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PROLOGO

En el vasto y dindmico mundo de la acuicultura, la busqueda de
précticas sostenibles y eficaces es fundamental para garantizar no
solo la viabilidad econémica de la industria, sino también la salud y
el bienestar de las especies cultivadas. En este contexto, la caracteri-
zacion de bacterias nativas con potencial probiético en el cultivo de
Litopenaeus vannamei, el camarén blanco del Pacifico, en la region
de Guayas, Ecuador, emerge como un tema de gran importancia e
interés.

El camarén es una de las principales especies cultivadas en el mundo,
con un valor econémico significativo y una demanda creciente en los
mercados globales. Sin embargo, el cultivo intensivo de camarones
no esta exento de desafios, desde enfermedades infecciosas hasta la
gestion ambiental de los sistemas de produccién. En este contexto, el
uso de probidticos, especialmente bacterias nativas, ha surgido como
una estrategia prometedora para mejorar la salud y el rendimiento de
los camarones cultivados.

A través de este libro, los autores no solo nos brindan una com-
prensiéon mas profunda de la diversidad microbiana en los
sistemas acuaticos, sino también una vision de como esta diversi-
dad puede ser aprovechada para promover la salud y la produc-
tividad en la acuicultura. Ademas, se exploran temas importantes
como la inocuidad alimentaria, la sostenibilidad ambiental y los
desafios practicos de la aplicacién de probiéticos en la produccion
comercial de camarones.
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INTRODUCCION

El cultivo del camarén blanco L. vannamei en el Ecuador inicio a
mediados del afio de 1968, en el sector de Santa Rosa, en la provincia
de El Oro. En 1970 en las provincias de El Oro y Guayas con la dispo-
nibilidad de salitrales y la abundancia de larvas silvestres la camaroni-
cultura se volvié un negocio rentable en el Ecuador (Bolivar Arguello
2014). En el 2020 se obtuvo una produccién de 570.000 toneladas
métricas, con un porcentaje mayor del 9,2% entre el 2015 y el 2020.
Ecuador continuara representado més de la mitad del suministro de
camaron de cultivo en el hemisferio Occidental (Boyd et al. 2021).

En la actualidad existen nueves enfermedades de crustdceos que
han sido declaradas de notificacién obligatoria por la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal, que incluyen ocho publicadas en el
coédigo acuatico y la nueva enfermedad de la Necrosis Aguda del he-
patopéncreas causada por la bacteria Hepatobacter penaei, que fue
recientemente incorporada (Valverde y Varela 2018). Pefia y Varela
(2016), sostienen que el total de enfermedades que afectan la produc-
cién de camardn a nivel mundial, las mas destacas son virus de la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, virus del sindrome
de Taura, virus de la mancha blanca, virus de la cabeza amarilla, e
virus de la mionecrosis infecciosa estas son causantes de altas morta-
lidades en las etapas larvarias.

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria perteneciente al género
Vibrio, gram negativa, haléfila, anaerobia facultativa, curva y mévil
ampliamente difundida en entornos marinos y costeros, libre o
asociada a zooplancton, peces y mariscos. Es un patégeno zoonético,
principal agente implicado en gastroenteritis aguda asociada a
alimentos marinos, aunque también afecta a otros hospedadores
como el camarén. Es una bacteria predominante del aparato digestivo
de moluscos bivalvos que, al alimentarse por filtraciéon, acumulan y
concentran contaminantes naturales o antropogénicos (Burgo-Rana-
dan y Arias-Rodriguez 2020).
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Recientemente se demostr6 que una cepa de V. parahaemolyticus
causa enfermedades asociadas a la necrosis del hepatopancreas del
camaron. Esta cepa se caracteriza por producir dos toxinas, ToxA y
ToxB, que actian de forma binaria (ToxAB) para provocar la enfer-
medad y muerte de los organismos infectados (Guluarte-Vélez 2016).
Existen varias soluciones para los problemas antes expuestos, la forma
tradicional como el intercambio de agua, uso de antimicrobianos, ad-
ministraciéon de microorganismos y varios productos comerciales que
producen un efecto beneficioso mejorando la calidad de su entorno e
incrementando los parametros productivos del L. vannamei (Toledo,
2018).

Una alternativa promisoria y con éxito para el control de enfermeda-
des del camarén y mejorar el estado nutricional de los L. vannamei es
el uso de probiéticos. Este conjunto de microorganismos o sustancias
contribuyen al balance de la flora benéfica del individuo, al bienestar
y salud de los organismos (Zorriehzahra et al. 2018). Los probioti-
cos, se definen como microorganismos vivos que administrados como
suplemento en la dieta actdan como modificadores del microbiota
asociada al tracto gastrointestinal del hospedador y generan efectos
benéficos como el incremento en la conversién alimentaria, resisten-
cia a enfermedades, ademads, mejora la calidad del agua (Villamil et
al. 2009). Asi estos probidticos son empleados para mejorar el creci-
miento y producciéon de diversas especies de animales entre ellas los
crustaceos (Maldonado et al. 2016).

El efecto de los probidticos en L. vannamei mejora en los pardmetros
de produccién, considerando que la identificacién de este tipo de mi-
croorganismos depende de la obtencién de cultivos puros mediante
la utilizacion de técnicas de aislamiento y purificacion. Por tanto, el
objetivo de la presente investigacion tiene la finalidad de caracteri-
zar las bacterias nativas con potencial probidtico en el L. vannamei
cultivado en zona de la provincia del Guayas con la finalidad de uti-
lizarlas en un futuro en la elaboracién de probiéticos que mejoren el
sistema inmunolégico y mejore los pardmetros productivos.




CAPITULO 1.

Planteamiento de la investigacion
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1.1. Problema Cientifico

El desarrollo de la produccion de camarén ha provocado un deterioro
en la calidad de las aguas, favoreciendo a la contaminacién y la prolife-
racion de algunas comunidades especificas de bacterias; las mismas que
pueden ser causantes de graves problemas patolégicos para los cultivos,
especialmente en los estados larvales de los camarones. Ante esto las
patologias de tipo bacteriano han generado un aumento de la incidencia
de enfermedades infecciosas. El impacto de las enfermedades bacteria-
nas como Vibrio sp, la mancha blanca entre otras ha generado grandes
pérdidas econémicas.

En cualquier tipo de explotacién animal, se emplean antibidticos, que
refuercen y potencien los parametros productivos, sin embargo, muchas
veces el uso excesivo de estos productos causa serios problemas, los mas
comunes es la resistencia de los patégenos, la contaminacién del medio
ambiente, llegando alterar los ecosistemas que los rodean.

1.2.  Hipotesis

El aislamiento y caracterizacion de bacterias nativas en Litopenaeus
vannamei cultivado, podria permitir la obtencién de bacterias con
potencial probiético que se valoran como una alternativa profilactica y
terapéutica para ser empleados en los cultivos de camarén.
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1.3.  Objetivo General

»o Caracterizar bacterias nativas con potencial probidtico en el cultivo
de Litopenaeus vannamei, Guayas.

1.3.2. Especificos

»® Aislar bacterias nativas con potencial probiético en el cultivo de
Litopenaeus vannamel.

»o Caracterizar la morfologia de bacterias nativas con potencial probié-
tico en el cultivo de L. vannamei.

so Evaluar la eficacia de los microorganismos con potencial probiéticos
ante un patégeno (Vibrio parahaemolyticus).
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CAPITULOII.

Fundamentacion tedrica de la investigacion
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2.1. Litopenaeus vannamei
2.1.1. Generalidades de Litopenaeus vannamei

El L. vannamei es un crustdceo decdpodo macruro nadador de mediano
tamafio, comestible, apreciado y comercializado en nuestros mercados.
Se trata de una especie autdctona, nativa de la costa oriental del océano
pacifico, desde Sonora hasta Perti, pero que hoy procede de los cultivos
en numerosos paises del continente americano (Arias et al. 2019).

La nutricién del camarén estd basada en alimentos artificiales sumi-
nistrados por el granjero y por una importante variedad de organis-
mos (algas, pequeios invertebrados benténicos, entre otros.) y detritos
organicos, que son parte de la productividad natural y del ambiente
marino (Kiatmetha et al. 2011).

La calidad del agua de la piscina es un punto critico en el proceso de
produccion y se deben tener en cuenta algunas variables del ambiente
acuatico como el pH, la temperatura y la salinidad. El cambio en estos
factores favorece la proliferacion de determinadas especies de microor-
ganismos patdgenos con brotes de enfermedad, eventuales mortalida-
des y baja calidad del producto final (Toledo 2018).

2.1.2. Principales enfermedades en L. vannamei

Las principales enfermedades en el L. vannameison de diversos origenes
tanto bacteriana, fingicas y parasitarias. A su vez, existe tres enferme-
dades principales que son de origen viral: Virus de la Necrosis Hema-
topoyética Infecciosa IHHNYV, Virus del Sindrome de Taura TSV y Virus
de la Mancha Blanca WSSV. El IHHNV puede ocasionar el Sindrome
de deformidad y enanismo (RDS); el TSV y causa pérdidas financieras
debido a su indice de mortalidad, y el (WSSV) tiende aparecer manchas
blancas y anomalias en varias funciones (Montero 2017).
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2.1.3. Resistencia a las enfermedades en L. vannamei

El tratamiento de la vibriosis en camarén se realiza con antibidticos
como oxitetraciclina, enrofloxacina, florfenicol y, en algunas ocasiones,
norfloxacina. Sin embargo, dichos antibi6ticos se aplican a menudo de
manera inadecuada, sin hacer analisis de sensibilidad antibi6tica, en
dosis excesivas y, a veces, como preventivo, lo que propicia el desarrollo
de resistencia bacteriana. La resistencia antibidtica de estas cepas hace
que la eficacia del tratamiento antibidtico sea cada vez menos eficaz. A
su vez, se estdn ensayando otras opciones terapéuticas, como son los fi-
tobidticos (extractos y aceites esenciales de plantas) (Aguirre et al. 2021).t

2.2. Bacterias probidticas en la acuicultura

La habilidad de las bacterias para adherirse y sobrevivir en el mucus
entérico es decisiva en el establecimiento del microbiota intestinal. La
medida de adherencia es una funcién que es utilizada, tanto por las
bacterias probidticas como por las patégenas. En cuanto a las probiéti-
cas, es uno de los criterios mas importantes para su selecciéon y uso en
acuicultura (Toledo 2018).

