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RESUMEN

Lainvestigacion se basa en e estudio de un producto probiético que contiene un complejo de
bacterias. Bacillus sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp. y Lactobacillus sp. € cua fue
aplicado en la fase de levantamiento larvario de Litopenaeus vannamei, en los laboratorios de
la Estacién de Maricultura de Los Cdbanos ubicada en € departamento de Sonsonate

empleando larvas de reproductores de la misma.

El objetivo del estudio fue comprobar si la sobrevivencia larval aumentaba en funcion de la
aplicacion del probidtico, y a su vez promover a la disminucion de problemas relacionados
con patdgenos mas comunes en un laboratorio. Ademés de generar informacion acerca de esta
nueva tematica facilitando una alternativa que no origine la resistencia de bacterias patdgenas

en el animal, ni residuos quimicos para el consumidor final.

El trabajo de campo se realizo durante los meses de febrero a marzo del afio 2012, utilizando
una poblacién de 3.6 millones de larvas divididas en 4 pilas. En dos de estas, se redizo la
aplicacion del probidtico desde la fase de nauplio hasta la venta de la larva, constituyendo el
tratamiento T1, mientras las restantes fueron manejadas de la forma rutinaria en la Estacion,
denominandose TO. Se utilizé la prueba T de Student para grupos sorteados para igua o

diferente nimero de observaciones.

Las variables que se estudiaron durante € experimento fueron: Y1 = Porcentge de
sobrevivencia (por método volumétrico), Y2 = Andisis microbiolégico (patégenos en €l
ambiente acuético) y Y3 = PCR: Reaccién de la Cadena de Polimerasa (resistencia de
sobrevivientes). Los parametros fisico-quimicos del medio acuatico fueron salinidad y

temperatura.

En los resultados del experimento la variable abidtica temperatura mostro tener diferencia
estadistica (P < 0.05) entre los tratamientos T1 y TO. El promedio de latemperatura de T1 fue
de 29.8°C y TO con 30.6°C. Mientras que en la variable abidtica salinidad de ambos
tratamientos no hubo significancia estadistica (P < 0.05) mostrando promedios de 33.25 UPS
paraTly 34.15 UPS paraTO.



En & andlisis microbioldgico del aguay en € hisopado del fondo y paredes de las pilas, los
tratamientos en estudio mostraron ausencia de patégenos y Unicamente se aisl6 E. coli dentro
de los rangos normales segun la Norma Salvadorefia Obligatoria 2009 que es de <1.1
NMP/100ML.

En cuanto ala variable de la Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR), los andlisis realizados
en & experimento fueron para Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa
(IHHNV) en uno de los resultados, Virus del Sindrome de la Cabeza Amarilla (YHV), Virus
del Sindrome de Taura (TSV). Mostrando Unicamente en la pilas T1R2 del experimento

positivo ala prueba IHHNV.

Para e Andlisis Economico se utilizd e presupuesto parcia utilizando el método de
CYMMIT, € andlisis econdmico para € tratamiento probidtico demostré ser superior al
testigo en $749.22 reflgjando que la utilizacion de probidtico en e medio acudico de las
larvas, es una alternativa rentable para aumentar la sobrevivencia en un 12% Yy evitar el uso de

productos quimicos como alternativa paratratar enfermedades.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios € rubro de la camaricultura ha ido aumentando con los avances
tecnol 6gicos en e mango, aimentacion y desarrollo larvario. No solo se ha logrado un avance
en la parte de la crianza en estanques y salud en las fases larvarias, sino también en & control
de las principales enfermedades. En El Salvador la produccion de larvas segun datos de ventas
de La Estacién de Maricultura Los Coébanos', CENDEPESCA (Centro de Desarrollo de la
Pesca y la Acuicultura) estd estimada en unas 48,795,033 larvas vaoradas en $195,180.13
para su venta como Postlarvas para € afio 2011 y, 22,102,500 larvas valoradas en $88,410
hasta ventas del mes de junio del 2012.

Con € tiempo, la busqueda de especimenes resistentes a enfermedades hizo que se utilizaran
antibidticos en e ciclo bioldgico del camardn a ser cultivado masivamente en expl otaciones,

promoviendo el control mas estricto de las enfermedades.

