requiere de personal capacitado y equipos
modernos que permitan la obtencién de resultados rapidamente, por lo que el tiempo es
critico a niveles productivos y puede ser perjudicial en el plano econdémico para los
piscicultores en el pais, a pesar de que actualmente estos indicadores son herramientas de
gran utilidad para conocer el estado de salud y su equilibrio metabdlico tanto en vida silvestre
como en centros acuicolas (22), ademas se ha determinado que las modificaciones de los
parametros inmunoldgicos se utilizan como sefializadores del estado fisioldgico de especies

acuicolas (23) .

Diagnostico.

Los parametros inmunoldgicos en los crustaceos indican su estado fisiol6gico, que a su vez
sirve para evaluar el desbalance nutricional, efectos tdxicos, condiciones anoxicas,
patdgenos, cambios en el medio de cultivo y otros agentes estresantes que se presentan
durante los cultivos, sumado a lo anterior se infiere que no existe documentado el efecto del

probidtico bacterol en la especie C. quadricarinatus.

Pronostico.

Se pudiera alcanzar conocimiento apropiado sobre la inmunologia de la especie, lo cual a su
vez brinda informacion sobre la repuesta fisioldgica y/o alternativas patologicas como

resultados de la aplicacion de mezclas probidticos en el cultivo de C quadricarinatus.



1.1.2. Formulacién del problema.

¢Cudl sera el efecto de la respuesta inmune en juveniles de langosta de agua dulce (Cherax

quadricarinatus) alimentados con mezclas probidticas?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

En base a la problematica abordaba anteriormente se plantean las siguientes directrices:

e ;La actividad antioxidante e hipoxia en juveniles de langosta de agua dulce C.
quadricarinatus seran influenciadas por mezclas probidticas como aditivo

alimentico?

e ;Cual es el efecto de mezclas probidticas sobre el nivel de oxihemocianina en los

juveniles de langosta de agua dulce C. quadricarinatus?

e Cbomo se comportard la actividad fagocitica en los juveniles de langosta de agua

dulce C. quadricarinatus por efecto de mezclas probioticas en la alimentacion?

e ;Cual es el efecto de mezclas probioticas sobre repuesta de hemocitos en los

juveniles de langosta de agua dulce C. quadricarinatus?



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

OBJETIVOS.

Objetivo General.

Evaluar el efecto de mezclas probidticas en la alimentacion de juveniles de langosta

de agua dulce (C. quadricarinatus) sobre la modulacion de la respuesta inmune.

Objetivos Especificos.

Determinar la concentracién de oxihemocianina en langosta de agua dulce (C.

quadricarinatus) alimentados con probidtico.

Cuantificar el contenido de hemocitos totales, hemocitos granulocitos, hemocitos
semigranulocitos y hemocitos hialinos en langosta de agua dulce (C.

quadricarinatus) alimentados con probidtico.

Evaluar la actividad fagocitica en juveniles de langosta de agua dulce (C.

quadricarinatus) alimentados con probidtico.

Analizar el estrés por hipoxia y actividad antioxidante en juveniles de langosta de
agua dulce (C. quadricarinatus) alimentados con probiotico.



1.3. Justificacion.

La informacion inmunoldgica constituye un aspecto importante para el desarrollo de
tecnologia de produccion, con lo cual es frecuentemente utilizada para obtener un panorama
de la condicion fisioldgica de los animales y donde es comun hablar de cultivos intensivos
los cuales incrementa la susceptibilidad de un organismo al sufrir infecciones, enfermedades
nutricionales y diversas reacciones al ambiente, convirtiéndose el monitoreo de estos valores
en una herramienta atil para medir el estado fisioldgico de los langostinos lo que permite
realizar la identificacion, diagndstico y control de enfermedades como una herramienta de

prevencion.

Ya que se desconoce como influye el probidtico Baterol-Shrimp Forte en la repuesta
inmunologica del C. quadricarinatus, el presente estudio tiene como proposito ofrecer
informacion sobre algunos valores inmunoldgicos como una herramienta valiosa para el
establecimiento de los controles sanitarios, el estado fisiologico del organismo, posibles
desbalances nutricionales, efectos tdxicos, condiciones anoxicas, cambios ambientales y
factores generadores de estrés que se pueden presentar en el proceso de crianza para que

favorezca el desarrollo acuicola de esta especie y con futuros estudios.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Acuicultura.

Es un término amplio que abarca la crianza de organismos de agua dulce y salada comprende
una gran variedad de formas de vida acuatica que se produce a través de esta rama de

produccion, incluyendo peces, crustaceos, moluscos, algas y plantas (24) .

2.1.2. Cherax quadricarinatus.

Langosta de agua dulce de la familia Parastacidae originaria de la region norte de Australia
y el sur de Paupa Nueva Guinea. Su aprovechamiento acuicola comenzo fines de la década
del 80 y continda siendo una produccién de tipo intensiva y semi-intensiva en expansion
(25).

2.1.3. Sistema intensivo.

Se trata de una modalidad de tipo experimental siendo manejada en tanques circulares de

alto recambio de agua y alta densidad de siembra en el cultivo.
2.1.4. Metabolismo.

Conjunto de reacciones y procesos fisico-quimicos que ocurren en una célula que engloban

la obtencion y utilizacion de energia.
2.1.5. Hemocitos.

Son las células de la sangre (hemolinfa) de los invertebrados los hemocitos asumen
funciones de defensa como la fagocitosis, el encapsulado, la modulacién y la coagulacién, e

intervienen en el metabolismo, sintesis y almacenamiento de nutrientes (26).
2.1.6. Probidtico.

Son microorganismos vivos adicionados que permanecen activos en el intestino en cantidad
suficiente como para alterar la microbiota intestinal del huésped, tanto por implantacién

como por colonizacion.



2.2. Marco referencial.

2.2.1. Caracteristicas generales de la langosta de agua dulce (Cherax

quadricarinatus).

Los langostinos son un grupo que tiene un papel ecoldgico importante para la dinamica
ambiental de los ecosistemas de los rios y lagunas, tantas costeras como continentales (27).
Son bentdnicos (especialmente como juveniles y adultos), y suelen ocupar cuevas, resquicios

bajo piedras y raices sumergidas, donde encuentran refugio y alimento (28).