La informacién disponible indica que las bacterias aisladas de animales
cultivados o de su entorno tienen mayor capacidad de adhesién al mucus
gastrointestinal y a los tejidos, respecto a bacterias fordneas. Por ese
motivo, los efectos de muchos probiéticos suelen ser de corta duracién
y deben administrarse de manera continua, ya sea como suplemento en
la alimentacion o a través del agua de cultivo para mantener sus efectos
biol6gicos, a menos que sean desarrollados a partir de cepas aisladas del
propio ecosistema acuéatico (Sanchez et al. 2018).

2.2.1. Importancia de los probiéticos en acuicultura
Sibien la definicién inicial de los probidticos propuesta en 1965 se referia

a sustancias secretadas por los microorganismos que estimulan el creci-
miento de otros (en oposicion a los antibiéticos), la definicion de la OMS
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de probiético se refiere a microorganismos vivos que cuando son admi-
nistrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso sobre la
salud del huésped (Olveira y Gonzélez-Molero 2016).

La mayoria de los microorganismos probiéticos propuestos para su uso
en la acuicultura pertenecen al grupo de bacterias dcido-lacticas (LAB),
de las cuales los géneros mas utilizados son Lactobacillus y Lactococ-
cus (Villamil Diaz y Martinez-Silva 2009). Estos son considerados como
GRAS (“Generally recognized as safe”), reduciendo la necesidad de
ensayos de seguridad bioldgica, inevitables para garantizar que la im-
plementacién de aislados probiéticos no va a causar dafios colaterales
a los organismos cultivados ni al consumidor final (Villamil et al. 2009).

El efecto benéfico de la administracion de probidticos depende de la
especie de interés, de la misma forma otros factores deben ser conside-
rados para la administraciéon de los suplementos probiéticos como el mi-
crobioma y la abundancia relativa. Con relacién al microbioma del tracto
gastrointestinal, este puede estar conformados por bacterias, arqueas,
hongos, levaduras, protozoos, y virus. Entonces, los tratamientos con
probidticos pueden ser considerados como métodos de control biol6-
gicos y por ello se les ha llamado organismos de bio-control, los cuales
limitan o eliminan plagas por la introduccion de organismos adversos,
parasitos libres o patégenos especificos (Opazo et al. 2020).

Muchos mecanismos tuvieron que ser postulados por los cuales los pro-
bidticos incrementan la salud del organismo huésped. Estos mecanismos
incluyen la creaciéon de un ambiente hostil para patégenos por la pro-
ducciéon de compuestos inhibitorios (bacteriocinas, lisosinas, proteasas
y peréxido de hidrégeno), competicion por nutrientes esenciales y sitios
de adhesién, suministro de nutrientes y enzimas; resultando en el incre-
mento nutricional de animales cultivados, absorcion directa de materia
organica disuelta por bacterias y la modulacion de las interacciones con
el medio ambiente asi como el desarrollo de la respuesta inmune (Irianto
y Austin. 2002; Balcazar et al. 2006).
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En este sentido, los probidticos se presentan como una alternativa
potencial y efectiva, tanto como promotores de crecimiento asi como
sustancias que previenen la proliferacion de enfermedades en los
sistemas de cultivo, ya sea provocando modificaciones en la microbiota
intestinal, lo cual influye positivamente en numerosos procesos inclu-
yendo la digestion, la inmunidad y la resistencia a enfermedades, de tal
manera que funcionan adecuadamente como promotores de crecimien-
to (Vaughan et al. 2002).

Entre los principales mecanismos de acciéon descritos para probiéticos
que se emplean en la acuicultura se incluyen: la capacidad para colonizar
y adherirse al tracto intestinal, la modulacién del sistema inmune, la
produccién de compuestos benéficos, la produccién de sustancias anta-
goénicas contra patégenos y la mejora de la calidad del medio acuatico.
El levantamiento de probidticos es con el propoésito de llevar el cultivo
a una produccién en mayor escala para establecer si estos podian crecer
en biorreactores especificos para cada microorganismo (Toledo 2018).

La biodiversidad y la capacidad biosintética de los microorganismos en
condiciones ambientales especificas los convierten en candidatos para
resolver problemas de escasez de alimentos, el control de plagas y la bio-
degradacién de xenobiéticos, entre otros. Los microorganismos ofrecen
un enorme potencial en el estudio de moléculas y procesos. Pueden in-
tegrarse mediante técnicas recombinante en especies biol6gicamente ya
conocidas, como E. coliy S. cerevisiae, para la producirse a gran escala
de productos (Ortiz 2019).

2.2.2. Uso de Probiéticos en las dietas

En general, el uso de probiéticos en el cultivo de camarén ha tenido
buenas perspectivas; diversas publicaciones cientificas han demostra-
do efectos positivos de la aplicacion de probidticos. Sin embargo, los
resultados obtenidos en algunas granjas pueden ser variables debido a
diferentes factores, que pueden afectar el resultado de las operaciones a
largo plazo, como la calidad del probiéticos, el modo de administracién,
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la talla y las especies de camarén (Villamil et al. 2009). Algunas carac-
teristicas deseables de los probidticos incluyen su origen, la adhesion
a la mucosa intestinal, la seguridad del huésped, el antagonismo a los
patégenos, la estimulacién del sistema inmunoldgico del huésped y
la eliminacién de materia orgédnica. Recientemente, hay una atencién
especial en la busqueda de Bacillus spp. y levaduras (para cultivar
muchas especies de interés acuicola. Bacillus spp. (Morales-Crist6bal et
al. 2022).

2.2.3. Accion de probidticos en la microbiota intestinal del
hospedero

La microbiota intestinal de los organismos acuaticos, representa un
factor importante el mantenimiento de la salud del organismo previ-
niendo la colonizacién de patdgenos, la degradacion de los alimentos,
la formacién de compuestos antimicrobianos, produccién de nutrientes
y manteniendo la mucosa normal inmunitaria (Escobar Briones et al.
2006).

Otra caracteristica importante ha surgido en los tdltimos afios como la
microbiota comensal influencia procesos como son el metabolismo de
lipidos del huésped, asi como el desarrollo de la respuesta inmune. La
interrelacion entre el huésped y los microorganismos son claramente
importantes para la salud y el desbalance entre estos sistemas ocasiona
el desarrollo de enfermedades. Méndez-Martinez et al. (2022) Menciona
que la mezcla de probiético induce a una respuesta en la sangre que
mejora los indicadores biol6gicos y nutricionales.

Las funciones potenciales por los cuales los probitticos influyen sobre
la microbiota intestinal. El consumo de probiéticos puede modular la
microbiota o cambiar sus propiedades metabodlicas por competicion por
substratos nutricionales y por alteracién de la dindmica de la utilizacion
de carbohidratos por parte de la microbiota intestinal. La aplicaciéon de
métodos para determinar perfiles metabdlicos en modelos animales ha
sugerido otra ruta indirecta por lo cual las bacterias probidticas pueden
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impactar en la microbiota, ya sea por producciéon de un microambiente
diferente debido a un rango diverso de rutas metabdlicas.
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Figura 1. Esquema donde se ilustra los mecanismos potenciales por los cuales bacterias
probidticas pueden impactar en la microbiota.

Estos mecanismos incluyen (1) competiciéon por ingredientes de la dieta
con substrato de crecimiento, (2) bioconversién de productos fermenta-
dos, por ejemplo, azucares con propiedades inhibitorias, (3) produccién
de substrato de crecimiento, por ejemplo Exopolisacaridos o vitaminas,
para el uso de otras bacterias, (4) antagonismo directo por bacteriocinas,
(5) exclusiéon competitiva por sitios de adhesién, (6) incremento de la
funcién de barrera, (7) reduccion de inflamacion, (8) estimulacion de la
respuesta inmune innata (O"Toole y Cooney 2008).

Asi mismo, algunas bacterias probidticas también producen vitaminas
y exopolisacdridos producidos por bacterias acido lacticas que sirven
como substrato para crecimiento de microorganismos comensales. De
igual forma se ha demostrado que probidticos pueden impactar la mi-
crobiota general por antagonismo directo y/o exclusién competitiva con
bacterias probidticas que presenten la capacidad de adhesién haciendo
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una exclusion de bacterias de la microbiota sobre el epitelio. Ademas,
el efecto de barrera al colonizar el epitelio logra evitar la adhesién de
microorganismos patogenos al hospedero siendo uno mas de los meca-
nismos de accién de los probidticos (O’ Toole y Cooney 2008). Diversos
trabajos enlistan los beneficios que aportan estos probiéticos a los orga-
nismos de cultivo, sin embargo, son pocos los trabajos que estudian el
tipo de modulacion que se realiza a la microbiota intestinal y sus efectos
en la salud del organismo huésped. El interés de investigar la microbio-
ta intestinal estd basado en la necesidad de un mejor entendimiento de
cémo los probidticos pueden influenciar en la composicién bacteriana.
Este tipo de estudios han sido ampliamente realizados en vertebrados
(Luis-Villasefior et al. 2012), pero en invertebrados estda muy limitado
(Villasefior 2018).

