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Resumen

En el presente trabajo tuvo como objetivo aidar e identificar
bacterias con potencia biorremediadora a partir del suelo de
dos piscinas de la Camaronera A en la Provincia del El Oro.
Catorce morfotipos de bacterias fueron identificadas por
técnica bioquimica.

La capacidad biorremediadora de los siete morfotipos en el
cultivo de camarén  en las piscinas pruebas fue evaluada con
la aplicacién de dos probidticos elaborados con las bacterias
BSM1 (Bacillus sp), BSM2 Bacillus sp), BSM3
(Pseudomonas sp), BSM7 (Lactobacillus plantarum), BMS8
(Pseudomonas sp), BMSI10 (Lactobacillus plantarum),
BMS11 (Bacillus sp) y la levadura (Sacharomyces
serevisae). Los resultados obtenidos mostraron que la
biorremediacién del suelo, agua y camaron de las piscinas
pruebas de las Camaroneras Uno y Dos en la primera
produccién fue igual que las piscinas control, en la segunday
tercera produccion fueron superiores. La presencia de
bacterias patégenas, no se evidencié en ninguno de los
controles realizados en las piscinas en estudio. La aplicacion
de los probidticos nativos influyd positivamente sobre €l
incremento de supervivencia, ganancia de peso, conversion
alimentaria y libras de camar6n por hectérea a cosecha, que
mostré diferencias estadisticas significativas para los dias de
evaluacion que durd lainvestigacion.
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Abstract

This study aimed to isolate and identify potential bacteria
from soil biorremediadora two Shrimp pools A in the
Province of El Oro.

Biorremediadora capacity of seven morphotypes in shrimp
farming in the pools was evaluated by testing the
application of two probiotic bacteria made with BSM1
(Bacillus sp), BSM2 Bacillus sp), BSM3 (Pseudomonas
sp), BSM7 (Lactobacillus  plantarum), BMS8
(Pseudomonas sp), BMS10 (Lactobacillus plantarum),
BMS11 (Bacillus sp) and yeast (Sacharomyces serevisae).
The results showed that the bioremediation of soil, water
and shrimp pools testing of Shrimp pools One and Two in
the first production was the same as the pools control, in
the second and third production were higher. The presence
of pathogenic bacteria, there was no evidence in any of the
controls in the study pools. The application of probiotics
native positively influenced the increase in survival,
weight gain, feed conversion and shrimp pounds per acre

at harvest, which showed dtatistically significant
differences for the days of evaluation period of the
investigation.
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1. Introduccion

L La acuicultura ha sido identificada como
una actividad productiva de gran importancia
para €l desarrollo de amplias zonas rurales del
Ecuador y de Latinoameérica.

Ecuador esta situado en la costa del Pacifico, a
noroeste de Sudamérica, ocupa las posiciones de
latitud y longitud del 2° Sy 77 ° 30 ° W. . Tiene
una superficie de 256.370 km? y cuenta con un
perfil costanero irregular que posee numerosas
entrantes y salientes, comprende
aproximadamente unos 2.860 Km. de Norte a Sur,
con una extension de 205.000 hectéareas de
manglar, convirtiéndolo en un pais con un ato
potencia acuicola. (FAO, 2005).

En € litoral ecuatoriano se asientan arededor de
3295 predios que en conjunto suman un total de
202.382,15 has, destinados a cultivo de camaron.
(Subsecretaria de acuacultura/SIG-ACUA.2008).
La evolucion en las exportaciones de camarén
tiene una tendencia ascendente desde €l afio 2003,
aunque en € afo 2009, debido a la recesion
econémica mundial, presenta una caida (-6,8%).
Es interesante también observar que en €l periodo
2003-2010, las exportaciones de camaron crecen
un 284,2% a pasar de 298,9 millones de dolares
en exportaciones FOB a 849,7 millones de
dbélares. (Varda. 2011). Esto muestra €
dinamismo que ha tenido e sector, lo que
representa un proceso productivo que cubre las
expectativas del mercado externo. Hay que
recordar que este sector esta desarrollado y
encaminado para € sector externo. La
participacion de las exportaciones de camaron
sobre el total de las exportaciones ecuatorianas
representaa afio € 4,9%, unatendenciaque se ha
mantenido en los Ultimos afios. La participacion
sobre e total de productos primarios también
representa una tendencia que bordea € 6% en
todos los afios analizados, constituyéndose en
uno de los principales productos tradicionales
de exportacion del Ecuador, a afio 2010
representa e 22,9% del total de productos
tradicionales. (Varela. 2011).

El riesgo de las enfermedades aumenta, a menudo,
en cultivos semi-intensivos e intensivos y
cuando un monocultivo es reemplazado por un

policultivo. La escasez de agua limpia vy la
insuficiente remocion de desechos conducen ala
sobrecarga en metabolitos, a la degradacion
ambiental, por lo cual €l camardén es estresado
por la malacaidad deagua y es susceptible a
las enfermedades. Las fluctuaciones excesivas de
los factores abidticos tales como e oxigeno,
salinidad y temperatura pueden también aumentar
el estrés y la sensbilidad a enfermedades
favoreciendo la diseminacién de los pat6genos. A
parte de los factores mencionados
anteriormente, que son todos dependientes del
cultivo  mismo, las contaminaciones  por
pesticidas y contaminantes provenientes de la
agriculturay de actividades industriales, pueden
bajar la resistencia a enfermedades del camaron,
especialmente cuando son combinados con otros
factores ambientales (FAO.2005).