Las variaciones en la disponibilidad de alimentos son especialmente pronunciadas en
ambientes de agua dulce, latitudes altas y entre los ecosistemas de aguas subterranea y
superficiales (29,30). Dados estos habitos alimenticios y el sitio donde radican en la base de
la columna de agua, los langostinos representan un componente importante en los procesos
de recirculacién de energia y nutrientes del sistema bentonico (31). EI comportamiento de
alimentacién (omnivoro / detritivoro) del C. quadricarinatus parece permitir la
incorporacion de una amplia gama de ingredientes de origen animal y vegetal en las

formulaciones de dietas practicas para la acuicultura (32,33,34,35).

C. quadricarinatus es una especie que muestra caracteristicas bioldgicas, iddneas para el
cultivo que son: Rapido crecimiento, ciclo de vida simple, facil reproduccion, no muestran
problemas significativos de enfermedades, es fisiolégicamente resistente (puede sobrevivir
en agua con baja saturacién de oxigeno a temperaturas extremas, por periodos cortos de

tiempo), sus requerimientos dietéticos son simple siendo un consumidor omnivoro (36).

2.2.2. Clasificacion taxonomica.

La mayor diversidad de la familia Parastacidae estd en Australia, comprende catorce

géneros, de los cuales nueve estan restringidos a Australia e islas adyacentes (37).
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Tabla 1. Clasificacion taxondémica del C. quadricarinatus.

Reino Animal
Phyllum Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Malacostraca
Superclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda
Suborden Pleocyemata
Infraorden Astacidea
Superfamilia Parastacoidea
Familia Parastacidae
Género Cherax
Especie Cherax quadricarinatus

Obtenido de: (38)

2.3. La acuicultura en Ecuador.

Ecuador tiene una larga tradicién en acuicultura iniciandose en los afios 1968 con las
primeras camaroneras en la provincia del Oro, la actividad tubo gran realce y para 1974
nuestro pais ya contaba con alrededor de 600 hectareas dedicadas al cultivo de camaron; en
los afios ochenta, esta actividad crecié agresivamente. En 1987 el Ecuador se convirtio en el
primer exportador de camardn del mundo, debido a que se volvié en un negocio muy
beneficioso donde fueron tomando tierras agricolas y manglar para la produccién de esta
especie (39,40).

La produccion del camardn en el ecuador se ve afectada debido a las altas demandas de
alimentacion, asi como de dietas para la elaboracion de balanceados, es por esto que la
afectacion de dichos problemas se ven reflejados en la produccién no solo de camarén sino
de diferentes especies que aln no han sido explotadas a nivel nacional. Otra causa que €s
porque generan contaminacion medioambiental, ya que permiten la proliferacion de
enfermedades del camardn, y bajas significativamente econémicas en los paises productores.
Cuando mayor sea la intensificacion para la produccion del camardn se aplicard aumento en
el desgaste de los recursos naturales, también se hace mas util la optimizacion de tecnologia,
y el conocimiento sobre la biologia de la especie y formas de manejo del cultivo para reducir

los impactos ambientales, ayudando de esta forma a sostener los recursos naturales (41).

11



2.3.1. Ventajas bildgicas de la C. quadricarinatus para la acuacultura.

La langosta de agua dulce es una especie que ha evolucionado para sobrevivir en condiciones
adversas, que hacen de ella una especie adecuada para la produccién a continuacion se

presenta las siguientes ventajas bioldgicas.

e Répido desarrollo.

e Poseen un ciclo de vida simple, sin estadios larvales libres alcanzando la madures
sexual entre 6-9 meses.

e Fisioldgicamente robusta (puede sobrevivir en agua de baja saturacién de oxigeno o
temperaturas extremas, por periodos cortos de tiempo).

e Muestran una facil reproduccidn reproduciéndose de 3 a 5 veces por afio.

e Elevado factor de conversiones alimenticias FCA.

e Requerimientos nutricionales simples, es omnivoros.

¢ No tiene problemas significativos de enfermedades.

e Tienen adaptabilidad al manejo en sistemas artificiales, ademas, el sabor de su carne

es agradable y su textura cumple con lo mas altos estandares de calidad (42,43).

2.4. Fisiologia y morfologia.

Al momento en que muda el caparazon, su cuerpo queda blando por un breve periodo, por
lo que es recomendable bajo condiciones de cultivo, ofrecerles refugios adicionales para
evitar canibalismo; ademas, este langostino es moderadamente territorial, con mayor

acentuacion en el estado juvenil (44).

Las hembras pueden desovar varias veces al afio y producir miles de huevos en cada desove,
que son portadores bajo el abdomen durante su incubacion (45), cuya duracion depende de

la temperatura del agua (46).
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2.4.1. Metabolismo.

Los crustaceos al igual que la mayoria de los organismos vivos usan basicamente las mismas
reacciones para producir la energia que necesitan para sostener los procesos vitales, los
mismos tipos de compuestos y mecanismos para construir sus macromoléculas y los mismos
conjuntos de reacciones para sintetizar los compuestos que intervienen en las diferentes
reacciones bioquimicas (47). Las células de los crustaceos, y naturalmente de los camarones
necesitan un gran nimero de compuestos preformados los cuales deben estar en la dieta ya
sea porque los organismos no son capaces de sintetizarlos (esenciales) o porque son
necesarios para cubrir las demandas de energia necesaria para mantenerlos con vida, crecer

y reproducirse (47).

El principal recurso energetico de este crustaceo es la proteina seguido por los carbohidratos
como energia metabdlica. Adicionalmente necesita lipidos como elemento fundamentales en

la funcidn y estructura celular (48).

El consumo de alimento, el consumo de oxigeno y metabolismo energético son procesos
fuertemente relacionados que ocurren en todos los animales; en particular la tasa de consumo
de oxigeno en animales acuaticos, es de gran importancia, en los cultivos intensivos y semi-
intensivos por lo cual es una herramienta para determinar las tasas metabdlicas las cuales
frecuentemente se utilizan para analizar la distribucion de energia y estrés en los animales
acudticos (49). La tasa de consumo de oxigeno y la actividad enzimética digestiva son
indicadores de la capacidad de aprovechamiento de los nutrientes del alimento balanceado

en organismos acuaticos (50,51).