La implementacion de estos productos comerciales al mercado acuicola no solo permitioé que
las enfermedades pudieran ser combatidas, sino también a haber abusado de estos productos,

surgieron poblaciones bacterianas resistentes (Bal cazar et. al., 2006; Montoya, 2002).

Dado €l riesgo de que el camarén presente residuos en sus tejidos, la FDA? incrementd las
medidas de control en las exportaciones de productos acuicolas, ya que en paises asiéticos en
los 90 y principios del 2000, especimenes de camarén dieron positivos en contener

antibi6ticos como trimetroprim y gentamicina (Montoya, 2002).

La existencia de nuevas regulaciones para la exportacion y la preocupacion por € uso de
agentes quimioterapéuticos en Acuacultura, condujo a la busqueda de alternativas enfocando
estudios a los microorganismos que habitan naturalmente en e tracto digestivo de los
animales, denominandoles probidticos. Se definen como microorganismos vivos que tiene un
efecto favorable dentro del animal, desarrollando asi una mejor respuesta inmunol 6gica contra
las enfermedades. (Lilly y Stillwell 1965).

! Datos de resumen de ventas de la Estacion hasta el mes de junio del 2012.
2 FDA: Food and Drug Administration/Departamento de Control de Alimentos y Medicamentos de |os Estados
Unidos de América.



Las ventgjas de |os probi6ticos sobre |os antibi6ticos fue discutido por Moriarty (1998), € cua
enfatizd los beneficios de los probidticos y sus mecanismos de accién como la exclusién

competitiva por nutrientes, secrecion de enzimas o sustancias inhibitorias.

El mango de probidticos en acuicultura tiene un desarrollo joven en América Latina, siendo
paises como Cuba y Ecuador los principales pioneros en esta area investigativa, sin embargo,
en El Salvador es la primera experiencia a reportar a nivel de un laboratorio comercial de
larvas de Litopenaeus vannamei.

En Ecuador se estudio la capacidad probidtica de bacterias aisladas del hepatopancreas de
camarones silvestres como la cepa de Vibrio, demostrando un porcentgje de inhibicion de
entrada de un 54% de patégenos.

Debemos considerar que el uso y desarrollo de los probiéticos es una actividad reciente, por 1o
gue muchas veces |os resultados vistos no son esperados y en algunos momentos son materia
de discusiéon y controversia incluso en estos paises. Por otro lado, aun existe mucho por

desarrollar especialmente en laindustria camaronera.

Con € presente estudio se evalud la sobrevivencia como respuesta al efecto de un probiético
en larvas del genero Litopenaeus vannamei conteniendo un complejo de bacterias Bacillus sp.,
Enterococcus sp., Pediococcus sp. y Lactobacillus sp., en su medio acuético, de esta manera
generar informacion Util acerca del mangjo de larvas de camardn blanco como aternativa al
uso de sustancias antibi6ticas o quimicas para el control de patégenos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 CICLO DE VIDA NATURAL

Segun Hendrickx (2001), la hembra libera los huevos directamente a agua; las larvas
experimentan una metamorfosis profunda correspondiente a la primera etapa de un complejo
ciclo bioldgico cuya realizacion requiere de aguas tanto marinas como salobres (figura 1). Las
especies desovan frente a las costas, a profundidades que varian aproxi madamente de 10 a 80
m. Los huevos eclosionan a término de algunas horas, liberando larvas sencillas y muy
pequefias, los nauplios, que representan el primero de los 11 estadios larvales: 5 estadios de
nauplio, 3 de zoeay 3 de mysis (figura 2).

Las larvas plancténicas son transportadas por |as corrientes hacia la costa adonde llegan en un
estadio de postlarva; esto ocurre aproximadamente 3 semanas después del desove, cuando los
animales han alcanzado tallas entre 6 y 14 mm de longitud y presentan un aspecto de camarén
(Hendrickx, 2001).
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figura. 1 Ciclo de desarrollo de especies de Penaeidae con fase de crecimiento en aguas
costeras (Hendrickx, 1995).
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¢. NauplioV f. Zoealll i. Mysisllil

figura. 2 Estadios larvales de Litopenaeus vannamel (Mysis Il y |11 tomadas de Hsien-
Tsangy Aguillon, 2006)

Las postlarvas invaden las aguas costeras salobres, abandonando su modo de vida plancténico
y pasando a formar parte del bentos (vida asociada a los fondos) en las zonas litoraes
someras. En estos fondos, ricos en alimentos, atraviesan una fase de crecimiento acelerado,
alcanzando répidamente el estadio juvenil, y a medida que aumenta su talla, van regresando



gradual mente a las bocas de las lagunas o de |os estuarios donde se convierten en sub-adultos.
Poco después, estos camarones migran mar afuera, siguiendo su proceso de crecimiento, para
finalmente alcanzar 1os lugares de reproduccion; ali e ciclo reinicia con las hembras maduras
liberando los huevos. La mayoria de los camarones presentes en los fondos de reproduccion
tienen menos de un afo de edad (Hendrickx, 1995).