2.2.4. Accion de probiéticos en la digestion y absorcién de nutrientes

El uso de probidticos como promotores de crecimiento en alimentacién
animal se debe principalmente a la mejora reportada en produccién,
asociada con un aumento en la digestion y absorcion de nutrientes. En
pollos de engorde que recibieron L. bulgaricus en la dieta, aument6
la proteina y grasa, incremento de peso y aumento en la disponibili-
dad del calcio; en cerdos que recibieron probiético a base de diferentes
especies de Lactobacillus hubo un aumento significativo en la ganancia
de peso diaria, reduccién en la incidencia de diarrea en comparacién con
el grupo control y aumento en la digestibilidad de nutrientes. Ademas,
investigaciones han reportado un aumento en la actividad enzimatica
de la amilasa al agregar Lactobacillus a la dieta de pollos de engorde, y
aumento en la actividad de la sucrosa y la lactasa al agregar lactobacillus
en la dieta de cerdos Bacillus amyloliquefaciens, la cual se ha utilizado
como probidtico en alimentacion animal, produce enzimas extracelula-
res como amilasa, celulasa, proteasas y metaloproteasas, lo que podria
favorecer la digestion de nutrientes (Molina 2019).

Cabe considerar que los efectos de diferentes suplementos de pro-
bidticos dietéticos en juveniles de L. vannamei fueron evaluados
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por ocho semanas con una dieta de control basal sin probiéticos
(CON) y otras cinco dietas complementando Bacillus subtilis a
10’CFU/g de dieta (BS,), B. subtilis (BS8), Pediococcus pentosa-
ceus (PP,) y Lactococcus lactis (LL,) a las 10° utilizaron UFC/g de
dieta y oxitetraciclina (OTC) a 4 g/kg de dieta. El crecimiento de
los camarones alimentados con las dietas BS8 y LL8 fue significati-
vamente mayor que los camarones alimentados con la dieta CON.
La histologia intestinal mostroé tripas més sanas para los camarones
alimentados con dietas probidticas, asimismo, la expresion génica
relacionada con la inmunidad en los camarones alimentados con
dietas BS, PPy LL 8 tuvo la misma tendencia. Por lo tanto, estos re-
sultados indicaron que L. lactis a 108UFC/g podria ser un probié-
tico ideal para el camaron patiblanco, y también B. subtilis WB60
y P. pentosaceus a 10 8CFU/g podria mejorar el crecimiento, la
inmunidad, la histologia, la expresiéon génica, la actividad de las
enzimas digestivas y la resistencia a las enfermedades, al tiempo
que reemplaza a los antibi6ticos (Wang et al. 2020).

2.2.5. Efectos de probiéticos en la respuesta inmune en
invertebrados

En crusticeos decdpodos, los hemocitos circulantes son generalmente
clasificados en tres tipos, hialinos, semigranulares y granulares. Los
hemocitos estdn involucrados no solo en la coagulacién sino también en
la produccién de melanina via el sistema profenoloxidasa (proPO), los
cuales juegan un importante role en la defensa contra patégenos. Ambos
hemocitos granulares y semigranulares llevan a cabo funciones como son
de reconocimiento y defensa. La presencia de compuestos microbianos
en el sistema inmune puede activar directamente las funciones celulares
de defensa tales como fagocitosis, melanizacién, encapsulacién y coa-
gulacién; las proteinas reconocedoras presentes en el plasma amplian
ese estimulo (Rendén y Balcazar 2016). Estas proteinas son LPS-binding
protein, peptidoglycan- binding protein, and LPS- and b-1,3-glucan-bin-
ding protein (LGBP), y PGRP presente en el plasma.
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El sistema proPO puede ser activado en forma natural por componentes
microbianos, como los b-glucanos de hongos, los peptidoglicanos y los
lipopolisacéridos (LPS) bacterianos.
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Figura 2. Activacion del sistema profenoloxidasa (Rosa y Barracco 2010)

Los cuales se unen a estas proteinas de reconocimiento desencadenan-
do la liberacién del contenido granular, donde la proPO es convertida
a PO mediante una serin- proteinasa, llamada enzima activadora de la
profenoloxidasa (EaproFO). La PO promueve la oxidacion de fenoles
a quinonas, que se polimerizan de manera no enzimética formando
depésitos insolubles de melanina (Campa-Cérdova et al. 2002). Ademés
de su papel en la melanizacion, el sistema proPO esta involucrado en
algunas reacciones celulares de defensa como son, la fagocitosis, la
formacién de nédulos, la encapsulacién, la adhesién y la locomocién de
hemocitos (Le Moullac y Haffner 2000).

Asi mismo, la peroxinectina (PE), una proteina asociada a el sistema
proPO, esta sintetizada y almacenada en los hemocitos granulares
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y semi-granulares en una forma inactiva, respondiendo a estimulos
por algiin elemento extrafio. PE tienen multiples funciones como son
adhesion celular, opsonificacion, desgranulacién, actividad peroxidasa e
incremento de la encapsulacion. Después del proceso de invasion por mi-
croorganismos patogenos, los hemocitos migran a los sitios de infeccion
generando una respuesta inflamatoria, en estos sitios ocurre entonces
la fagocitosis de los microorganismos y/o formacién de agregados
celulares que envuelven a las particulas invasoras, con la subsecuente
liberaciéon de moléculas inmune-efectoras que neutralizan y degradan
a los patégenos. Durante el proceso de fagocitosis, el patdégeno es
envuelto e interiorizado dentro de un fagosoma, que luego se funde con
las vesiculas/granulos presentes en el citoplasma en vacuolas fagociti-
cas intracelulares que se unen con los granulos lisosomales, estos se ca-
racterizan por un pH acido y por la presencia de una amplia variedad de
enzimas hidroliticas, capaces de matar y degradar al patégeno (Barracco
et al. 2008).

Debido a la fagocitosis puede ocurrir la liberacién del contenido enzima-
tico de los lisosomas hacia el plasma, a partir de la desgranulacién de los
hemocitos granulares. Entre las enzimas liberadas se destaca la lisozima,
capaz de romper polisacaridos complejos o peptidoglicanos (PGs)
aunado a esta destruccion por las enzimas lisosomales, se presenta la
produccién de moléculas altamente toxicas, que ocurre con el aumento
en el consumo de oxigeno a nivel intracelular (Choque respiratorio)
que resulta en la producciéon de una variedad de radicales intermedios
altamente reactivos, tanto de oxigeno (ROIs) como de nitrégeno (RNIs)
(Rosa y Barracco 2010).

Los ROIs son radicales de oxigeno que poseen electrones libres o no
pareados en su Orbita mds externa, lo que les confiere una elevada
capacidad de reaccién con las estructuras y compuestos préximos, tales
como membranas celulares, proteinas y dcidos nucleicos, esta produc-
cion de radicales esta ligada a la activacion de un complejo enzimati-
co denominado NADPH oxidasa, localizado en la membrana celular y
en la superficie de los granulos lisosomales y es activado por lipopo-
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lisacaridos, lipoproteinas de bacterias y p-glucanos de hongos (Rosa y
Barracco 2010).

Esta activacion resulta en la reduccion del oxigeno molecular al anién
superoxido (O,-) subsecuentemente inicia la produccién de peréxido de
hidrogeno (H,O,) y otros compuestos reactivos como son radical hidroxilo
(-OH) y en aniones hidroxilo (OH-) por la reacciéon Haber-Weiss o, luego
de la disminucién en H,O,, en acido hipocloroso (HOCL), oxigeno
singlet ('O ) y en cloraminas por la accién de la mieloperoxidasa (MOP)
(Bogdan et al. 2000; Chiu et al. 2007) (Figura 3). El anién superdxido es el
primer producto libre del choque respiratorio y juega un importante rol
en la actividad microbicida (Barracco et al. 2008).

De igual forma, las proteinas y péptidos antimicrobianos o AMPs son
componentes esenciales del sistema inmune innato, pudiendo presentar
una actividad microbicida rdpida y potente contra un amplio espectro
de microorganismos (Barracco et al. 2008). El mecanismo de accién de
los AMPs es a nivel de membrana del patégeno, provocando su des-
estabilizacion, ocasionado por una actividad detergente, a través de la
interaccion electrostatica con los fosfolipidos aniénicos de la membrana,
llevando a un desequilibrio de sus funciones (Barracco et al. 2008).
También pueden insertarse en la bicapa lipidica, formando grandes
poros, lo que lleva a un flujo incontrolado de solutos del contenido ci-
toplasmatico, resultando en la muerte del organismo. En penaeidos,
tres familias de AMPs fueron descritas y caracterizadas a partir de los
hemocitos: peneidinas (Destoumieux et al 1997); crustinas (Gross et al.
2001, Bartlett et al. 2002) y factores anti- lipopolisacaridos (ALFs) (Gross
et al. 2001, Supungui et al. 2002).

Las peneidinas son péptidos antimicrobianos de 5 a 8 kDa; moléculas
altamente cationicas, compuestas por una region N-terminal rica en
residuos de prolina y una region C-terminal conteniendo seis residuos de
cisteina unidos por tres puentes di sulfidicos (Destoumieux et al. 1997).
Las peneidinas estdn subdivididas en varios subgrupos (peneidinas 2
a 5) siendo que cada una contiene varias isoformas distintas (Gueguen
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et al. 2006), son expresadas en forma constitutiva en los hemocitos y
presenta una actividad potente contra bacterias Gram- positivas y
hongos filamentosos (Destoumieux et al. 2000).
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Figura 3. Mecanismos degradativos y microbicidas asociados a los hemocitos de
crustdceos durante el proceso de fagocitosis.