La tasa metabolica de los invertebrados depende de varios factores intrinsecos y extrinsecos,
los factores intrinsecos incluyen: edad, sexo, peso, grado de actividad locomotora y trabajo
interno. Los factores extrinsecos incluyen: temperatura ambienté, fotoperiodo, impacto de
estresores y disponibilidad de alimentos. La temperatura ejerce claramente una influencia
importante en la tasa metabolica de las especies poiquilotérmicas. Sim embargo, la mayoria
de las poiquilotermas muestran mecanismos compensatorios contra el cambio de
temperatura; varias especies son incluso capaces de una compensacion completa y
mantienen su tasa metabdlica al mismo nivel que tenian a una temperatura mas alta después
de un periodo de aclimatacion a la nueva temperatura mas baja (52). Este proceso, conocido

como compensacion metabolica, permite a las especies poiquilotérmicas minimizar los
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efectos de la temperatura ambiente en los procesos fisiolégicos y mantener su nivel de

actividad a bajas temperaturas (53).

2.4.2. Sistema inmune.

La hemolinfa de los cangrejos y camarones es un medio adecuado para el estudio de los
marcadores de situacion nutricional aunque se han realizado muy pocos trabajos dirigidos al
disefio y validacion de indicadores en camarones peneidos. Los marcadores de situacion
nutricional que mas se han utilizado en hemolinfa han sido las proteinas (54) . En los
crustaceos, el componente celular de la inmunidad de los invertebrados acuéticos esta
medido por hemocitos son producidos en el tejido hematopoyético (55) y el nimero total y
diferencial de hemocitos son indicadores de alerta inmunitaria (13) y de estado de salud,
células moviles que fagocitan microbio y secretan sustancias antimicrobianas y citotdxicas

solubles en la hemolinfa (56,57).

De acuerdo con (57) los invertebrados, especialmente los crustaceos, no poseen repuesta
inmune especifica contra agentes infecciosos, por lo que han garantizado un complejo,
eficiente y altamente desarrollado sistema defensivo inespecifico, basado en hemocitos
circulantes y en varias proteinas de defensa, sim embargo, no han desarrollado capacidad de
memoria inmune, lo que dificulta la utilizacion de vacunas. Su inmunidad esta medida
mayoritariamente por hemocitos con capacidad de reconocer material extrafio, fagocitarlos
0 encapsularlos, siendo su respuesta celular limitada, ya que en ellos solo se han logrado
identificar tres tipos de grupos celulares: hemocitos hilianos, hemocitos semigranulosos y
hemocitos granulados, estos hemocitos posee en su interior granulos en los que estan

contenidos proteinas de reconocimiento, ataque, adhesion y enzimas reguladora (58).
2.4.3. Actividad enzimatica.

Segun (59,60) la actividad de las enzimas digestivas ha sido estudiada en varias especies de
crustaceos decapodos y se ha demostrado que esta directamente relacionada con la digestion,
absorcion de nutrientes, la ontogenia, estadio del ciclo de muda, composicion de la dieta,
ritmos circadianos, fotoperiodo y calidad de la luz, temperatura del agua, habitos

alimentarios e incluso la adaptabilidad al medio.
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Particularmente para funciones fisioldgicas, los crustaceos tienen mecanismo de defensa que
incluyen procesos antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos cuyas funciones dependen de
los niveles de proteinas y lipidos y pueden requerir cantidades Optimas para expresar ese tipo

de repuestas contra condiciones estresantes (61)

La SOD es un enzima que posee posee la capacidad de disminuir el anién superdéxido
generando como resultado agua y perdxido de hidrogeno. Las SOD se han clasificado en tres
grupos mayores, dependiendo del ion metélico que contengan. La Mn-SOD se encuentra en
las mitocondrias, la Fe-SOD en bacterias y la Cu/Zn-SOD en eucariotas. La SOD
extracelular (EC-SOD) coopera en la destrucciéon de parasitos ingeridos o encapsulados

durante la explosidn respiratoria generada durante la fagocitosis (62,63).
2.5. Probidticos.

Los probioticos para peces, camarones, langostas etc. son bacterias beneficiosas que forman
colonias en el tracto intestinal, en el hospedador constituyendo la primera linea de defensa
del organismo como un medio para ayudar a controlar la salud y evitar enfermedades
potencialmente patdgenas; estos han sido empleados para mejorar el crecimiento,
rendimiento y produccion de varias especies de animales entre ellas crustaceos (64). Y de la
calidad del ambiente (65). Actdan como un facilitador para digerir todos los componentes
de la proteina, lo que a su vez sintetiza las enzimas requeridas responsables de aumentar la

actividad proteasa de los camarones y la digestibilidad de los alimentos (66).

La mayoria de los probioticos propuestos contienen diferentes tipos de bacterias,
bacteriéfagos, microalgas y levaduras que se han utilizado para el uso en acuicultura muchos
pertenecen a las bacterias acido lactica (Lactobacillus y Carnobacterium), (67,68) a los

generos Vibrio (V. alginolyticus) (69), Bacillus y Pseudomonas, principalmente.

Los principales argumentos para la utilizacion del género Bacillus como aditivos de piensos
para la acuicultura (70) es que se trata de bacterias cosmopolitas, que se encuentran en el
suelo, el agua dulce y agua de mar, y también en los tractos gastrointestinales de crustaceos,
peces, animales terrestres e incluso los seres humanos, ademas Bacillus puede producirse en
concentraciones muy elevadas a un costo moderado en comparacion con bacterias que no

producen esporas.
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Los brotes de enfermedades son una limitacion importante para la industria de la acuicultura
y, por lo tanto, la mayoria de los estudios de deteccion de probioticos se centran en la

capacidad de antagonismo contra los patogenos (71,72).
2.5.1. Mecanismo de accién de los probidticos.

Los probidticos muestran diversos mecanismos de accion, ya sea, modificando la comunidad
microbiana, morfologia intestinal asociada al mismo o a su ambiente, garantizando un
progreso en el uso del alimento o un aumento en el valor nutricional permitiendo que el
organismo absorba maés nutrientes, ademés de incrementar la repuesta inmune del

hospedador a las enfermedades (73).