2.2 ANATOMIA DE Litopenaeus vannamei.

Posee un rostro moderadamente largo, con 7 a 10 dientes dorsales y 2 a 4 dientes ventrales.
Coloracién verdosa paida, trandUcida; por transparencia destaca una mancha naranja en €l
caparazén, correspondiente ala zona géstrica. Hasta 23 cm de longitud (ICTIO.TERM, 2010).

El caparazon es conocido como la cabeza mientras que € abdomen, como cola. En €
caparazon se contiene la cabeza y 6rganos vitales incluyendo el estbmago. La crestaen lo ato
de la cabeza y € rostrum gque en muchas otras especies se extiende por delante de la cabeza
son estructuras importantes al momento de diferenciar especies (figura 3). El abdomen esta
dividido en seis segmentos, € Ultimo de estos recibe e nombre de telson, una estructura
puntiaguda.

Cefalotorax  Abdomen

figura. 3 Partesen que sedivide el cuerpo del camaron (Adaptado de A. M. Arias, 2005)

La frecuencia de muda del exoesqueleto va a variar entre especies, tamafno y edad del
camaréon. Sin embargo los jovenes, mudan de dos a tres veces a dia, mientras que los
juveniles, seguin temperatura, mudan en un intérvalo de 3-25 dias. Los adultos mudan una vez
cada uno o dos afios (Wickinsy Lee, 2002).



23HABITOSDE ALIMENTACION DE LASLARVASDE L. vannamei

Seguin un estudio presentado por Gaxiola, 2003 en la | Jornada Iberoamericana de Nutricion
en Acuacultura 2003, El ciclo de vida dd camardn, como la mayoria de los invertebrados,
indica estadios larvales leicitréficos (nauplios) y planciotréficos (Protozoea y Mysis).
(Pechenik, 1999). La planctotrofia corresponde a un estado de desarrollo pelagico y de
aimentacion libre, y la leictitrofia a un estado libre pelagico sin aimentacion (Poulin et al.,
2001).

Hay evidencia de que la cantidad de alimento plancténico disponible durante este periodo
critico puede limitar la talla de las poblaciones anuales en los crustéceos decdpodos en €l
ambiente natural (Anger & Dawris, 1981). EI ambiente peldgico a diferencia del bentos,
provee de menores nichos para las larvas de crustéceos, asi que a pesar de la amplia variedad
de formas larvales, las estrategias de aimentacion estan concentradas en los niveles troficos
inferiores del fito y zooplancton; asi la produccion de grandes nimeros de huevos
tempranamente liberados, aln si se presenta la leicitrofia, invariablemente surgen larvas de
pequefio tamafio, las cuales en el caso de los penaoideos, la talla circunscribe la alimentacion
inicialmente al fitoplancton (Le Vay et al., 2001). Las larvas de crustédceos usan ya sea
fitoplancton sdlo o una combinacién de fito-zooplancton como principales fuentes de
alimentos (Jones et al., 1997). Segun Le Vay et al. en 2001, |la estrategia de alimentacion de
las larvas de los crustaceos penaoideos se inicia con la herbivoria (zoeas), y en Mysis se
adquiere e hébito omnivoro, sin perder e hébito herbivoro, y de postlarva 1 a 14 € habito
omnivoro se carga hacia la carnivoria (zooplanton), aunque en esto difiere con Lovett y Felder
(1990) que sefidan para los camarones peneidos la permanencia de un habito filtrador hasta

entrada |a fase postlarval.
2.3.1 Caracteristicas morfologicas del tracto digestivo de las larvas de camar 6n

a) Nauplios (NI a NV): Los nauplios aparecen en forma libre (planctonica). Su principal
caracteristica es la ausencia de somitos toraci cos, solamente poseen apeéndices cefdlicos, que le
sirven paralalocomocién (anténulas, antenas y mandibula). No hay esta actividad alimenticia,
y solamente poseen un 0jo medio (el "ojo naupliar”) (Anger, 2001).