El beneficio potenciad de probidticos en
acuicultura en piscinas incluye el incremento en
la descomposicion de materia organica, reduccion
en la concentracion de nitrégeno y fosforo control
de amonio, nitrito, y sulfatos, bajo incidencia de
enfermedades y ata sobrevivencia, incrementado
la produccion de peces y camarones. (Boyd &
Massaaut, 1999).

La identificacion de microorganismos depende
de la obtencién de cultivos puros mediante la
utilizacion de técnicas de aiSlamiento y
purificacion. Desgraciadamente, € organismo
mejor adaptado en los cultivos de laboratorio a
menudo es solo un componente minoritario del
ecosistema microbiano. (Amann., 2005), se estima
gue en la mayoria de los casos solo se cultiva un
1% dél total de los organismos unicelulares de un
sistema.

Este proyecto de tesis persigue desde una
perspectiva ecol gica buscar una solucion frente a
ciertos patdgenos o disminuir las ocurrencias mas
comunes de enfermedades mediante la utilizacion
de bacterias propias de su campo de accion.

Justificacion

El uso indiscriminado de antibidticos y otros
quimicos, en € cultivo de camarén Litopenaeus
vannamei, provocaron el desequilibrio del
ecosistema, para restablecer dicho equilibrio los
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productores camaroneros, implementaron sistemas
de control y mango para incrementar la
produccion. Se plantearon varias  adternativas
como medidas de prevencion, la utilizacion de
probidticos importados, los mismos que no
garantizan una produccion sostenible, debido a
gue son microorganismos introducidos, llegando
estos a desplazar laflora bacteriana nativa, de ahi
la necesidad de poder obtener probioticos de
ambientes nativos.

Hipotesis
Las cepas bacterianas de ambientes nativos como
probidticos tienen accion biorremediadora en el
cultivo del camaron blanco Litopenaeus
vannamel.

Objetivo general
1. Demostrar la accion biorremediadora de
probidticos de cepas bacterianas nativas en
cultivo de camarén blanco Litopenaeus

vannamel.

Obj etivo especificos

1. Aidlar cepas de bacterias nativas del suelo
de las piscinas del cultivo de camardn, de
la Camaronera Uno.

2. ldentificar las bacterias aisladas del suelo
de la Camaronera Uno, que puedan
presentar una actividad biorremediadora
en el cultivo de camaron.

3. Elaborar un probidtico de bacterias de
cepas nativas y aplicarlo en las piscinas
de prueba.

2. Materialesy M étodos

Areadeestudio

El presente trabgo se desarrollo en las
camaroneras, Uno (longitud: 598911.7 y latitud:
9629521.0) y Dos (longitud: 598404.25 y latitud:
9629662.0) de la compafia Corporeal ubicadas en
el sector Pongal estero el Venado jurisdiccion del
canton Santa Rosa provinciadel El Oro.

El area de estudio estuvo sectorizada en la
Camaronera Uno de la siguiente manera: (Tabla.1)

Tabla 1.Codificacion de las piscinas de estudio de la

Camaronera Uno.
Piscina No. Ps. Hectareas Utilizacion
A 12 4,32 Prueba
B 14 5,86 Prueba
C 7 6,6 Control
D 13 7,61 Control

era CHIFESGA

Figu 1.Ubicacion Camaronera

Tabla 2. Codificacion de las piscinas de estudio de
Camaronera Dos.

Piscina Hectareas Utilizacion
E 5 2,1 Prueba
F 7 1,7 Prueba
G 2 2,7 Control
H 6 6,5 Control

R

Figura 2.Ubicacién Camaronera Dos

Aidlar cepas de bacterias nativas del suelo de
las piscinas del cultivo de camaron, de la
Camaronera Uno



Toma de muestras

Las muestras tomadas para € aisdlamiento e
identificacion se tomaron del suelo humedo de
las piscinas A y B, posterior a la cosecha. Una
vez vacias, fueron divididas en 5 cuadrantes de los
cualessetomd € equivalente aunalibrade suelo
por cada cuadrante, estas se las mezcla entre si y
se obtuvo una muestra (pool) que se coloco en
una funda pléstica y se guardd en una hielera con
su respectivo refrigerante para luego ser trasladada
al laboratorio y alli procesada. De esta muestra se
tomé 10g de suelo y de forma aséptica se
resuspendié  en 90 ml de solucion salina gjustada
lasalinidad a2 % pues con esta se equiparaba ala
correspondiente salinidad de la piscina, (20 ups).
Se homogenizé vigorosamente, luego se
realizaron diluciones de la muestra en cuatro tubos
de ensayos con capacidad para 12 ml y en cada
uno se coloco 9 ml de solucion salinaa 2 % de
sdinidad y 1 ml de la muestra inicial y se
realizaron diluciones seriadas 10-1,10-2 , 10-3 .