En el tracto digestivo de un camardn, las enzimas del género Bacillus mejora la actividad
especifica de la lipasa, la proteasa y la amilasa (74). Siendo muy eficiente para digerir una

gran variedad de carbohidratos, lipidos y proteinas en unidades mas pequefias (75).

El intestino del cangrejo de rio se considera el centro de digestion y absorcion de nutrientes,
mientras que las comunidades microbianas presentes en el intestino distal desempefian un

papel vital en la digestion y la inmunidad (76).
2.5.2. Mejora de la calidad de agua.

Segun (77) las bacterias del género Bacillus seleccionados como probi6ticos pueden
convertir la materia organica en CO2. en contraste con las bacterias Gram-negativas que se
caracterizan por convertir materia organica en biomasa bacteriana o limo (78) comprobando
la capacidad de tres aislados del género Bacillus para disminuir las concentraciones de

nitritos, nitratos y amonios en el agua.
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Tabla 2. Requerimientos de calidad del agua para el cultivo de C. quadricarinatus..

PARAMETRO NIVEL
Oxigeno > 4 mgl/l
Dureza < 50 mg/l Inadecuado
50-100 mg/l Aceptable
100-200 mg/l Excelente
200-600 mg/l Aceptable.
Alcalinidad > 50 mg/l
Temperatura | < 160C. El crecimiento y la reproduccion se detienen.
17-220C. El crecimiento y la reproduccion se reducen.
23-320C. El crecimiento y la reproduccién son 6ptimos.
> 320C. Efectos negativos en la sobrevivencia y el desarrollo
embrionario.
pH < 7. Probablemente exceso de materia organica. Suelos acidos.

7-9. Normal
> 9. Productividad excesiva.
>10. Inhibicidn de reproduccion, reduccion de crecimiento. Incremento
en la mortalidad.

Amonio < 1 mg/l. Optimo.
> 1 mg/l. Inhibicion de reproduccién, reduccién de crecimiento.
Incremento en la mortalidad.

Salinidad < 6 ups.

Metales pesados | No deben estar presentes. De existir, no deben rebasar 1 mg/I.
Pesticidas Libre de pesticidas, particularmente los insecticidas.

Fuente: (79).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

La presente investigacion se realizO en el Laboratorio de Acuacultura de la finca
experimental “La Maria”, perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo
(UTEQ) situada en el km 7 de la Via Quevedo — EI Empalme, Cantén Mocache, Provincia
de Los Rios. Se encuentra entre las coordenadas geograficas 01° 06’ de latitud Sur y 79° 27’

de longitud Oeste. A una altitud de 120 msnm con una temperatura media de 24 °C.

3.1.2. Condiciones meteorologicas.

Las condiciones meteoroldgicas donde se realizd la investigacidn se detallan a continuacién:

Tabla 3. Condiciones meteorologicas en la finca experimental “La Maria” UTEQ

Datos meteoroldgicos Valores promedio
Temperatura °C 24 °C

Humedad relativa % 78%

Heliofania horas/luz/afio 742 horas/luz/afo
Precipitacion anual 2230.80 mm
Evaporacion (cm3 anual) 938.20

Zona ecoldgica: Bosque humido tropical (bh-T)

Fuente: estacion meteoroldgica del INAMHI ubicada en la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue de INIAP (2019).
Elaborado por: Mera Gomez

3.2. Tipo de investigacion.

La investigacion titulada: Modulacion de la respuesta inmune en juveniles de langosta de
agua dulce C. quadricarinatus alimentados con mezclas probioticas. Fue de Tipo
Experimental, tributa a la linea de investigacion para aplicarla en un sistema de produccion

intensivo.

3.3. Meétodos de investigacion.

3.3.1. Método de observacion.

Se aplicé a través del método de observacion donde cada una de las variables fueron medidas
con efecto en la respuesta inmune de la langosta de agua dulce C. quadricarinatus sobre el
uso de mezcla de probidtico en la alimentacion de juveniles de langosta aplicando un sistema

de produccion intensivo.
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El método experimental dio la pauta, para estudiar cada una de las variables evaluadas, y se
determiné los mejores tratamientos con la aplicacién del andlisis de varianza y la prueba de

Tukey.

3.3.2. Método descriptivo.

Se evalug el efecto del probiotico (Bacterol- shrimp forte) para describir la respuesta inmune

en C. quadricarinatus.

3.3.3. Método inductivo.

Se efectud un ensayo (trabajo de campo) de acuerdo con los objetivos establecidos en el
trabajo de investigacion, mediante el cual se obtuvo los respectivos resultados y

conclusiones.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

Los datos experimentales fueron adquiridos de fuentes:

Primarias: La informacion primaria se obtuvo a través de la observacion directa al

tratamiento.

Secundarias: La informacion mostrada en el marco conceptual y referencial se tomd de

diversas fuentes secundarias como:
Revistas cientificas.

Articulos.

Libros.

Tesis.
3.5. Disefio de la investigacion.

Para el presente estudio se aplicd un disefio completamente al azar (DCA), con 6
tratamientos y 3 repeticiones, con 20 especimenes por cada repeticion en un proceso de
crianza de 60 dias mas la utilizacion del probiotico Bacterol Shrimp Forte, se utilizé el
proceso de rangos multiple de Tukey (P< 0.05), y el modelo estadistico del disefio que se

utilizd para esta investigacion, es el siguiente:
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3.5.1. Esquema del analisis de Varianza.

Tabla 4. Esquema del analisis de varianza.

Fuente de variacion

Grados de libertad

Tratamiento t-1
Error experimental tx (r-1)
Total (txn)-1

5
12
17

ELABORADO: AUTOR

3.5.2. Modelo Matematico.

Yap = nttit+ Eg

Donde:

Y = es la variable de repuesta de interés.

w« = promedio general de la poblacion sobre la cual se esta trabajando

t = es la variacidn que se atribuye a los niveles del factor que se esta evaluando (efecto de

los tratamientos)

¢ =es la variacion de los factores no controlados (el error experimental)

i = i —ésimo tratamiento

Jj = j —€sima repeticion de cada tratamiento

j(i) = es la valoracion de las unidades experimentales anidado en los tratamientos
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3.6. Instrumentos de Investigacion.