Cinematica del tubo digestivo: Simoes en 1993, reporta un ano abierto por €l cual se producen
ondas antiperistaticas (entrada de agua anal), lo cua sugiere que los tgjidos interiores de esta
region del tubo digestivo pueden estar en contacto con el ambiente y por consiguiente, puede

estar presente microflora contenida en la columna de agua.

b) Zoea (I alll): Las maxilulas y las maxilas son ya funcionales e interviene en e proceso de
alimentacion, presentando setas para ramonear presas y numerosos Organos quimio y
mecanorreceptores ayudando a la seleccion del alimento. Los apéndices pleonales estan

ausentes o rudimentarios.

Cinematicadel tubo digestivo: En esta se caracteriza por la aparicién de ondas antiperistalticos
(ingestion anal) que consisten en contracciones del recto. Se presenta una actividad muscular
por ondas peristdlticas y antiperistalticas ocasionales que vigjan a través del esofago y se

continlan en lacamara cardiacay pil6rica (Gaxiola 2003).

c) Mysis: (decapodita): Lafase decapodita esta caracterizada por la existencia de los apéndices
natatorios pleonales, mientras que los cefédlicos y os torécicos asumen funciones como parte

de laboca.
Cinematicadel tubo digestivo: Ondas que parecen como contracciones (Gaxiola 2003).
2.4INMUNOLOGIiA DEL CAMARON

Seguin e programa CYTED Red 11-D Vanname 2 en 2009, la primera linea de defensa de
estos animales es proporcionada por la presencia de un caparazdn externo rigido o
exoesquel eto, que funciona como una barrera fisico-quimica protectora. Ademas de €ello, todo
el tracto digestivo de estos animaes, que es la principa via de entrada de los
microorganismos, también esta revestido por una capa quitinosa y ain ofrece un ambiente
acido y lleno de enzimas, capaz de inactivar y digerir la mayoria de los microorganismos que
no son parte de su microbiota natural. Cuando estas barreras son traspasadas, no siendo
suficiente para impedir la penetracion de los patdgenos, se desencadenan en e hospedero una
serie de reacciones inmunoldgicas complgias con € objetivo de neutralizar y eiminar los

agentes invasores.

® Programa | beroamericano Cienciay Tecnologia parael Desarrollo, Area de Agroalimentacion.



A gemplo de otros invertebrados, los crustéceos disponen de un sistema inmune innato,
diferente de los vertebrados que ademaés de esto, tienen también un sistema inmune adaptativo
(figura 4). El sistema inmune innato de los crustaceos filogenéticamente mas antiguo, es
encontrado en todos los organismos multicelulares, incluyendo invertebrados y plantas,
mientras que €l sistema inmune adaptativo solo se encuentra en los vertebrados. La ausencia
de este en los invertebrados inviabiliza cualquier tentativa de desarrollo de vacunas, en su
concepto clasico de la palabra, disminuyendo asi de manera sustancial, la posibilidad de la

prevencion y control de infecciones en |os crustaceos.
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C: corazon, OHD: érgano hematopoyético dorsal;
HP: hepatopancreas, OHV: 6rgano hematopoyético ventral;
OHA: 6rgano hematopoyético OL.: 6rgano linfoide;
antenal; VD: vaso dorsal

figura. 4 Sistema circulatorio abierto/semi-abierto de camarén y Organos asociados.
(Adaptado de Bachére et al., 2004, imagen retomada de L oebmann et al., 2010)

El sistema circulatorio de los crustaceos es de tipo abierto o semi-abierto, por donde
transita un tgido fluido denominado hemolinfa, correspondiente a la sangre de los
vertebrados. En la hemolinfa son transportados continuamente nutrientes, excretas,
oxigeno, hormonas y otras moléculas importantes para los diferentes 6rganos de esos

animales. Contiene ademas todos |os componentes del sistema inmunol égico.