ROI: especies reactivas de oxigeno; RNI: especies reactivas de nitrégeno; AMP: péptidos
antimicrobianos. b) Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROIls) y nitrégeno
(RNIs) por los hemocitos (Barracco et al. 2008).

29



30

Moreira D. y Méndez Y., 2024

2.3. Bacterias nativas gastrointestinales

En el medio marino, las bacterias son importantes actores en los procesos
ecologicos ya que realizan distintas funciones vitales para el buen fun-
cionamiento de los ecosistemas, pero también tienen un importante rol
metabdlico como simbiontes que conforman la microbiota residente y
transitoria en el TGI de moluscos camarones y otras especies de inver-
tebrados. De manera general, la microbiota contribuye a la degradacién
del alimento, participa en procesos oxidativos y proporciona diversos
beneficios al hospedero, que le permiten desarrollarse en diferentes
ambientes. (Gurrola y Andrés 2016).

Algunas cepas de bacterias nativas se pueden encontrar:

* Bacillus sp, Pseudomonas sp

* Lactobacillus plantarum

¢ Levadura la Saccharomyces cerevisae (Maldonad-Bassantes 2012).

2.3.1. Grupos bacterianos

Las bacterias involucradas en las enfermedades del camarén pueden ser
patdégenas u oportunistas. Las principales enfermedades bacterianas de
los camarones son:

* Vibriosis sistémica

e Sindrome de Zoea II

Enfermedad de luminiscencia

Enfermedad de la necrosis aguada del hepatopéancreas

Necrosis del hepatopéancreas bacteriana

Bacteria filamentosa (Leucothix mucor)

Erosién bacteriana del caparazén (Zambrano-Vera 2023).
Desarrollando mortalidad, heridas cuticulares, necrosis, opacidad de los
musculos, blanqueamiento de las branquias, intestino blanco, crecimien-
to lento, cuticula suelta letargo y menor aprovechamiento del alimento
(Zambrano-Vera 2023).
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2.4. Técnica de identificacion Bacteriana

Las técnicas bacterioldgicas habituales, basadas en el uso en medios de
cultivos, y las pruebas de perfil bioquimico, han reconocido el desarro-
llo de conocimientos de gran valor en lo referente a brotes por bacterias
extracelulares (Varela et al. 2020). (“Técnicas diagndsticas para enferme-
dades bacterianas en camarones. Usos ...”) Los protocolos tradicionales
de fenotipado bacteriana se basan en las caracteristicas “observables” de
las bacterias, como sus caracteristicas morfolégicas bioquimicas y me-
tabdlicas. El cultivo, cuando es desarrollado contintia siendo el método
preferido de diagnoéstico de eleccién; permite el aislamiento de los mi-
croorganismo implicado, su identificacién, el estudio de susceptibilidad
a los antimicrobianos y facilita el uso de marcadores epidemiolégicos
(Bou et al. 2011). En el cultivo es esencia la correcta eleccion del medio de
crecimiento y las condiciones de incubacién (Bou et al. 2011).

2.4.1. Pruebas Bioquimicas diferenciados

Las pruebas bioquimicas se han utilizado ampliamente para diferenciar
bacterias. Estas pruebas fueron fundamentadas en demostrar si el mi-
croorganismo puede realizar la fermentacién de azucares, la descom-
posicion de compuestos, y la producciéon de compuestos colorados, etc.
Aun existen bacterias fuertemente relacionadas a la separaciéon de dos
especies diferentes con base a pruebas bioquimicas ( ukowska 2021)

Estas pruebas que son utilizadas en la identificacion rdpida y de lectura
inmediata como la catalasa y oxidasa; otras pruebas preliminares, con
resultados en menos de 6 h como la hidrolisis del hipurato, la B - galac-
tosidasa (ONPG), las aminopeptidasas, la ureasa y el indol; 3) prueba
lentas, con lectura de 18 a 48 h que incluirian la oxido-fermentacién,
reduccién de nitratos, rojos de metilo, Voges-Proskauer, Agar hierro de
Kliger, fermentaciéon de azucares, hidrolisis de la esculina, coagulasa,
fenilalanina desaminasa, DNasa, hidrolisis de la gelatina, decarboxila-
sas, lipasa, lecitinasa, utilizacion de citratos, utilizacién de malonato, y
pruebas de CAMP entre las mas frecuentes, y 4) pruebas basadas en
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caracteres de resistencia a ciertas sustancias tal y como optoquina, baci-
tracina, solubilidad en bilis, y crecimiento en caldo hipersalino (Aguile-
ra-Arreola 2015).

2.5. Investigaciones sobre el uso de probiéticos en L. vannamei

Hu et al. (2023) midieron el efecto de un compuesto probidtico de
Bacillus sobre la supervivencia, la calidad del agua y las comunidades
microbianas de Penaeus vannamei y evidenciaron que el probidtico
Bacillus , BG4, tiene un cierto efecto de degradacién sobre factores de
calidad del agua como el nitrégeno amoniacal, el fosfato y la DQO en el
sistema de agua esterilizada de acuicultura, y sus tasas de degradaciéon
fueron del 36,3%, 28,9% y 15,2%, respectivamente. Sin embargo, la tasa
de supervivencia de P vannamei y la calidad del agua no difirieron sig-
nificativamente entre los grupos y el control del experimento de cultivo
de camaroén.

Novriadi et al. (2023) valoraron la eficacia de la alimentacién con pro-
biéticos multiespecies comerciales con enzimas y procesos de fermen-
tacion sobre los pardmetros de crecimiento y el ambiente de cultivo del
camardén blanco del Pacifico, L. vannamei (Boone, 1931), en un sistema
de cultivo intensivo. Demostrando, que la aplicacién continua de pro-
biético y enzimas (PE) comerciales aumento significativamente el ren-
dimiento del crecimiento del camarén en comparacion con el grupo de
control. Las condiciones de calidad del agua en el sistema de cultivo en
tanques de concreto, especialmente para el niimero de Vibrio sp., nivel
de TAN, NO 2 -N y NO 3 -N, fueron mejores en los tanques tratados con
PE en comparacion con el grupo de control. A pesar de muchas varia-
ciones dentro de los tratamientos, biolégicamente, la combinacién de PE
podria mejorar la utilizaciéon de nutrientes como se muestra en la com-
posicion proteica (%) de todo el cuerpo del camaroén.

Thompson et al. (2022) evaluaron el efecto antagénico de los sobrena-
dantes de cultivos de bacterias del acido lactico sobre el crecimiento
de patégenos conocidos del camarén, Vibrio (Listonella) anguillarum,
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Vibrio alginolyticusy V. harveyi. Concluyeron que las bacterias del 4cido
lactico analizadas aqui produjeron factores inhibidores que interfirieron
con el crecimiento de varios Vibrios patégenos in vitro. Una prueba a
corto plazo alimentando con L. plantarum a camarones juveniles no tuvo
efectos significativos sobre el crecimiento y la supervivencia de dichos
animales. Estos resultados resaltan que las bacterias seleccionadas como
posibles probiéticos mediante ensayos in vitro no siempre demuestran
capacidades de promocion del crecimiento in vivo.

Nimratetal. (2021) Analizaron Los efectos de los probiéticos microbianos
mixtos como suplemento dietético sobre el crecimiento, la supervivencia
y los cambios microbiolégicos de los juveniles de camarén patiblanco (L.
vannamei). Demostrando que los probiéticos liofilizados mejoraron la
microbiota beneficiosa, redujeron el nimero de Vibrionaceae y promo-
vieron la supervivencia y el crecimiento de L. vannamei juveniles. Las
dietas que contienen una mezcla liofilizada de Bacillus (FB) dieron como
resultado el mayor rendimiento de crecimiento en comparacion con la
de una mezcla liofilizada de Bacillus y levadura (FBY) y una mezcla lio-
filizada de levadura (FY) sola.

(Zheng et al. (2020) determinaron el efecto de la administracién de Lacto-
bacillus plantarum sobre la microbiota intestinal del camarén patiblanco
L. vannamei, elaborando 4 dietas, con una duracién del experimento de
15 dias. El presente estudio reveld que el intestino de los camarones de
pierna blanca alberga una microbiota beneficiosa especifica que puede
cambiar cuando los camarones reciben una dieta complementada con
L. plantarum. De particular interés para modular positivamente la mi-
crobiota intestinal en los camarones, y para servir como paraprobobiotic.

33



Moreira D. y Méndez Y., 2024

CAPITULO II1.

Metodologia
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3.1. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la Facultad de
Ciencias Pecuarias y Biologicas (FCPB), Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, Campus experimental “La Maria”, ubicada en el km 7 %2 de
la Via Quevedo — El Empalme, Recinto San Felipe, Cantén Mocache,
Provincia de Los Rios. En las coordenadas 01° 06” de latitud Sur y 79°
29" de Longitud Oeste. A una altura de 73msnm. La Tabla 1 detalla las
condiciones climaticas del Campus Universitario “La Maria”.

Tabla 1. Condiciones meteorologicas de “Chongo — Guayaquil

Parametros Promedios
Temperatura ° C 31-33
Humedad relativa, % 83
Precipitacion, anual. Mm 343
Heliofania, Horas / luz / afio 1230
Evaporacion, promedio anual (%) 80.00
Zona ecoldgica bh-T
Topografia Ligeramente ondulada

Fuente: (INIAP 2023).
3.2. Diseifio de la investigacion y captura de los camarones

Se aplic6 un disefio completamente al azar (DCA). Las capturas de los
camarones se realizaron en tres Zonas: Zona 1 (2°31’18” S, 79°54’51” W),
Zona 2 (2°30°09” S, 79°54’07” W) y Zona 3 (2°31'49” S, 79°55’38” W) en
Golfo de Guayaquil, Ecuador. En cada Zona se muestreo 1 estanques,
para un total de 3 estanques muestreados. En cada estanque se lanzaron
cinco atarrayados y se recolectaron veinte organismos al azar por lan-
zamiento de atarraya (2.5 metros de didmetro), para un total de cien
juveniles de L. vannamei por estanque (Cuéllar-Anjel et al. 2010).