Medios de cultivo utilizados

Agar nutritivo

Medio de cultivo para € crecimiento general de
las bacterias. La esterilizacion del medio de
cultivo se llevo a cabo en autoclave a 120 °C, 15
Ib de presion durante 20 min. Las muestras se
sembraron por estria cruzada 50 ul, en € medio
Agar Nutritivo (DIFCO) gjustado la salinidad al 2
% pues la correspondiente a salinidad de la piscina
erade 20 ups.

El medio de cultivo sdlido Agar Nutritivo con sal
(NAcs), se prepar6 de la siguiente manera: se
agregaron 2,3 g de medio Agar Nutritive (NA) en
100 ml de agua destilada,

2 g de cloruro de sodio, se calentd agitando
frecuentemente y se hirvidé por un minuto para
disolver completamente y se esteriliz6 en una
autoclave (SPEEDY vertical type); e pH final fue
de 6,8 £ 0,2 a 25 °C vertido en placas Petri
desechables 10 ml del medio en cada una y se
amacen6 a2 — 8 °C hasta su uso.

Composicion agar nutritivo.- Es un medio general
gue permite e crecimiento de distintas especies
bacterianas. (Tabla.3)

Tabla 3.Composicion de Agar Nutritivo.

For mula apr oximada g/L

Extracto de carne 3,0

Peptona de carne 5,0
Agar 15,0
Aguadestiladac.s.p 10L

Agar GSP (Glutamato rojo fenol y amidon).
Medio de cultivo para e crecimiento de las
bacterias tales como Pseudomonas y Aeromonas.
La esterilizacion del medio de cultivo se llevo a
cabo en autoclave a 120 °C, 15 |b de presion
durante 20 min. Se sembraron por estria cruzada
50 pul  de muestra en é medio Agar GSP
(IMERIA) gjustado la salinidad a 2 % pues la
correspondiente a salinidad de la piscina era de 20
ups.

El medio de cultivo sdlido, se preparé de la
siguiente manera: se agregaron 4,5 g de medio
Glutamato rojo fenol y aimidon (GSP) en 100 ml
de agua destilada, 2 g de cloruro de sodio, se
calento agitando frecuentemente y se hirvié por un
minuto para disolver completamente se
esterilizé en una autoclave (SPEEDY vertical type
); € pH final fue de 6,8 £ 0,2 a 25 °C vertido en
placas Petri desechables 10 ml del medio en cada
una y se amacend a 2 — 8 °C hasta su uso.
(Tabla.4)

Composicion Agar GSP.- Es un medio que
mantiene especificidad para bacterias de género
como Pseudomonas y Aeromonas.

Tabla 4. Composicién de Agar GSP.

For mula aproximada g!

Glutamato sodico 10,0
Almiddn hidrosoluble 20,0
Dihidrogenofosfato potésico 2,0
Sulfato de magnesio 0,5
Rojo fenol 0.36

Agar 12,0

Agua destilada 10L

Agar MRS (Man Rugosa Shamr)

Medio de cultivo para el crecimiento de bacterias
de géneros tales como Bacillus y Lactobacillus.
La esterilizacion del medio de cultivo se llevo a
cabo en autoclave a 120 °C, 15 Ib de presion
durante 20 min. Las muestras se sembraron por
estria cruzada 50 pl en el medio Agar MRS (Man
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Rugosa Shamr) gjustado la salinidad a 2 % pues
la correspondiente a salinidad de la piscina era de
20 ups.

Agar TCBS (Tiosulfato Citrato de Sales Biliares).
Medio de cultivo para el crecimiento de bacterias
tales como Vibrios. Se sembraron por estria
cruzada 50 pl de muestra en el medio Agar TCBS
(IMERIA) gustando la salinidad a 2 % pues la
correspondiente a salinidad de la piscina era de 20
ups.

Agar PDA (Potato Dextrosa Agar).

Medio de cultivo en & cual crecen levaduras y
hongos. La esterilizacion del medio de cultivo se
llevé a cabo en autoclave a 120 °C, 15 |b de
presion durante 20 min. Las muestras se
sembraron por estria cruzada 50 pl en e medio
Agar PDA (IMERIA) gustando la salinidad a 2
%.

Siembra de muestras de suelo

Se sembraron por estria cruzada en Agar
Nutritivo, la muestra de suelo en suspension y de
cada una de las diluciones seriadas se inocularon
50 ul esparciéndose con una varilla de vidrio
estéril. Las cgjas se cerraron con parafilm y fueron
incubadas a 30 °C hasta observar crecimiento (24
- 48 horas).

Diferenciacion de grupos bacterianos
L as bacterias en estudio se diferenciaron mediante
la utilizacion de la Tincién de Gram, por medio de
ésta se puede separar dos grandes grupos como
son Gram positivasy Gram negativas.