3.6.1. Condiciones de cultivo de los juveniles de langosta.

Los juveniles se seleccionaron en funcion a la edad requerida para la siembra a partir del
desove de hembras reproductoras y se distribuyeron al azar en las unidades experimentales
para lo cual se utilizaron tanques de plésticos con un didmetro de 1.7m y area de 2.26 m?,
en total se utilizaron 18 tanques circulantes, cada tanque poseian distribucion de agua dulce,
energia eléctrica para los termostatos y aire, en cada uno de los tanques se colocaron
escondrijos de malla de nylon esto debido a la necesidad de que los acociles estén libres de
estrés y pérdidas potenciales por canibalismo. El periodo de cultivo fue de 60 dias, donde
eran alimentados a base de alimento balanceado comercial (35% proteina) en base al 5% de
la biomasa siendo dividida en dos raciones de 50% a las 9:00 horas y 50% a las 17:00 horas,
y mezcla probiotica Bacterol Shrimp Forte. El probiético Bacterol Shrimp Forte paso por un
periodo de incubado (relacion: 1.5 : 10 : 3x10* probidtico: melaza: agua destilada), por un
tiempo de 24 horas antes de ser suministrado a las langostas, el cual se suministraba cada 3
dias. Para el recambio de agua de los tanques experimentales se lo cumplia cada 3 dias, para

separar las heces y restos de residuos alimenticios de los tanques.

Las biometrias se las realizo cada 15 dias hasta cumplir con el periodo de los 60 dias, para
las medidas se empled un calibrador o pie de rey que determina la talla de los juveniles, y
una balanza analitica para obtener el peso, antes de la biometria eran anestesiados con
eugenol, de esta manera los juveniles de langosta quedaban inmdvil para asi proceder a medir
la longitud que va desde la cola el primer segmento del abdomen hasta el extremo posterior
del telson y pesar.

Durante el periodo que dur6 el experimento se realizd el control de los parametros fisico-
quimicos del agua cada quince dias, la temperatura del agua se midié utilizando un
termometro de mercurio, que se introdujo al agua de cada tanque por un tiempo de tres
minutos, por otra parte, para medir el oxigeno disuelto (OD) se utiliz6 un oximetro digital.
Mediante el Kit: Saltwater Master Test, y siguiendo las instrucciones de uso, se midio el pH,
la cantidad de amonio (NHs/NH4), nitritos (NO.-) y nitratos (NOz). Los valores de
temperatura estaban entre 27.0 y 32.0°C esto se debe a que se incorpor6 un termostato, pH

7.0-8.0. El oxigeno disuelto (OD) presento valores de 4.7 a 6.2 mgL-1. amonio desde 0 a
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0.25 ppm. El nitrito en un 0 ppm valor que se mantuvo durante los 60 dias que duro el

experimento y el nitrato en un 0 a 10 pmm.

3.6.2. Extraccion de Hemolinfa.

Para la extraccion de hemolinfa se coloco el organismo en posicion ventro-dorsal (“boca
arriba”) dejando expuesta la zona de union entre cefalotérax y abdomen (seno hemolinfatico

ventral), luego se desinfectd la superficie con alcohol al 90%.

La extraccion se realizé con jeringas estériles nuevas para insulina (27G x 13 mm) con aguja
hipodérmica por la parte del vientre que corresponde el primer segmento de los pledpodos,
ligeramente inferior al poro genital de los juveniles. La jeringa se la introdujo con cuidado
direccionando el bisel de la aguja hacia arriba y al mismo tiempo se absorbid, extrayendo
hemolinfa por cada juvenil; seguidamente se homogenizé para evitar la coagulacion de la

hemolinfa.

La jeringa se cargo utilizando anticoagulante SIC-EDTA (NaCl 450 mM, KCI 10 mM,
Hepes 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.3) a 4°C, para conservar una proporcion de 2:1 (2
volimenes de SIC-EDTA por cada volumen extraido de hemolinfa) (80). La muestra
extraida en cada jeringa se colocé en microtubos de polipropileno Eppendorf estériles de 1.5
mL, debidamente rotulados. Posteriormente se diluyeron en una proporcion de 3:1 (150 pL
de formaldehido (4%) por 50 pL de la mezcla de anticoagulante y hemolinfa), que se
almacenaron a 4°C para realizar el conteo total de hemocitos.

3.6.3. Cuantificacion de Hemaocitos.

Como el volumen de hemolinfa que contenian los microtubos no era exacto y homogéneo,
se tuvo en cuenta el factor de dilucion al momento de hacer el conteo y registrar los
resultados. Para determinar el factor de dilucion se registro la cantidad total de hemolinfa

anticoagulada con formaldehido con la ayuda de jeringas de 1 mL nuevas.

El factor de dilucion se calcul6 teniendo en cuenta el volumen de hemolinfa coagulada con

formaldehido entre el volumen de hemolinfa total.

Ecuacion 1
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Factor de dilucion = Vol. Ha (uL) / Vol. H (L)
Donde:

Vol. Ha = volumen de hemolinfa anticoagulada (extraccion inicial de hemolinfa + solucion
SIC-EDTA + formaldehido)

Vol. H = volumen de hemolinfa extraido (Vol. Ha — EDTA — formaldehido)

El conteo total de hemocitos se ejecutd manipulando 20 uL de la mezcla (cAmara) y se utilizé

un microscopio de luz para el conteo total.

Para el montaje de hemolinfa con anticoagulante y formaldehido en un hematocitometro
(cAmara de Neubauer) primero se hizo una limpieza con la ayuda de toallas de papel
humedecidas en agua destilada, se tratd en lo posible de eliminar todos los residuos tanto de
la superficie de la camara como de la laminilla de cuarzo. Posteriormente, se colocé con
mucho cuidado la laminilla sobre la camara cubriendo las cuadriculas. Con la ayuda de una
micropipeta (1-200 pL) se tomaron 20 pL del contenido de hemolinfa anticoagulada con
formaldehido y se depositaron sobre el pozo de la cadmara, dejando que se esparciera
lentamente el contenido por capilaridad. Para el analisis de cada muestra se utilizaron puntas
estériles diferentes y se llenaron los dos pozos (inferior y superior) simultaneamente con
muestras de hemolinfa diferentes. De manera inmediata, se coloco la camara de Neubauer
en un microscopio de contraste de fase y se observo con el objetivo 40X (y oculares 10X =
400X).