Los estanques en tierra tenian las siguientes dimensiones: 2 hectéreas
constituidos de 200 m de largo x 100 m de ancho con una profundidad

35



36

Moreira D. y Méndez Y., 2024

de 1.2 m, con un volumen estimado de 36000.00 m3 y una densidad
de siembra de 35 juveniles por m* Los camarones juveniles tenian un
tiempo de sembrados en los estanques de produccién de 45. Luego de
determinar los indicadores biol6gicos de los camarones muestreados, se
disceptaron los hepatopédncreas para aislar las bacterias con potencial
probiético. El bioensayo de aislamiento y caracterizacién de bacterias en
laboratorio tuvo una duracién de 30 dias.

SELECCION DE

POBLACION
|
ZOMNA A ZONA 2 ZONA 3
| | |
g Indicaderes Extraccion del TGI para Indicadores de |
biologicos |a obitencion de bacterias calidad de agua
nativas
I Pesog I Mitrito mg/L. ~ —]
Aislamiento

bacieriano y cultive
l— Talaem I Mitrato mg/l. ~ —

— Cultive bacteriano

indice hepatosomatico I Fosfatomg/L. —
Identificacion
bacteriana —_
Alcalinidad mg/lL. ~ —
MRS da Man, Rogosa y Shampe|  — I
(3R AT
Prueba de
TCHS.  (Tiosuato Gt Bibs | CErbaat pH —
Sacaraeal (IR x T)
TSE (Tryptic Say Broth) (IR« 7] | _| Salinidad ppm .
Prugba de
antagonisma Amoniaco mg/ll.  —
Figura 4. Flujograma del experimento | ChromaSsiect Ager
Elaborade: El Autor Crom hipar
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3.3. Instrumentos de investigacion
3.3.1. Traslado de camarones

Las unidades experimentales fueron trasladadas en transfich con oxige-
nacion desde la camaronera hasta el laboratorio de acuicultura ubicado
en el campus experimental “la Maria” perteneciente a la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo. Donde se realiz6 la diseccién y extraccion
del sistema digestivo para sus respectivos analisis.

3.3.2. Parametros de calidad de agua de los estanques de cultivo

Las muestras de agua de cada estanque se tomaron en la compuerta de
salida a 25 cm de la pelicula de agua de los estanques, se trasladaron al
laboratorio donde se realizaron los siguientes analisis: Las tomas del pH
y salinidad en el agua se realizaron con un medidor multiparamétrico
para laboratorio (DS 4010-3). Para obtener la relaciéon nitrégeno fésforo
se realizaron los andlisis quimicos en tiempo real de nitritos, nitrato,
amonio y fosforo de cada zona de la cual se extrajeron las unidades ex-
perimentales y se utilizé un medidor multiparamétrico de doble entrada
para laboratorio HACH (Dr3900) (Carbajal-Hernandez y Sanchez-Fer-
nandez 2013).

3.3.3. Indicadores biolégicos de los camarones

Los camarones fueron pesados (g) utilizando una balanza analitica
ADAM AEA-160DG (+ 0.01 mg), la longitud (cm) de los camarones se
determind con un calibrador (Vernier, = 0.01 mm) manual.

Se aplico la siguiente formula para calcular el indice hepatosomatico:
Indice Hepatosomatico (%)= (Peso hepatopancreas/Peso camarén) x100
(Sambilay 1990).
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3.3.4. Extraccion del Tracto Gastrointestinal (TGI)

Para la extraccion del TGI del camarén se utilizé un medio liquido de
solucion salina al 2.5% con el propésito de enriquecer la microbiota
presente en el animal. Al momento de realizar la extraccion se realizé
un pool microbiolégico que estuvo compuesto por los TGI de animales,
cada TGI fue macerado y agregado al medio liquido que posteriormente
fueron sembrados en diferentes medios de cultivos con la finalidad de
aislar bacterias (Larios et al. 2019).

3.3.5. Aislamiento bacteriano y siembra

Se sembraron y luego se aislaron las bacterias seleccionadas por su
morfologia celular y colonial en cuatro medios de cultivos selectivos
de agar: ChromoSelect Agar, TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa),
TSA (Tryptic Soy Agar), TSB (Tryptic Soy Broth) y luego se procedi6 a
sembrar en diluciones desde 10! hasta 10°°, mediante la utilizacidén de la
técnica de dilucién seriada y extension de superficie para aislar colonias
de bacterias Gram positivo. La incubacién se realiz6 a 30°C por 24 h.
Las colonias aisladas de los cultivos se observaron en un microscopio
mediante tincion Gram para determinar la morfologia de las colonias
segun: (James y Sherman 1998; Britania 2022); siendo seleccionadas
aquellas cuando poseian bordes irregulares, o regulares, céncava o
convexa, de color distintos colores, brilloso, aspecto harinoso, ceroso,
seco o cremoso. Simultdneamente eran aisladas en una nueva caja Petri
con los distintos medios de cultivo para su purificacién, ademas fueron
debidamente etiquetadas con nidmeros y cédigos con forma de bacilos
para obtener una muestra de bacteria sin contaminacién para asi repli-
carla utilizando las técnicas de siembra Frobisher y en cruz (Ardoén et al.
2019).

3.3.6. Cultivo bacteriano

Las cepas de prueba fueron cultivada y replicada en cuatro tipos de
cultivos: ChromoSelect Agar, TCBS, TSA, TSB, incubado a 30 C por 24 h.




Caracterizacién de bacterias nativas con potencial probiético en el cultivo de
camarén (itopenaeus vannamei en Guayas, Ecuador

El cultivo se centrifugo a 5000 rpm durante 10 min, para eliminar el so-
brenadante y el precipitado bacteriano se re-suspendi6 en una solucién
estéril de NaCl al 2.5%. se determiné la densidad 6ptica (540 nm) en
un espectrofotoémetro, la cual se ajust6 a 1 para obtener una concentra-
ciéon de 1x10° células/mL (Determinado por cuenta viable). A partir de
la muestra con densidad de 1.0 se realiz6 las diluciones requeridas para
los Bioensayos in vitro e in vivo (Irasema-Villasefior 2012).

3.3.7. Pruebas de confirmacion

Se realizaron las pruebas de confirmacién microbiolégicas estdndares
para la confirmacién de bacterias. Dentro de las pruebas realizadas
estaban: Coloracion Gram, Prueba de oxidasa, Tolerancia al pH, y se
emplearon las tablas de identificacion descritas en el Manual de Deter-
minacién Bacterioldgicas de Bergey’s (Ardoén et al. 2019).

3.3.8. Prueba de antagonismo

El antagonismo de las cepas se determin¢ utilizando segin la meto-
dologia de Liao (1989), activaron las bacterias identificadas en 4 tipos
de cultivos de agar, ChromoSelect Agar, TCBS, TSA, TSB e incubaron
durante 24 horas a 30 °C. Las cepas patdgenas fueron transferidas a
caldo TSB e incubadas por 4 horas, para posterior estandarizacion a la
concentraciéon de 106 bacterias mL", siguiendo el patrén de McFarland
0.5 y siembra por triplicada en placas con agar TSA mediante hisopado.
Dos colonias (2 mm didmetro) de cada cepa probiética y patégena (V.
parahaemolyticus) se transfirieron a 5 mL de medio ChromoSelect Agar,
STSB, TSA, TSB, e incubaron a 30 °C en bafio maria por 48 horas. Pos-
teriormente las cepas patégenas fueron sembradas por hisopado en los
diferentes tipos de agar (siembra por triplicado). El agar TSA se perforo
(b mm de diametro) para depositar 10° bacterias mL" (probidtico) por
duplicado, previamente activados en medio liquido (20 pL). Las placas
se incubaron durante 48 h a 28 °C tras lo cual se realiz6 la lectura de
los didmetros de halos de inhibicién cuando la prueba fue positiva (So-
to-Marfilen et al. 2023).
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3.4. Analisis estadisticos

Los pardametros de calidad del agua e indicadores biol6gicos de los
camarones fueron tratados por medio de la aprueba General Linear
Moda. (GLM) y a posterior el Text LSD de Fishers. Para determinar
las diferencias entre los halos de inhibicién entre patégenos se aplicé la
prueba no paramétrica de suma de rangos de Kruskal-Wallis. (Zar 1984).
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CAPITULO IV.

Resultados
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4.1. Parametros fisicoquimicos del agua

En la tabla 2 se describen los resultados de los parametros fisicoquimi-
cos del agua por tratamiento (zonas).

-Para la variable de nitrito, no existi¢ diferencias estadisticas en ninguna
de las zonas (P > 0.05). el mayor valor promedio de nitrito lo obtuvo la
zona 2 al igual que la zona 3 con un valor de 0.04 mg/L. a diferencia de
la zona 1 que obtuvo los valores mas bajo 0.03 mg/L.

-Para la variable de nitrato, si existieron diferencias estadisticas entre
zonas (P < 0.05). El mayor promedio de nitrato lo obtuvo la zona 2 con
un valor de 7.50 mg/L, distinto a los valore obtenidos de la zona 1y 3
con valores de 4.33 y 4.67 mg/L respectivamente.

-Para la variable de fosfato, presentaron diferencias estadisticas signifi-
cativas entre las zonas (P < 0.05). El menor valor promedio de fosfato se
obtuvo en la zona 2 de 0.51 mg/l mientras que los valores mas altos se
encontraron en la zona 1y 2, (0.81 y 0.51) mg/L respectivamente.