Purificacién de cepas bacterianas

Aislamiento de cultivos

Para obtener cultivos puros es necesario aplicar
técnicas que ayuden a desenmarafiar las
poblaciones  mixtas vy complgas de
microorganismos, o cultivos mixtos, y obtener
cultivos puros de especies distintas y separadas.

Existe gran variedad de técnicas por medio de las
cuales las diferentes especies en una muestra

natural pueden ser aisladas y desarrollarse como
cultivo puro.

Las poblacion de bacterias en estudio fueron
seleccionadas a partir del Agar Nutritivo e cual
fue seleccionado por no presentar especificidad
para grupos bacterianos, ya que es un medio muy
general brindando la facilidad de que crezcan
variados microorganismos.

Purificacion de las bacterias

Para la purificacion de estas cepas bacterianas se
utiliz6 Agar TSA (Tripticasa Soja Agar), se
empled la técnica de rayado por agotamiento para
las catorce colonias de bacterias seleccionadas. Se
realizo hasta siete purificaciones hasta obtener la
cepa pura

Con € asa de platino previamente flameada se
tom6 una pate de la colonia de bacteria
seleccionada y se sembré en la caja que contenia
el medio TSA, seincubd a 28 °C por 12 horas.

Identificar bacterias aisadas del suelo de la
Camaronera Uno, que puedan presentar
una actividad biorremediadora en € cultivo
de camaron.

Pruebas convencionales

Estas pruebas se desarrollan como un preambulo
a la identificacion y que sirven para llegar a un
resultado final con mayor precision.

Motilidad

Se necesitd conocer s las bacterias en estudio
presentaban algun tipo de movimiento, pues a
desarrollar esta prueba se las ubica como
pertenecientes a un grupo determinado.

Prueba de catalasa

Algunas bacterias contienen la enzima catalasa
gue interviene en la descomposicion del peroxido
de hidrégeno (H202). Esta actividad es puesta
en evidencia cuando se mezcla una colonia
bacteriana con una gota de peréxido de hidrégeno
y la produccion subsecuente de burbujas (02).

Prueba de oxidasa




Con esta prueba se detecta la presencia de la
enzima citocromo- oxidasa y puede ser facilmente
realizada mediante el uso de un papel impregnado
con €l reactivo tetrametil-p-fenilen diamina HCI al
1 % en solucién acuosa.

Rojo metilo

Esta prueba se la redliza con la findidad de
comprobar s €l microorganismo en estudio
fermenta la glucosa con produccién de &cidos
(succinico, léctico, acético) o via acido mixta
Ademés para saber si efectivamente estan dentro
del grupo de los bacilos.

Pruebas en medios especificos para
positivos y  gram negativos

Cada una de las cepas sel eccionadas fue sembrada
en medios especificos: Man Rugosa Shamr (MRS)
como un medio especifico para € crecimiento de
bacterias del grupo de los Bacillus vy
Lactobacillus.

gram

I dentificacion Bioquimica

Se utilizd un sistema de identificacién bioquimica
miniaturizado que emplea microplacas de 96
pocillos con un nimero de 18 diferentes sustratos
de carbono y aminoacidos de diferentes clases,
para una mejor discriminacion. La capacidad de
un aislado de metabolizar cada sustrato se mide
por la presencia o ausencia de un cambio de
coloracion, técnica proporcionada por la Empresa
Carrera Internacional, Concepto Azul Guayaquil.

Crecimiento bacteriano

Esta prueba se realizd con e objetivo de
determinar € tiempo idéneo en & que las cepas
alcanzaban cada una de las fases del crecimiento
bacteriano.

Mantenimiento de cepas seleccionadas (crio
preservacion)

Debido a que la actividad metabdlica de una
cdula se reduce considerablemente por
mantenimiento a muy baga temperatura, la
congelacion es una técnica de eleccidn, ya sea
para cortos o largos periodos.

Cada una de las cepas se incubaron por 8 horas en
agar nutritivo; luego con el asa de platino se
tomaron varias cepas y se las resuspendid en un
tubo ependorf de 1,5 ml con glicerol a 10 %, esto
se trabg0 utilizando un refrigerante, a
continuacion se procedié a guardar los tubos en
un congelador a -70°C.

Crecimiento de cepas seleccionadas

Se procedio arealizar varias pruebas buscando un
medio de cultivo que ayude a mantener las cepas
en estudio en buenas condiciones. Para el efecto se
probd 3 medios de igual contenido pero diferentes
cantidades. L as catorce cepas fueron sembradas de
forma individual en los medios, para lo cua se
tomaron varias fiolas que contenian los medios y
se inocul ¢ las cepas, se taparon con parafilum y se
dgj6 a temperatura ambiente por tres semanas. El
crecimiento de cada una de estas cepas se
cuantificé en cAmara Neubaver.

Andlisis estadistico

Diversas variables fueron analizadas al fina de
cada corrida en las piscinas de prueba y control,
tales como:

Supervivenciadel camaron (%).

Peso promedio final  camaron (g).

Tasa de crecimiento instantédnea

Libras de camardn cosechadas por hectarea
(Ib/ha).