Se ubicaron los cinco cuadrantes pequefios de la camara y el recuento se hizo con base en
los cuatros cuadros de las equinas y el central. Para llevar la cuenta de los hemocitos totales

y diferencial se utilizé un contador celular mecénico rotulado.

Para determinar el recuento total de hemocitos para cada muestra analizada se realizo la

siguiente ecuacion:

Ecuacion 2
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Recuentos de hemocitos totales (CHT) = CH x 400 x 10 x 12/ 80

Donde,

HC = numero de células hemocitos contados en los 5 cuadrantes

400 = cuadriculas pequefias contenidas en la camara (16 x 25 cuadrantes)
10 = ajuste por profundidad de la cAmara (0.1 mm x 10 = 1 mm)

12 = factor de dilucion del anticoagulante y formaldehido (1:1)

80 = total de cuadriculas por los 5 cuadrantes contados (16 x 5)

La férmula hemocitaria diferencial (HD): (cuantificacion de hemocitos hialinos,
semigranulosos y granulosos) fue determinada segun los criterios morfoldgicos detallados
en (81).

Ecuacion 3
Conteo Hemocitos diferenciales (CHD, %) =(HD / CHT) X 100
Donde,

HD: hemaocitos diferencial

3.6.4. Actividad fagocitica.

Los efectos del experimento de alimentacion sobre la tasa de fagocitosis se evaluaron por
protocolo establecido (82); (83) . Se extendié hemolinfa fresca (40 pl) en un portaobjetos de
vidrio. A continuacion, los portaobjetos se incubaron hasta secar la hemolinfa. Mientras
tanto, solucion de trabajo zymosan (Sigma Aldrich, Z4250) se prepard disolviendo 0.0125 g
de zymosan en polvo en 25 mL de agua de mar estéril. Las muestras secas de hemolinfa en
portaobjetos de vidrio se trataron luego con una cantidad similar de solucion de trabajo de
zymosan (40 ul) y se secaron al aire. Las muestras se trataron con una solucion de
formaldehido al 10% (disolvente de agua de mar) durante 20 min. Posteriormente, los
portaobjetos de vidrio se transfirieron a una solucion de GIEMSA durante 20 min de
incubacidn para la tincion celular. La tasa fagocitica se determiné mediante la siguiente

ecuacion:
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Ecuacién 4

Tasa fagocitica = (hemocitos fagociticos / hemocitos adheridos totales) x 100.
3.6.5. Concentracion Oxihemocianina

Se empleé 20 pl de hemolinfa diluida con 80 ul de SIC-EDTA en una cubeta
espectrofotométrica de cuarzo de 1cm3 y se leyé la absorbancia a 335nm con
espectrofotdmetro con ldmpara de luz UV (Hach). La concentracion de oxihemocianina de

cada muestra se calculé mediante la siguiente ecuacion (84,85).
Ecuacion 5
Concentracion de oxihemocianina en la hemolinfa (mmol/l) = (ABSs3snm / E) X FD.
Donde,
ABSz35nm = es el valor de absorbancia a 335 nm obtenido para la muestra,

E = 17.26. determinado en base a una subunidad minima funcional de 74.000 kDa de la

hemocianina de crustaceos (84).
FD: es el factor de dilucion.
Los valores de concentracion fueron expresados en mmol/I.

3.6.6. Estrés por Hipoxia.

Para la prueba de hipoxia se siguié el protocolo de Rodriguez-Gonzalez et al., (86); al
finalizar el bioensayo de cultivo, se tomaron seis organismos por cada tanque experimental
para la prueba de estrés por hipoxia y determinar la supervivencia. Se emplearon un total de
18 recipientes de plastico de 200 mL. La eliminacién del oxigeno disuelto (<0.1 mg/L) en el
agua se realiz6 mediante la adicion de Bisulfito de Sodio (0.15 g/ 500 ml). Los juveniles
fueron expuestos a hipoxia, por un periodo de 1 hr y se realizaron muestreos cada 5 minutos
para registrar el nimero de organismos vivos y muertos. La tasa de supervivencia por hipoxia

se determind mediante la siguiente ecuacién:

Ecuacién 4

Tasa de supervivencia por hipoxia = (juveniles al inicio de la prueba/ juveniles al final de la
prueba) x 100.
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3.6.7. Superodxido Dismutasa.

Se determind mediante la utilizacion de un Kit RANSOD (RANDOX), a partir de la
metodologia de Plagia y Valentine (87), el cual se fundamenta en la oxidacion de la glutation
(GSH) por el hidroperoxido de cumeno catalizado por la GPx; en presencia de glutation
reductasa (GR) y NADPH, el glutation oxidado (GSSG) es inmediatamente convertido a su
forma reducida con la concomitante oxidacion de NADPH a NADP+, midiéndose la

disminucion de absorbancia a 340nm por la desaparicion de NADPH.

3.7. Tratamientos de Datos.

En la presente investigacion se estudio seis niveles de probidticos en diferentes dosis de
aplicacion en la alimentacion de juveniles de langosta de agua dulce C. quadricarinatus con
tres repeticiones cada una (Tabla 6), esta investigacion se emplea para conocer el nivel mas

conveniente y cual obtiene mayores beneficios.

El analisis de datos se realiz6 mediante el analisis de varianza (ANDEVA) y las medias
separadas mediante la prueba de Tukey (P<0.05), con el uso del paquete estadistico InfoStat
(88) en el cual se recurrié a manipular graficos de barras para mostrar las proporciones de

los componentes del probidtico.
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Tabla 5. Esquema del experimento.