-Para la variable de alcalinidad, no hubo diferencias estadisticas signi-
ficativas entre zonas (P > 0.05). El menor valor promedio de alcalinidad
se obtuvo en la zona 2 de 126.50 mg/1. a diferencia de la zona 1y 3 que
obtuvieron valores similares (144.33 y 143.33) mg/L

-Para la variable del pH, no se hallaron diferencias estadisticas signifi-
cativas (P > 0,05) entre zonas, sin embargo, el mayor promedio se ubico,
en la zona 1 con un valor de 8.13 a diferencia de las zonas 2 y 3 que ob-
tuvieron el menor valor (7.88 y 8.03)

-Para la variable de salinidad, si existi¢ diferencias estadisticas signifi-
cativa (P < 0.05) entre zonas, los mayores promedios se localizaron en
la zona 1y 2 con 28 ppm a diferencia de la Zona 1 que obtuvo el menor
valor de 27.83 ppm.

-Para la variable de amoniaco, no obtuvieron diferencias estadisticas sig-
nificativas (P > 0,05), entre zonas con un promedio general de 0,01mg/L.
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Tabla 2. Composicion fisicoquimica del agua de las piscinas por zonas

Nitrito Nitrato Fosfato Alcalinidad Salinidad Amoniaco

Parimetros mg/L mg/L mg/L mg/L pH ppm mg/L
0.03 + 433 + 0.81 144.33 + 8.13 = 27.83 +
Z1 0.02a  2.88b 026a 14.99 a 0.31a 04la 0.01 +0.01
0.04 = 7.50 = 0.70 = 126.50 + 7.88 £
72 0.03a 2.88a 0.13a 6.86a 0.18 28 =0 0.01 = 0.02
0.04 = 4.67 + 0.51 = 143.33 + 8.03 +
Z3 0.04a 1.63a 0.12b 1571a 0.32 28+0 0.01 = 0.004
CV% 43.94 46.04 27.12 9.52 3.46 0.84 62.19
F 0.32 2.83 4.02 3.49 1.17 1 0.73
p<0.05 0.7315 0.094 0.04 0.0571 0.3357 0.3911 0.4995

Elaborado: El autor
4.2. Indicadores biolégico de los camarones

4.2.1. Peso
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Figura 5. En la variable de peso como factor biolégico de L. vannamei, las barras y las
barras de desviacion estaindar Mean + Desvet. Letras diferentes (a, b) indican diferen-
cias significativas (P < 0.05) entre zonas.

Presentaron diferencias estadisticas significativas entre zonas, el mayor promedio se
encontré en la zona 2 con un valor de 7.06 g.
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4.2.2. Talla
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Figura 6. En la variable de talla, como factor biolégico de L. vannamesi, las barras y las
barras de desviacion estindar Mean + Desvet. Letras diferentes (a, b) indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre zonas.

Se manifestaron diferencias estadisticas significativas entre zonas, el mayor promedio lo
obtuvo la zona 2 con un valor de 11.41 cm.
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4.2.3. Indice hepatosomaitico
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Figura 7. En la variable indice hepatosomatico como factor bioldgico de L. vannamei.
las barras y las barras de desviacion estindar Mean + Desvet. Letras diferentes (a, b)
indican diferencias significativas (P < 0.05) entre zonas.

No mostraron diferencias estadisticas significativas entre zonas, pero el mayor promedio
se obtuvo en la zona 3 con un valor 5.04%.

4.3. Aislamiento bacteriano

Se aislaron 22 cepas bacterianas del tracto intestinal del camarén Lito-
penaeus vannamei. fueron cultivados en medios TCBS y ChromoSelect
Agar, realizando resiembras por esparcimiento para la identificaciéon
y aislamiento mediante el manual de microbiologia A Laboratory y el
medio de cultivo CromoSelec Agar. Se realizaron andlisis morfol6gicos
de las colonias aisladas para determinar Forma, Elevacién, Margen,
Color a las 24 horas.
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Tabla 3. Morfologia colonial de cepas bacterianas aisladas del intestino de camarones adultos

L. vannamei
Cepa Forma Elevaciéon Margen Color Nombre
Mi-1 Irregular Monticular Ondulado Blanco B. megaterium
M1-2 Circular Convexa Entero Amarillo B. megaterium
M1-3 Irregular Umbilicada Ondulado Café-naranja  B. cereus
M1-7 Irregular Monticular Lobulado Blanco B. megaterium
Mi1-12 Irregular Umbilicada Ondulado Café-naranja  B. cereus
Mi-16 Circular Convexa Entero Rosado B. thuringiensis
M1-19 Circular Convexa Entero Verde B. subtilis
M2-2 Circular Convexa Lobulado Rosado B. thuringiensis
M2-5 Irregular Monticular Lobulado Crema B. megaterium
M2-6 Circular Convexa Entero Verde B. subtilis
M2-7 Circular Convexa Entero Verde B. subtilis
M2-10 Circular Convexa Entero Rosado B. thuringiensis
M2-15 Circular Convexa Lobulado Amarillo B. megaterium
M2-17 Irregular Umbilicada Ondulado Amarillo B. megaterium
M2-19 Irregular Monticular Lobulado Crema B. subtilis
M2-20 Circular Convexa Entero Rosado B. thuringiensis
M3-2 Irregular Umbilicada Lobulado Café-naranja  B. cereus
M3-3 Circular Convexa Entero Verde B. subtilis
M3-4 Irregular Umbilicada Lobulado Blanco B. megaterium
M3-12 Circular Convexa Entero Café-naranja  B. cereus
M3-17 Irregular Monticular Lobulado Crema B. subtilis
M3-18 Irregular Umbilicada Ondulado Blanco B. megaterium

Elaborado: El autor

En la tabla 3 se describe las cepas de bacterias del género Bacillus
aisladas por sus respectivas zonas: Zona 1 (M1-1, M1-2, M1-3, M1-7,
M1-12, M1-19), Zona 2 (M2-1, M2-5, M2-6, M2-7, M2-10, M2-15, M2-17,
M2-19, M2-20), Zona 3 (M3-2, M3-3, M3-4, M3-12, M3-17, M3-18,).
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4.4. Seleccion de cepa de bacterias
4.4.1. Prueba de antagonismo

Durante el proceso de seleccion y caracterizacion segtn el manual de
microbiologia de James, G; Sherman, N. (1998) y el ChromoSelect Agar
para la identificacion de bacterias del género Bacillus, fue determinado
la habilidad para inhibir el crecimiento de especie de Vibrio utilizando
el método de difusién mostrando que las cepas aisladas, inhibieron el
crecimiento de V. parahaemolyticus.

Figura 8. Halos de inhibicién utilizando la técnica de difusion.

Se puede observar las diferentes cepas bacterianas formando el halo que
inhibe el crecimiento de V. parahaemolyticus.
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Figura 9. Efecto antagénico de bacterias con potencial probidtico contra cepas de

Vibrio patégeno La mayor actividad antagénica en la inhibicién del crecimiento de
V. parahaemolyticus.

Se obtuvo en el pool de bacterias de Bacillus del género Gram positivo en
la zona 2, con un valor de 14.78 + 3.63 mm.
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Discusion

Se aprueba la hipétesis alternativa mediante la cual el aislamiento y ca-
racterizacion de bacterias nativas en L. vannamei cultivado, permiti6 la
obtencién de bacterias con potencial probidtico que se valoran como una
alternativa profilactica y terapéutica para ser empleados en los cultivo
de L. vannamei.

e Parametros del Agua

Las comunidades microbianas pueden desarrollarse en una amplia
variedad de ambientes como estuarios, ambientes geotermales, playas
y las grandes cubiertas de hielo de la Antartida (Fernandez 2017).
Melgar-Valdés et al. (2013), mencionaron que las bacterias probidticas
juegan un papel importante en la degradacion de la materia organica,
lo que reduce significativamente su porcentaje en el sedimento y la
formacién de lodos, debido a que metabolizan rdpidamente estos com-
puestos organicos convirtiéndolos en diéxido de carbono, minerales y
biomasa celular. El uso de comunidades bacterianas nativas disminuye
ostensiblemente los niveles de compuestos téxicos manteniendo la
calidad o6ptima del agua para el cultivo de camarén blanco (Torres
et al. 2018).

En base a los valores del nitrito de nuestros trabajo, se obtuvo el menor
valor en la zona 1 con un valor de 0.03 + 0.02 mg/L, estos coinciden con
los resultados reportados por Paz-Serra et al. (2021), quienes al evaluar
el uso de sales inorgénicas de amoniaco y/o nitrito y la disponibilidad
de sustrato en el proceso de nitrificaciéon antes y durante la producciéon
de camaron, encontraron valores similares a los obtenidos en el presente
trabajo. En otra investigacion Soares et al. (2020) mencionan que con-
centraciones elevadas de nitritos afectaron al crecimiento larvario en
M. amazonicum al investigar como los ciclos hidrolégicos influyen en
los pardmetros fisicoquimicos del agua. Esto se debe a que los nitritos
son un producto intermedio de la nitrificacién del amonio por bacterias
aerdbicas autotroéficas a nitratos. En el caso se deben evitar concentracio-
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nes mayores a 0.45 mg de NO2-N L para evitar afectaciones metabdli-
cas (Garcia-Hoyos 2018).