Factor de conversion aimentaria (Ib
balanceado consumido/lb de camaron
obtenida a la cosecha hectéareas).

~pOODNPRE

o

Para determinar s existian diferencias
significativas en las variables determinadas entre
las piscinas de prueba y de control se utilizo €
andisis estadistico, T de Student y Andlisis de
varianza (ANOVA) mediante el programa QED
STATISTICS. Se utilizd un disefio estadistico
completamente aleatorio con dos tratamientos, tres
repeticiones con cada probiotico y dos pruebas de
comparacion que fueron los controles.

Para € andlisis de varianza la supervivencia se
transformo en arco seno, latasa de crecimiento se
convirtio en logaritmo natural para calcular latasa
instantanea de crecimiento (formula), y para €
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ciculo de factor de conversion aimenticia se
transformd en logaritmo, se utilizd un nivel de
significancia0,5.

3. Resultados

Aidlar cepas de bacterias nativas del suelo de las
piscinas del cultivo de camardn, de la Camaronera
Uno.

Se identificaron catorce cepas bacterianas de los
medios de cultivo utilizados, las cuales fueron del
género:  Bacillus sp, Pseudomonas  sp,
Lactobacillus  plantarum y levadura la
Saccharomyces cerevisae.

Identificar las bacterias aisladas del suelo de la
Camaronera Uno, que puedan presentar una
actividad biorremediadora en e cultivo de
camar on.

Denominacion de las cepas

Las bacterias pertenecientes a genero Bacillus
fueron diferentes entre ellas en tamaiio y en la
asimilacion de ciertos carbohidratos por parte de
los miembros de este género.

Las Dbacterias pertenecientes a  género
Lactobacillus  fueron diferentes entre ellas en
tamano y en cantidad ufc/g las dos presentaron
forma de bastén, BSM 10 fue mas grande y menos
abundante que BSM7.

La forma, tamano y cantidad de ufc/g fue muy
similar entre los tres aislamientos del género
Pseudomonas. Tanto BSM3 como BSM8
presentaron forma de bastdén, mas peguefias y
abundantes que la BSM9, las tres asimilaron
carbohidratos diferentes.

Cada wuna de las bacterias identificadas
presentaron una caracteristica diferente a pesar de
gue pertenecen al mismo género, la identificacion
a nivel de especies no se pudo redizar pues se
regueria de otros criterios de identificacion con los
cuales no se contaba al momento del desarrollo
del trabgjo.

Curvade crecimiento
Ciclo de crecimiento de bacterias

Durante las primeras cuatro horas no hubo un
crecimiento de las catorce cepas bacterianas, se
presume se encontraban en la fase de adaptacion
del  metabolismo a nuevas condiciones
ambientales, pero a cabo de ocho horas se
observo que habia crecimiento, entrando éstas a
su fase exponencia, en esta fase las bacterias
crecen con mayor velocidad, ya que es € tiempo
de multiplicacion y no existe un agotamiento de
los nutrientes del medio, seguido de esto se
observo que alas doce horas las bacterias BMS 1,
BMS 2, BMS 3, BMS 4, BMS 6, BMS 7, BMS 8§,
BMS 9, BMS 10, BMS 11 y BMS 12, mantenian
su ritmo de crecimiento hasta llegar a una fase
estacionaria, donde e agotamiento de los
nutrientes es evidente, registrandose e mismo
nimero de colonias hasta las 24 horas, tiempo en
que durd la prueba.

En e Figura# 3 se observa que labacteriaBSM 11
presentd un mayor crecimiento seguida por la
bacteria BMS 2 en relacion a las bacterias BSM5
y BSM 14 que su crecimiento fue inferior, las
cuatro bacterias mantuvieron su crecimiento hasta
las 24 horas.

CURVADE CRECIMIENTO
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Figura# 3.Curva de crecimiento. De bacterias 2,5, 11y 14
vstiempo (horas).

En el Figura# 4 observamos que las bacterias
BSM 1, BSM 3, BSM 4 y BSM 8 presentaron un
crecimiento muy similar, mientras que la cepa
BSM 6 el crecimiento fue menor.
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Figura# 4.Curva de crecimiento. De bacterias 1, 3,4 6y 8
vstiempo (horas).

En el Figura# 5 se observa que la bacteriaBSM 10
alas 15 horas aproximadamente llego a su fase de
crecimiento exponencial la cual se mantuvo hasta
las 25 horas con un crecimiento alto y con la cepa
BSM 13 quien presento un crecimiento
aproximadamente a las 8 horas y se mantuvo
hasta las 24 horas. Con las bacterias BSM 7,
BSM 9 y BSM 12 su crecimiento fue muy
parecido manteniéndose hasta las 24 horas.
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20000
15000

10000 3
5000
0

0 10 20 30
—+—Bacteriasl3

—e—Bacterias?

UFC/ml

——Bacterias9

t— Bacteriasl0

Bacteriasl2

Tiempo (horas)

Figura# 5.Curva de crecimiento. De bacterias 7,9, 10, 12y
13 vstiempo (horas)

Deter minar s existen diferencias
significativas para los siguientes parametros
de:

Supervivencia
La Camaronera Uno en las tres corridas se puede

observar que hubo un incremento en la
supervivencia en las dos corridas siguientes es
decir la mortalidad fue inferior a la primera
corrida de la aplicacion del probiético prueba.