TRATAMIENTOS NIVELES DE REPETICIONES NUMERO DE
BACTEROL (Tanques) LANGOSTA
0 ml de Probidtico /90 20
TO ) 3
litros de Agua
0.10 ml de Probidtico /90 20
T1 ) 3
litros de Agua
0.20 ml de Probiético /90 20
T2 ) 3
litros de Agua
0.30 ml de Probidtico /90 20
T3 ) 3
litros de Agua
0.40 ml de Probidtico /90 20
T4 ) 3
litros de Agua
0.50 ml de Probidtico /90 20
T5 ) 3
litros de Agua

ELABORADO: AUTOR.

3.8. Recursos Humanos y Materiales.

3.8.1. Recursos humanos.

Talento humano que contribuyé en la elaboracion del presente proyecto de investigacion:

» Dr. Yuniel Méndez Martinez (Director del proyecto de Investigacion).

» Mera Gomez Henrry Alejandro (Estudiante y Autor del proyecto de investigacion).

» Jean Carlos Ponce Mufioz (Estudiante colaborador).

3.8.2. Materiales e insumos.

A continuacién, se mencionan materiales, equipos e insumos empleados para la

investigacion Juveniles Cherax quadricarinatus.
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Probiotico, Bacterol Shrimp Forte.

EDTA.

Estufa.

Balanza analitica.
Recipientes de plastico.

Pie de rey digital.

Tanques de plasticos (100 L).

Tubos PVC.
Termdmetro.

Kit colorimetro.
Medidor de oxigeno.
Termostato.

Pipeta.

Guantes.

Algodon.

Tijera quirdrgica.
Hielera.
Metabisulfito de Sodio.
Bomba para agua.
Camara Neubauer
(hematocitometro).
Microscopio.
Formaldehido.
Bolsas plasticas.
Jeringas de 1 mL.
Porta objeto.

Cubre Objeto.
Solucion GIEMSA.
Tubos de ensayo.
Melaza.
Ortotolidina.
Eugenol.

Alcohol.

Espectrofotometro.

» Tubos Eppendorf.
> Micropipetas.

» Centrifuga.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Respuestas inmunoldgicas en juveniles de langosta.

4.1.1. Oxihemocianina.

En la variable oxihemocianina observamos que en la tabla 6. No hay diferencia significativa
(p<0.05) entre los tratamientos, sin embrago se muestra valores inferiores (Testigo, T1. T4)
y superiores (T2 0.84mmol/L; T3 0.82mmol/L) durante el periodo que tuvo su duracion de
60 dias. Villanueva (89) en su estudio de Hemocitos y oxihemocianina en hembras de
Cryphiops caementarius Molina 1782 (Crustacea: Palaemonidae) criadas a diferentes
salinidades, obtuvo resultados significativos en la concentracion de oxihemocianina, en
hembras criadas con una salinidad de 12% (5.619) valores superiores a los obtenidos en la
presente investigacion, en cambio con una salinidad de 6% (0.228) la concentracién de

oxihemocianina fue menor.
4.1.2. Hemocitos.

Para el conteo total de hemocitos (Tabla 6) obtenido al final del experimento en los
langostinos tratados con diferentes dosis de probioticos, se observd un incremento
significativo (p>0.05) en el T4 11.74 (0.30 de mezcla de probiotico). Sirirat Rengpipat et al
(9) en su trabajo de investigacion Mejora de la inmunidad en el camardn tigre negro Z
Penaeus monodon / por una bacteria probiont z Bacilo S11 /. Obtuvo significancia (p<0.05)
en sus tratamientos que tuvo una duracion de 60 dias obteniendo como valor més alto 5.5
valores inferiores a los obtenidos en este estudio, con el mismo se demuestra que el producto
probidtico Baterol-SHRIMP tiene efecto en la repuesta inmune de los juveniles Cherax

quadricarinatus.

En las células hemocitos hialinas de los tratamientos hubo diferencia significativa (<0.05)
en T3 28.30 % (con 0.30% de probiodtico) como el tratamiento experimental que obtuvo
mejores porcentaje de células hemocitos hialinas, seguido del T4 que presenté un valor de

25.86% y como ultimo el T1 presentando un valor de 15.50%.

En este estudio, las células hemocitos semi-granulacitos se encontrd diferencia significativa
(p<0.05) TO 60.79% (tratamiento control sin probidtico) como el tratamiento experimental
que obtuvo mejores resultados, seguido del T1 54.22%, y por dltimo que presento el
promedio mas bajo T4 con un 41.30%. Gina Saptiani et al (90) en su trabajo Respuesta del
perfil de hemocitos en camardn tigre negro (Penaeus monodon) frente a Vibrio harveyi
inducida por extracto de hojas de Xylocarpus granatum. Obtuvieron valores inferiores
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56.67% con el (T Etanol al D-21 inducida por X. granatun a una concentracion de 1.000
ppm.) sin embargo en los tratamientos agua destilada utilizando la misma concentracion se

obtuvieron promedios similares a los demés tratamientos de esta investigacion.
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Tabla 6. Parametros de modulacion de la respuesta inmune en juveniles de langosta de agua dulce (Cherax quadricarinatus) alimentados con

mezclas probidticas.

Testido 0.10mL de 0.20mL de 0.30mL de 0.40mL de 0.50mL de

g probidtico probidtico probidtico probidtico probidtico o .
VARIABLES Significancia

(p-valor)

TO T1 T2 T3 T4 T5

Oxihemocianina (mmol/L) 0.66 £0.07a 0.63+0.03a 0.84+0.8a 0.82+0.05a 0.73+0.04a 0.71+0.15a 3.02 0.0644
Hemocitos Totales (millén de células / ml) 439+114b 6.35+2.86ab 5.84+318ab 9.27+1.94ab 11.74+248a 8.16+1.62ab 4,94 0.0342
Células hemocitos hialinas (%) 1571 4+2.48b 1550+2.68b 21.72+591ab 28.30+4.03a 25.86+3.99ab 21.41+3.19ab  4.94 0.0306
Células hemocitos Semi Granulacitos (%) 60.79 £6.20a 54.22 +2.17ab 51.39+5.21ab 42.79 £3.66b 41.30+6.62b 52.66 £7.42ab  5.32 0.0121
Celulas hemocitos Granulacitos (%) 23.50 £3.86a 30.27 +4.71a 26.88+3.58a 28.91+1.08a 33.17+3.60a 25.93+4.68a 2.46 0.1057
Tasa de Fagocitosis (%) 15.89 £5.22¢c 18.64 +0.70bc 29.61 £10.61b 24.87 £5.51bc 38.28 +10.73a 26.44 +2.50bc  3.37 0.0430

ELABORADO: AUTOR
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No se observd diferencia significativa en la variable células hemocitos granulocitos, sin
embargo se presentd un mayor incremento en el T4 33.17%. A diferencia de Cabrera et al
(91) en su estudio Efecto de dietas con alta concentracion de Saccharomyces cerevisiae sobre
la proliferacion de hemocitos en camarones Cryphiops caementarius machos. Si encontré
diferencia significativa (p<0.005) 31.44% (6% de levadura a los 28 dias de cultivo) valores

que son inferiores a los obtenidos en el presente estudio.