A partir de los valores obtenidos en nuestro trabajo , un valor signifi-
cativamente bajo 4.33 + 2.88 mg/L, en este sentido Torun et al. (2020),
demostraron que el uso de nitrato regula niveles elevados de sulfuro
de hidrogeno (H2S) que inciden en el crecimiento de los camarones
en estanques de cultivo. En su investigacion Krasaesueb et al. (2019),
menciona que las aguas residuales de camarén tienen un alto contenido
de compuestos de nitrégenos y fésforos, la exposicion crénica de nitritos
en camarones reduce tanto el crecimiento como la actividad del sistema
inmunolégico. Esto ultimo al destruir la homeostasis del microbiota in-
testinal del animal (Li et al. 2018).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la variable de fosfato de
nuestra investigacion, Brito et al. (2014) al evaluar los efectos y las interac-
cién de Ulva lactuca en la calidad del agua y el crecimiento del camarén
blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei en un sistema intensivo, en-
contraron un valor similar 0.42 mg/1. Se ha encontrado que la presencia
de nutrientes en los cuerpos de agua, especialmente los fosfatos, puede
conducir a cambios en la estructura de la comunidad de fitoplancton lo
que lo convierte en un componente esencial e importante en la vida del
plancton (Aliviyanti et al. 2017). De la misma manera (Susilowati et al.
2014) mencionaron que el papel del fosfato como fuente de nutrientes es
importante para el crecimiento de las algas. El fosfato es requerido como
compositor basico del material proteico y la formacién de clorofila en el
proceso fotosintético. Un exceso de fosfato puede provocar un aumento
de algas en los estanques, poniendo en riesgo la produccion. Al fésforo
se lo puede encontrar como: Ortofosfatos (PO,*) que es més biodisponi-
ble para organismos biol6gicos y mds abundantes, o como Polifosfatos
(PO,- PO,- PO,-) (Khademzade et al. 2020).

Basandose en los resultados de alcalinidad, se indicaron valores supe-
riores a 60 mg/L, el menos contenido de salinidad se obtuvo en la zona 2
con un valor de 126.50 mg/L, lo que impide las fluctuaciones de pH pro-
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ducidas por los procesos fotosintéticos en las piscinas y que afectan el
buen desarrollo de los cultivos acuicolas (Pis et al. 2017). De acuerdo con
(Maica et al. 2018). Al exponer a los organismos a concentraciones de
alcalinidad inapropiadas 200 mg/L durante largos periodos de tiempo
pueden afectar negativamente al desarrollo del L. vannamei, haciendo
hincapié en la importancia de mantener niveles adecuados de alca-
linidad para las especies cultivadas. De la misma forma, Piérri (2012)
menciona que se puede realizar en aguas con alcalinidad entre 40 y 160
mg/L de CaCOs, sin comprometer los indices zootécnicos del cultivo.
Valores elevados de alcalinidad en el cultivo de camarén puede darse
por densas poblaciones de fitoplancton y a su vez afectar el pH (sube a
9.0 0 mas). Valores elevados por encima de 200 mg/L CaCO3 sumado
a un pH mayor a 8,5 se ve afectado el proceso de muda del camarén
(Jamal et al. 2023).

En funcién de los resultados de pH de nuestro trabajo coinciden con los
obtenido por Diaz-Jiménez et al. (2017) quienes evaluaron parametros
de calidad de agua en especies de crustdceos ornamentales de arrecife y
estenopddidos, mencionaron que el pH se mantuvo con un valor 8.32.
De la misma manera Ceron-Ortiz et al. (2015) demostraron que el rango
6ptimo de pH en la produccion del crustdceo Cambarellus montezumae
oscila entre (7 - 8) y que la disminucién del pH induce un aumento en
la tasa de consumo de oxigeno de los camarones (He et al. 2022). Kath-
yayani et al. (2019) revelaron que las variaciones del amoniaco y el pH
mas alld del rango optimo influyen significativamente en los mecanis-
mos inmunitarios no especificos del P. vannamei y aumenta la suscepti-
bilidad a enfermedades. (Soto-Marfilefia et al. 2023), menciona que esto
se debe a que el pH es un factor influyente sobre otros compuestos, al
hacer més solubles a los compuestos que se encuentran en el sedimento
de los estanques, como el caso del fésforo, y el aumento de la toxicidad
del amoniaco. Kewcharoen y Srisapoome (2019) mencionan el efecto
positivo del B. subtilis aislado del intestino medio del L. vannamei que
tiene la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales adversas,
con un amplio rango de temperaturas, valores de pH y salinidades. El
puede inhibir eficazmente el Vibrio spp. Como suplemento en el alimento
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proliferd y colonizé el tracto intestinal de los camarones y demostr6 re-
sultados mejorados en el crecimiento y los pardmetros inmunes, incluida
la expresién génica inmune.

Segtn los valores obtenidos de la salinidad en nuestra investigacién son
diferentes a los detallados por Maica et al. (2014) que al aumentar la
salinidad de 4 al 32%, sus efectos derivaron en un aumento de la al-
calinidad y la concentracion total de sélidos en suspensién, afectando
positivamente el crecimiento y la supervivencia de los juveniles de L.
vannamei.. En cambié Rahi et al. (2021) mencionan que la salinidad
afecta en un minimo al rendimiento productivo pero el organismo se
expuesto aun estrés constante lo que afecta la inmunidad del camarén.
Sin embargo, Ponce-Palafox et al. (2019) Encontraron que en un rango
de (16.5a 33.5) g/L de salinidad, es adecuado para la supervivencia y el
crecimiento de los organismos al investigar los efectos de la interaccién
entre la temperatura y la salinidad en la calidad del agua, crecimiento
y la supervivencia de los juveniles de camarén L. vannamei. En otra
investigacion Valdez et al. (2008), demostraron un menor indice de cre-
cimiento en el camarén a medida que la salinidad era mas alta. En unos
estanques con 20 y 25 ppm de salinidad se obtuvieron mejores indices de
supervivencia y crecimiento respecto a promedios de 35 ppm.

Referente a los valores del amoniaco, se encontré valores homogé-
neos en las diferentes piscinas de cultivo, en este sentido Zhao et al.
(2020) mencionan que cuando los niveles de amoniaco de la piscina de
camarones van mds alld de los limites de tolerancia, inhibe la expresién
de quitanasa, la muda, el crecimiento, la fenol oxidasa y la actividad
antimicrobiana de la hemomolfa. Atenuando asi la respuesta inmune
innata de los camarones. De la misma manera Han et al. (2017) con-
cuerdan que la acumulacién de amoniaco y nitrito causada por residuos
en el tanque de acuicultura podria reducir significativamente la super-
vivencia y el rendimiento de crecimiento de L. vannamei, al dafiar el
hepatopéncreas interrumpiendo la sintesis y la excrecion de las enzimas
digestivas. El mismo resultado obtuvieron Liu et al. (2020). encontraron
que el estrés por amoniaco condujo a un trastorno del metabolismo de




Caracterizacién de bacterias nativas con potencial probiético en el cultivo de
camarén (itopenaeus vannamei en Guayas, Ecuador

los aminoécidos y del metabolismo de los nucleétidos, afectando el cre-
cimiento normal de los musculos lo que condujo a un crecimiento lento
de los organismos. Y al final estos factores llevaron a la susceptibilidad
de los camarones a los patégenos.

¢ Indicadores biolégico

La diversidad de microorganismos en el medio acuético representa un
indiscutible recurso por medio del cual la acuicultura podria llegar a
ser una empresa sustentable. El potencial uso de microorganismos en
acuicultura se puede dividir en dos grandes areas: nutricién y biorre-
mediacion (Martinez-Cérdova et al. 2014). En relacion con esto Fan et
al. (2019) observaron una fuerte asociaciéon entre la composicién micro-
biana intestinal y el aumento de peso del camarén, lo que refuerza la
estrecha relaciéon entre la microbiota intestinal y la salud del huésped.
En este sentido Zambrano-Vera (2023) al aislar y caracterizar bacterias
responsables de enfermedades en el camarén P. vannamei, trabajo con
juveniles de camarén con un peso de 13.91 g y una talla de 14.80 cm en
otra investigacion Parraga-Santos (2018) al Seleccionar y evaluar cepas
bacterianas probiéticas tipo Bacillus con actividad antagonica sobre
cepas bacterianas patdgenas aisladas en Litopenaeus vannamei disec-
cionaron organismos con un peso promedio de 13 gramos, mencionando
que la obtencién de probidticos autdctonos puede ser una herramienta
importante para el control efectivo de enfermedades bacterianas en los
sistemas de cultivo de camarén del Ecuador. Y esto coincide con Ujjania
etal. (2022) al obtener un peso de 7 g como factor biolégico, al realizar un
estudio comparativo sobre el factor de crecimiento y condiciones de los
camarones L. penaeus cultivados en diferentes estanques de tierra. En
otra investigacion Kongnum y Hongpattarakere (2012) evalu6 el efecto
de Lactobacillus plantarum aislado del tracto digestivo de camarén
silvestre sobre el crecimiento y supervivencia del camarén blanco (L.
vannamei) desafiado con Vibrio harveyi, recolecto 60 juveniles con un
peso promedio de 10 g. se ha mencionado que La microbiota intestinal
juega un papel importante en el mantenimiento del equilibrio microbia-
no intestinal debido a su estrecha relacién con la adquisicién de nutrien-
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tes (Sullam et al. 2015), y la defensa contra patégenos, que son necesa-
rios para el crecimiento y la salud de los camarones (Yan et al. 2014).