Supervivencia % a cosecha
M Sobrevivencia % cosecha-P5.B M Sobrevivencia % cosecha-PS.A

% 5su 96%

92%
3 i

08/09/09a02/12/09

93%

20/12/09a25/03/10 10/04/10a16/07/10

Figura# 30. Comparacién de la supervivencia de las tres
corridas, Camaronera Uno.

En la Camaronera Dos se puede observar que
hubo un incremento en la supervivencia en las dos
corridas siguientes, es decir la mortalidad fue
inferior a la primera corrida de la aplicacion del
probidtico prueba.

Supervivencia% a cosecha

M Supervivencia % cosecha-PS.E M Supervivencia % cosecha-PS.F

92%

81% 84%

63% b&%

a5%

15/03/10a23/06/10 08/07/10a14/10/10

10/11/09 a15/02/10

Figura# 31.Comparacion de la supervivencia de las tres
corridas Camaronera Dos

Peso promedio final

En la Camaronera Uno a término de los 90 dias
de cultivo del  camardn los pesos promedios de
las piscinas tratadas con probidtico durante las dos
corridas  siguientes S existio diferencia
significativa de la primera corrida que se aplico el
probiético prueba por primeravez. (Tabla.31)
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Peso g cosecha
 Peso g cosecha-PS.B M Peso g cosechaP5S.A

14,84 15;89 15126 15.58
12,00 12,37

08/09/09a02/12/09 20/12/09a25/03/10 10/04/10a16/07/10

Figura# 32.Comparacion de
Camaronera Uno

los pesos promedios

En la camaronera Dos a término de los 95 dias de
cultivo del camardn, |os pesos promedios de las
piscinas tratadas con probiético y durante las dos
corridas  siguientes, S existio diferencia
significativa en relaciéon a la primera corrida en
gue se aplicd el probidtico prueba por primeravez.

Peso g cosecha

M Peso g cosecha-PS.E M Peso g cosecha-PS.F

17,13
16,75 16,79

16,28

16,04
15,61

15/03/10a23/06/10 08/07/10a14/10/10

10/11/09a15/02/10

suministrado diariamente, se calculé de acuerdo a
la biomasa existente en la piscina; En cuanto a la
conversion alimentaria las piscinas de prueba de
las dos corridas siguientes fueron menor que la
primera corrida mostrando diferencias.

Conversion Alimentaria

B Conversion Alimentaria PS.A @ Conversion Alimentaria-P5.B
0,99

0,95 0,95
0,92
0,90
) i i

08/09/09a02/12/09 20/12/09a25/03/10 10/04/10a16/07/10

Figura# 34.Comparacion de la conversion aimentaria
Camaronera Uno

El aimento utilizado en la Camaronera Dos fue
por un periodo de 94 dias, tiempo que durd cada
una de las dos siguientes corridas, la cantidad de
adimento  suministrado  fue diariamente, se
calculé de acuerdo a la biomasa existente en la
piscing; En cuanto a la conversion alimentaria las
piscinas de prueba de las dos corridas siguientes
fueron menor que la primera corrida mostrando
diferencias significativas.

Figura# 33.Comparacion de
Camaronera Dos

los pesos promedios

Tasade crecimiento

En la Camaronera Uno a cabo de los 89 dias de
cultivo, latasa de crecimiento instantanea entre
las piscinas de prueba y las piscinas control no
hubo una diferenciasignificativa (P > 0,05).

En la Camaronera Dos a cabo de los 90 dias de
cultivo, latasa de crecimiento entre las piscinas de
pruebas y las piscinas de control no hubo una
diferencia significativa (P > 0,05).

Conversion alimentaria

El alimento utilizado en la Camaronera Uno fue
por un periodo de 90 dias, tiempo que durd las dos
siguientes corridas la cantidad de aimento

Conversion Alimentaria

® Conversion Alimentaria-PS.E M Conversion Alimentaria-PS.F

i 1,0
, 0,95
i i 092 091 0.85

10/11/09a15/02/10 15/03/10a23/06/10 08/07/10a14/10/10

Figura# 35: Comparacion de la conversién aimentaria
Camaronera Dos

Libras de camar6n cosechada



En la Camaronera Uno el andlisis comparativo se
lo realizo con las libras cosechadas de las piscinas
prueba de las dos corridas siguientes  vs las
libras cosechadas en la primera corrida. Si existio
diferencia significativa entre la primera corrida
y lasdos siguientes.

Libras/has Cosechadas

M Libras/Has cosechadas-PS.B M Libras/Has cosechadas-PS.A

1.888 1.830

1.704

10/04/10a16/07/10

1.741
1.439

1.638 i

08/09/09a02/12/09 20/12/09a25/03/10

Figura# 36.Comparacion de libras’ha a cosecha Camaronera
Uno

En la Camaronera Dos el andlisis comparativo se
lo realizo con las libras cosechadas de las piscinas
prueba de las dos corridas siguientes vslas libras
cosechadas en la primera corrida. Si existio
diferencia significativa entre la primera corrida y
las dos siguientes.