4.1.3. Fagocitosis.

El efecto del probiotico Baterol-SHRIMP sobre la actividad fagocitosis en los juveniles C.
quadricarinatus se muestra en el tabla 6. Presentando una actividad fagocitaria
significativamente mayor (p<0.05) T4 con 38.28% (0.30%% de mezcla probiotica) con
respecto al TO 15.89 siendo el de menor porcentaje, Z. Xia et al (92) en su estudio Efectos
del probidtico Arthrobacter sp. CW9 sobre la supervivencia y el estado inmunoldgico del
camarén blanco (Penaeus vannamei). Obtuvo promedios significativos (p<0.05) con mayor
valor T1 55.5%.

4.1.4. Hipoxia.

Al realizarse los analisis estadisticos de la variable Hipoxia segun el grafico 2 si hubo
diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05) se muestra que el mejor resultado
entre los tratamientos fue el T4 (0.40% en mezcla de probidtico) 76.19%, seguido del T2
con 66.67%, T5 con 66.67%, T3 con 57.14%, T1 con 28.57% en el valor de las mediasy TO
con 9.53%. La inclusion de probidtico al 0.40% influencié en el porcentaje de hipoxia de los

juveniles (C. quadricarinatus).
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Grafico 1 Hipoxia en juveniles de langosta (C. quadricarinatus) alimentados con mezclas

probioticas.

Rodriguez Hervey (93), en su trabajo con juveniles de langostas de agua dulce (C.
quadricarinatus) producidos por hembras alimentadas con cuatro niveles de proteinas (PC;
18. 25. 31. 37%) y dos niveles de lipidos (LIP; 3y 7%) en un periodo de 50 dias, presentado
el cuarto nivel valores de, 50.00 (37%PC/3LIP) y 58.33 (37%PC/7LIP) siendo estos valores
inferiores a los que se obtuvieron en la presente investigacion con mezcla de probidtico
influyendo en la variable hipoxia demostrando la efectividad del producto afiadido a los

juveniles C. quadricarinatus.

35



4.1.5. Superdxido dismutasa.

La actividad Enzima Superdxido dismutasa se presenta en el grafico 2. Los resultados
muestran que la alimentacién con diferentes dosis de probidtico indujo diferencias
significativas (p<0.05) en la actividad de la SOD a lo largo de todo el experimento el mayor
contenido de SOD se observé en juveniles de langostinos del T2 41.18 (Unidad/ mL)
alimentados con 0.20% de mezclas probitoico. Soberanes-Yepiz (94), en su trabajo la
actividad de la superoxido dismutasa en tejidos de langostinos de rio cauque
(Macrobrachium americanum) alimentados con diferentes niveles de proteinas y lipidos.

También obtuvo diferencia significativa como resultado de la alimentacion, los animales
acudticos con deficiencias nutricionales son propensos al estrés oxidativo causado por
temperaturas extremas, hipoxia, contaminacion o exposicion a xenobioticos y alimentacion
(94).
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Grafico 2 Enzima superoxido disminutasa en juveniles de langosta (C. quadricarinatus)
alimentados con mezclas probidticas
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones.

Los niveles de oxihemocianina aumentaron ligeramente a lo largo del experimento
pero no se presentaron diferencias significativas en cuanto a su comportamiento, es
decir que el uso del probidtico no infirié en el transporte del oxigeno en la hemolinfa

de los juveniles de langosta de Cherax quadricarinatus.

El aumento de hemocitos totales en la hemolinfa en juveniles de langosta de (Cherax
quadricarinatus) se logrd bajo contextos de este estudio permitiendo manifestar
resultados positivos adicionando el tratamiento 4 que consistia en una dieta
alimenticia con mezcla de 0.40mL de probidtico que permitié el aumento de 4.39 a
11.74 demostrando que hubo diferencia significativa. Las dietas para valorar el % de
Células hemocitos Granulacitos se vieron afectadas ya que no presentaron
diferencias significativas al momento del manejo del experimento. EI NTH es
considerado como un pardmetro inmunitario indicador del estado de salud y que se
presenta como una opcion viable importante en el diagndstico de enfermedades

bacterianas en el (Cherax quadricarinatus).

En este estudio se demostré como la actividad fagocitaria responde de manera
significativa al tratamiento 4 (0.40 ml de probidtico) con 38.28% contribuyendo a

sus mecanismos de defensa, mostrando un incremento en comparacion con el TO.

La enzima Super 6xido dismutasa y la hipoxia demostré estimular el sistema inmune
de los juveniles de langosta de (Cherax quadricarinatus) ya que en ambas variables
se demuestran incrementos al utilizar el tratamiento 4 que consistia en una dieta de
0.40ml del probidtico, estos valores son comparados logrando diferencias

significativas en el indice inmunitario general con respecto al tratamiento control.
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5.1.1. Recomendaciones.

Se recomienda seguir haciendo experimentos a nivel inmunolégico, utilizando
alimento balanceado con adicion de diferentes probioticos, en el  Cherax

quadricarinatus

Asi mismo se recomienda realizar experimentos para valorar y mejorar la respuesta

inmune

Aunque este trabajo esta basado en especial en la especie C. quadricarinatus puede
ser aplicado a otras especies y sistemas de explotacion, tomando la esencia de la

informacion y adaptandola al nivel que se trate.
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Lugar del experimento y etiquetado de los tanques
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Obtencidn de juveniles de Cherax quadricarinatus
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