Tzuc et al. (2014) menciona que la microbiota del tracto digestivo
(estébmago, hepatopancreas e intestino) del camarén blanco, participa
en procesos digestivos debido a la aportacién enzimatica de las propias
bacterias. Se ha reportado que bacterias del género Vibrio y Pseudoal-
teromonas se encuentran formando parte de la microbiota del tracto
digestivo del camarén blanco y que, ademds estos géneros contribu-
yen a la degradacion de algunos. Esto coincide con lo mencionado por,
Garibay-Valdez et al. (2020) que concluyeron que microbiota normal
en intestino, estomago y hepatopancreas de camarén (L. vannamei).
La mayor proporcién de bacterias del género gran positivo reportados
corresponden al intestino (80.1%), seguido de la microbiota asociada a
todo el crustdceo (11.3%), al hepatopancreas (6%) Medina et al. (2019),
al evaluar el indice y hepatosomético en relacién con la maduracién y
muda del camarén Cryphios caementarius de rio Pativilca (Perti), repre-
sentd un 5,08% del peso vivo, el indice hepatosomatico es un indicativo
en la salud de los organismos.

¢ Aislamiento bacteriano

Sobre el aislamiento y las caracteristicas morfoldgicas de las poblaciones
bacterianas, Toro et al. (2020) mencionan que la microbiota intestinal de
los animales acuaticos es un reflejo de la diversidad de las comunidades
microbianas que se encuentran en el agua, por lo que también es esencial
mantener o promover la proliferacién de microorganismos benéficos en
el medio acudtico para mejorar la producciéon de L. vannamei. Villasefior
(2018) en su investigacion con bacterias seleccionadas con amplificacién
y secuenciacion del gen 16 rRNA logro identificar 7 cepas de Bacillus (B.
endophyticus, B. tequilensis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis). Al
evaluar el efecto de probiéticos en la modulaciéon de la microbiota intes-
tinal y respuesta inmune del camarén blanco L. vannamei. al contrario
de estas bacterias gram positivas. Enciso Ibarra (2016) han evidenciado
que al evaluar el efecto del cambio de la microbiota del contenido intesti-
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nal de camarén silvestre (Litopenaeus vannamei) sometido a diferentes
condiciones de cultivo. Reporto que las Proteobacteria, Cyanobacteria
y Bacteroidetes resultaron predominantes en todo el contenido intesti-
nal del camaroén silvestre (L. vannamei). resultados similares al obtenido
en esta investigaciéon obtuvieron (Centeno-Bricefio y Rodriguez-Beja-
rano 2007) al Identificar bacterias Gram positivas (cocos y Bacillus), y
Gram negativas entre estas enterobacterias y otros bacillus. Al evaluar la
actividad enzimética de bacterias frecuentes en camarones (Litopenaeus
schmitti), mejillones (Perna viridis) y calamares (Loligo plei).

En esta investigacion se logré caracterizar cepas del género B. mega-
terium, B. cereus, B. thuringiensi y B subtilis, mediante procesos de
aislamiento bacterianos. Mangott et al. (2020), menciona que el género
bacteriano Bacillus y Pseudalteromonas se consideran probiéticos en los
sistemas de acuicultura. El aumento significativo de las bacterias pro-
bidticas conocidas, asi como la supresién de posibles patdgenos tanto
en el hepatopdncreas de los camarones como en su agua de cultivo, pro-
porcionan una fuerte evidencia de que la aplicacién de algas marinas
como tratamiento prebiético (como agente biorremediativo y suplemen-
to dietético) tiene el potencial de estimular el crecimiento animal y con-
tribuir a la salud general del sistema.

En otra investigacién Chino de la Cruz et al. (2023), al evaluar la se-
cuenciacién del genoma completo y caracterizaciéon de un nuevo En-
terococos faecium con potencial probiético aislado del intestino de Li-
topenaeus vannamei, destacan que los componentes del medio MRS
también promovieron el crecimiento de bacterias pertenecientes a
géneros con reportes previos de actividad probiética, como Enterococos,
Lactococcus, Lactobacillus y Bacillus, que en conjunto representaron
cerca del 61.0 % de la microbiota del intestino de los organismo, también
mencionan que los géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Aerococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus y Weissella son componentes comunes de la microbiota
intestinal de los animales acuéticos. Yao Ang y Lal (2019) mencionan,
que se pueden considerar cuatro aislados como bacterias probidticas
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potenciales (Shewanella sp., B. thuringiensis, Lactobacillus plantarum
y B. cereus), del tracto gastrointestinal de L. vannamei para el cultivo
de camarones. Entre los cuatro aislados seleccionados, B. cereus es una
bacteria probidtica potencial porque tiene actividad antagénica contra
el V. harveyi patdgeno, estos cuatro posibles aislados de probidticos
podrian utilizarse para apoyar el manejo de la enfermedad de la acui-
cultura de L. vannamei.

¢ Prueba de Antagonismo

El género Bacillusincluye una importante variedad de especies gram-po-
sitivas, no patogénicas, con propiedades antagonistas. Son buenas secre-
toras de proteinas y metabolitos, faciles de cultivar y altamente eficientes
para el control de plagas y enfermedades. Los mecanismos de accion de
Bacillus spp., incluyen competencia por espacio y nutrientes, induccién
de resistencia (Maldonad-Bassantes 2012). En esta investigaciéon tuvo
como objetivo el aislamiento y caracterizacion de bacterias nativas
dentro del tracto digestivo del L. vannamei, encontrando bacterias del
género Bacillus las cuales tuvieron un efecto antagénico al momento de
competir con patdgeno inhibiendo su crecimiento. Esto coincide con lo
mencionado por Salcido-Real (2012) al encontrar que el uso de probi6-
ticos durante el ciclo de cultivo puede inhibir el crecimiento de algunas
especies del género Vibrio. Algunos de los géneros bacterianos mas
utilizados como probidtico en estanques es Bacillus, asi como algunas
levaduras utilizadas en su mayoria en la etapa larvaria para promover
el crecimiento y supervivencia de los organismos (Decamp et al. 2008).

Con relaciéon al efecto antagénico del pool de bacterias, Amoah et al.
(2019) evaluaron la suplementacion dietética del probidtico Bacillus
coagulans ATCC 7050. Encontraron que en los niveles més altos de
inclusion esta mejora el crecimiento, la morfologia intestinal y la mi-
croflora, la respuesta inmune y la resistencia a Vibrio parahaemolyticus
de L. vannamei. otro beneficio del uso de bacteria con potencial pro-
biético es mencionado por O"Toole y Cooney (2008), donde este puede
generar cambios en la comunidad microbiana teniendo efectos positivos
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en el cultivo de camardn, por incrementar una respuesta inmune, el in-
cremento y la concentraciéon de acidos grasos volatiles en el intestino el
camaroén. (Li et al. 2018) Menciona que ha pasado mds de una década
desde que el microbiota intestinal de L. vannamei se convirtié en un foco
de investigacion utilizando tecnologias convencionales y moleculares.

La investigacion sobre la microbiota intestinal de L. vannamei cubre
temas como la composiciéon bacteriana intestinal general, los factores
que cambian o dan forma a la diversidad bacteriana intestinal. Enciso
Ibarra (2016) menciona que los ensayos con probiéticos y los usos de
probidticos, prebidticos y otros aditivos para piensos. Se han permitido
la identificacién de filos bacterianos mas dominantes. La proteobacteria
es la bacteria mas estable en L. vannamei y la abundancia de proteobac-
terias no cambia con el entorno ambiente o la dieta. (Abidin et al. 2022),
Concuerda que La abundancia de otros filos bacterianos dominantes
(Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria) es propensa a cambiar con
la etapa de desarrollo, el estado de salud, la dieta y los factores ambien-
tales. Tanto las bacterias patégenas oportunistas como las bacterias be-
neficiosas existen en L. vannamei puede ser modulado por ingredientes
dietéticos y factores ambientales.

En otra investigacion Sdnchez-Ortiz et al. (2015) al evaluar el aislamiento
y caracterizacion de bacterias de la almeja “pata de mula” (Anadara tu-
berculosa) con potencial probiético para el cultivo de camarén, lograron
aislar 7 cepas entre ellas una de Bacillus subtilis, obteniendo un efecto
benéfico sobre el crecimiento y respuesta inmune de L. vannamesi, por lo
que mencionan que estas bacterias potencial como probiéticos en la acui-
cultura de organismos marinos. Resultados similares a estos obtuvieron
Vidal et al. (2018), al evaluar el potencial probiético ante la infeccién ex-
perimental por vibrio en postlarva de camarén marino, aislaron cepas de
B. cereus del intestino de camarones Litopenaeus vannamei encontran-
do que esta puede colonizar el intestino de camarones postlarvarios de
la misma especie y promover una reduccion significativa de patégenos,
con gran eficacia en la reduccién de las bacterias patégenas V. parahae-
molyticusy V. alginolyticus en camarones cultivados en laboratorio.
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Conclusiones

Se logré aislar bacterias nativas con potencial probidticos extraidas
del intestino de camarones L. vannamei, se encontraron 4 géneros de
bacterias gram positivas del Genero Bacillus. (B. megaterium, B cereus,
B. thuringiensis, B. subtillis) en los organismos tomado de las 3 zonas de
recoleccién.

Dentro de la morfologia bacteriana se identificé cepas aisladas, su forma,
la elevacion, el margen y el color que formaron cada una de las colonias
bacterianas al momento de ser cultivadas en el laboratorio de microbio-
logfia.

Se determiné la habilidad de inhibir el crecimiento de una especie de
Vibrio parahaemolyticus. Encontrando que 6 cepas del género Bacillus
lograron inhibir el crecimiento del Vibrio. Obteniendo bacterias con
potencial probiético para futuras investigacion
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ANEXOS

Anexo 1. Seleccion de Organismos
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Anexo 2. Siembra del cultivo bacteriano (extracto del intestino de los
organismos)
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Anexo 3. Tincion y seleccion de bacterias del genero Bacillus

FHi

LT
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Anexo 4. Identificacion de Bacterias del genero Bacillus y reciembra
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Anexo 5. Prueba de antagonismo
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