Libras/has a cosechada

M Libras/Has cosechadas-PS.E M Libras/Has cosechadas-PS.F

2.282

10/11/09a15/02/10 15/03/10a23/06/10 08/07/10a14/10/10

2.131

1.788

1.376

1.328

1.143

Figura# 37.Comparacion de libras’ha a cosecha Camaronera
Dos

4. Discusion

La mayoria de los intentos para crear
probidticos se habian llevado a cabo aislando y
seleccionando cepas de ambientes acuaticos. Estos
microbios fueron de los géneros  Vibrio,

Pseudomona, bacterias del é&cido lacticas,
Bacillus vy levaduras. Se buscaban tres
caracteristicas principales en los candidatos a
mejorar la saud de su huésped: 1) Mostrar
antagonismo a patdégenos in vitro; 2) Su potencial
de colonizacion debia estar documentado y, 3)
Que las pruebas redizadas confirmaran que
algunas cepas podian aumentar la resistencia a
enfermedades de su huésped. (Gastesoupe,
1999). Las cepas bacterianas seleccionadas se
aisaron del suelo de piscinas con problema de
vibriosis, estas cepas identificadas presentaron
antagonismo invitro aVibrios sp. alto potencial
de colonizacion, desplazamiento del patégeno
y también accion biorremediadora, de acuerdo a
los resultados obtenidos en |os conteos.

Entre los principaes géneros de bacterias
benéficas se pueden mencionar Lactobacillus,
Bacillus, Pseudomonas, de entre otras, que actdan
beneficiando a organismo en st 0 a su entorno
(calidad de agua). Observaciones obtenidas en
experimentos con animales, indican que bacterias
probidticas (acido léacticas) administradas
oralmente  pueden inducir la resistencia a
infecciones entéricas (Holzapfel et al., 1998), de
igual manera hay reportes que demuestran que
algunos compuestos bacterianos actlan como
inmunoestimulantes en peces y crustaceos. Las
cepas escogidas para los probidticos nativos como
BSM1 (Bacillus sp), BSM3 (Pseudomonas sp),
BSM7 (Lactobacillus plantarum) , BSM2
(Bacillus sp), BSM8 (Pseudomonas sp), BSM10
(Lactobacillus plantarum), BSM 11 (Bacillus sp) y
la levadura ( Saccharomyces cerevisae), actuaron
beneficiando a camardn , agua y suelo, esto
quedo demostrado en cada uno de las variables
analizadas a cosecha.

El género Bacillus incluye una importante
variedad de especies Gram-positivas, no
patogénicas, con propiedades antagonistas. Son
buenas secretoras de proteinas y metabolitos,
faciles de cultivar y altamente eficientes para €l
control de plagas y enfermedades (Berg &
Hallmann, 2006). Los mecanismos de accion de
Bacillus spp., incluyen competencia por espacio y
nutrientes (Handelsmann & Stabb  1996),
induccion de resistencia (Kloepper & Ryu-M,
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2006). El efecto antagonico delas cepas de
Bacillus sp. en e probidtico nativo quedd
evidenciado, pues se llegdb a minimizar la
presencia de vibriosis durante el cultivo de
camaron lo que se observo en los conteos
realizados tanto en las muestras de suelo, agua
y camaron, lo que demuestra su propiedad
antagonista , colonizacién y prevaencia de la
misma en |as piscinas prueba.

Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas,
bacilos rectos o0 ligeramente curvos, no
helicoidales, modviles con flagelos polares
monotricos 'y multitricos, no esporulados,
citocromo oxidasa positiva, catalasa positivos. La
mayor parte de estas especies de Pseudomonas
oxidan hidratos de carbono, produciendo acido
(color amarillo solo en € tubo de prueba
oxidacion - fermentacion (O-F) expuesto al aire,
siendo esta prueba un mecanismo para determinar
el  metabolismo  oxidativo, caracteristica
importante de bacterias Gram negativas no
fermentadoras (MacFaddin, 2003). Las tres cepas
de Pseudomonas sp. identificadas presentaron
estas caracteristicas de ser Gram negativas,
bacilos, moviles, citocromo oxidasa positiva,
catalasa positivos y la oxidacion de los hidratos de
carbono y su accion probidticas.

Varios estudios han reportado que la tasa de
aislamiento del rango de probidticos utilizados va
desde 1% a 4% del ndmero total de bacterias
buscadas (Pybus et al., 1994; Spanggaard et al.,
2001). Con € reconocimiento de un nimero bajo
donde es necesario buscar varios cientos de cepas
bacterianas en orden para obtener suficientes
numeros potenciales probidticos para futuros
ensayos y registros cortos. De las catorce cepas
aisladas del suelo , siete demostraron su potencial
probidtico y su accion biorremediadora y las siete
restantes quedan por probar en siguientes ensayos.
El haber adicionado probidticos de cepas nativas,
formulados con Lactobacillus  plantarum,
Bacillus sp. y la levadura Saccharomyces
cerevisae, al balanceado, en la dieta diaria de los
camarones de las piscinas pruebas, tuvieron una
diferencia significativa  (P>0,05) en la
conversion aimentaria ( primera corrida fue
de 0,97(x0.012)b; segunda corrida fue de

0,89(x0,006)c y tercera corrida fue de
0,94(x0,008)c en la Camaronera Uno y en la
Camaronera dos fue ( primera corrida fue de
1,05(x0.02)a; segunda  corrida fue de
0,91(x0,004)b y tercera corrida fue de
0,90(x0,03)b). Esto concuerda con Guevara et al.
(2003) nos indican que en un estudio realizado en
Colombia, en e que adicionaron probidticos a
base de bacterias como Bacillusy Lactobacillus
y levaduras del género Saccharomyces, a
alimento para tilapia roja en la fase de levante o
engorde, demostraron que existi6 un efecto
positivo, puesto que hubo diferencias
significativas (P<0,05).

Los efectos positivos en la aplicacion de
probidticos en e cuidado de la salud, promueven
la conversion alimentaria para produccion animal
(Pollmann, D. et al, 1980, Sissons,. 1989). Lo
que se demuestra en los resultados de la
supervivencia de las piscinas prueba en las dos
corridas  siguientes s hubo  diferencias
significativas (P>0,05), Camaronera Uno, primera
corrida 88(0.09)b  segunda corrida 96(0,03)c
tercera corrida 95(0,05)c . Camaronera Dos,
primera corrida 63%(+0,27)a segunda corrida
74%(x0,17)b tercera corrida80%(x0,22)b.

4. Conclusiones

1. La aplicacion de pruebas bioquimicas
permitieron la caracterizacion de cepas
bacterianas cuyas caracteristicas
permiten aplicarlas como probidtico en
el cultivo de camaron.

2. Las probidticos de bacterias nativas del
cultivo de camardn inhibieron
crecimiento de las bacterias patdgenas,
ademés de incrementar € sSistema
inmunoldgico, que ayudan a mantener
sano a animal.

3. Los catorce morfotipos, denotaron
actividad antagdnica en cultivos in vitro,
confrontados con Vibrio sp. por 1o quelas
Siete cepas utilizadas en la formulacién de
los dos probidtico, dieron excelentes
resultados en las piscinas prueba a no
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presentar durante el cultivo problemas de
Vibriosis.

Las cepas bacterianas identificadas
fueron capaces de desplazar a bacterias
patdgenas y esto se puso de manifiesto,
pues el indice de mortalidad en las piscinas
prueba en la camaronera uno primera
corrida fue de 17 % y en las dos corridas
siguientes fue un promedio de 4,5 % y en
la camaronera dos fue de 37% y en las dos
corridas siguientes fue un promedio de
23%, por tanto se determina que estas
bacterias colonizaron € intestino del
camaron,  fortaleciendo asi e sistema
inmunologico, a nivel de suelo las
bacterias fueron capaces de adherirse y
adaptarse a medio pues se las encontro en
cada uno de las pruebas redlizadas.

Las bacterias identificadas se ubican
dentro del grupo de las Aciddfilas y
Neutrdéfilas por 1o que podemos concluir
que estas bacterias pueden adaptarse a
diferentes condiciones de pH. De acuerdo
a requerimiento de temperatura se las
ubica en € grupo de las mestfilas. El
requerimiento de cloruro de sodio para las
catorce cepas estan dentro de los rangos de
05 % a 3 %, lo que permite que estas
cepas puedan ser utilizadas en cultivos
donde hay rangos minimos de salinidad.

De las catorce cepas de esta investigacion
solo siete fueron sometidas a pruebas en
campo las mismas que nos dan a conocer
su potencia como probi6ticos.

Los probidticos nativos aplicados en las
piscinas pruebas, fueron probados en las
dos estaciones verano e invierno, 1o que se
pudo comprobar su adaptabilidad vy
prevalencia.

Los probidtico de cepas nativas tuvieron
un efecto benéfico en e suelo como se
puede observar en las fotos del antesy el
después de las piscinas prueba, al observar
el mejoramiento cuanto a coloracion, olor
y lo compacto del mismo. Caracteristicas
de suelo que indican e grado de oxidacion
de los mismos.

= et

on 1: Suelo delaPs. A antesde lapruebay d
de cosecha

llustracion 2: Suelo delaPs. B antes de la prueba y después

de cosecha

5. Recomendaciones
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1. Lautilizacion de probioticos nativos para
los sistemas de produccién acuicola desde
el punto de vista ecolégico, para tener
producciones sostenibles.

2. Restringir totalmente e uso de cualquier
tipo de antibidtico o desinfectantes, si se
esta utilizando probidticos, ya que de
utilizarlos inhibirian € crecimiento y
accion de los microorganismos benéficos.

3. Los balanceados ya mezclados con €
probidtico deben ser utilizados de
inmediato 0 hasta maximo seis horas,
pasado este tiempo se produce un efecto de
fermentacion.
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