La hemolinfa esta compuesta por una fraccion celular, representada por las células
circulantes o hemocitos y por una fraccion liquida constituida por € plasma que contiene
diferentes factores humorales. Las respuestas inmunocelulares y humorales actian de forma
integrada en los crustéceos, protegiéndolos contra la invasion de microorganismos y

parésitos, garantizando asi su integridad corporal y homeostatica (CY TED 2009).
2.5 MANEJO DE REPRODUCTORES
2.5.1 Nutricion delosreproductores

Una buena dieta y un protocolo de alimentacion de los reproductores son factores claves en

la produccion de nauplios de buena calidad.

La preparacion de los alimentos debe ser llevada a cabo mediante € uso de buenos
estdndares de higiene. Los utensilios (cuchillos, cuadros, mezcladores, peletizadores, etc.)
se tienen que mantener limpios, y antes de su uso, ser lavados con una solucién de yodo-

PV P (yodopovidona o polivinil pirrolidona) (20 ppm) y aclarados con agua limpia.

Cuando se usan dietas frescas como calamares, poliquetos, Artemia, krill, mejillones,
ostras, amejas, etc., se tienen que intentar que e alimento sea lo mas fresco posible. Para
asegurar que el alimento fresco no es un riesgo para la bioseguridad, se debe pedir un
certificado en el momento de la compra de que esté libre de: Virus del Sindrome de Taura
(TSV), Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) y Virus de la cabeza amarilla
(YHV) mediante €l andlisis la Reaccion de la cadena de polimesa (PCR). Asi mismo, las
dietas deben ser esterilizadas o pasteurizadas (recomendadas) parainactivar cualquier virus,
siempre que esto no afecte la palatabilidad o calidad nutricional del alimento. Lo ideal seria
gue los diferentes tipos de alimentos congelados fueran almacenados en congeladores
separados (Lightner, 1996).

2.5.2 Examen sanitario delosreproductores

A pate de diagnostico sanitario general, los reproductores seleccionados para la
maduracion se deben someter a una revision de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca
(WSSV), Virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), Virus
del Sindrome de Taura(TSV) y Virus de la cabeza amarilla (YHV).
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Cuando exista un nimero elevado de reproductores, |os test se deben realizar en lotes de 10
individuos procedentes de diferentes grupos de reproductores. Se debe llevar a cabo un
muestreo minimo de 150 animales por cada grupo de 1,000 camarones.

Cuando son seleccionados para programas genéticos, se realiza un diagnostico de
enfermedades mas riguroso, para asegurar la no existencia de patdgenos. Aunque €l test
PCR se debe efectuar sobre |os reproductores a su llegada durante la cuarentena, compensa
repetir este test (por lo menos para WSSV) después del desove. Esto es debido a que
existen evidencias de que los reproductores con un test PCR negativo para WSSV durante
la cuarentena pueden dar positivo si son analizados seguidamente a una situacion de estrés

como ladel desove (Brock y Main, 1994).
2.5.3 Desove

El desove debe tener lugar en una sala separada del area de maduracion con el objeto de
mantenerla limpia y de posibilitar e lavado y desinfeccion diarios de los tanques sin

molestar alos reproductores.

Las salas de desove deben tener una infraestructura apropiada y suficiente para € nivel
reguerido de reproduccién de nauplios.

El desove se debe llevar a cabo de forma individual, esto reducira el riesgo de trasferencia
horizontal de enfermedades entre hembras. Ha sido demostrado que los tejidos exudados
durante el desovey las heces, pueden contener altos niveles de algunos virus (Virus de la
Necrosis Hipodermica y Hematopoyética Infecciosa, Enfermedad del Parvocirus
Hepatopancreatico, Enfermedad de Baculovirosis penaei, Baculovirus tipo P. monodon,
etc) que pueden infectar a hembras sanas durante €l desove colectivo . Si este desove
colectivo se lleva a cabo, el numero de hembras por tanque debe de ser el més bajo posible
para limitar la cantidad de hembras expuestas a infecciones potenciales (gemplo Una
hembra por cada 300 litros de agua) (Lightner, 1996).
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2.5.4 Desinfeccion delosreproductores

Después de retirar las hembras que hayan desovado de los tanques correspondientes, estas
deben ser inmersas en yodo-PVP (20 ppm/15 segundos) antes de devolverlas a tanque de
origen (Jahncke et al, 2001).

2.6 MANEJO SANITARIO DE LARVAS DE Litopenaeus vannamei
2.6.1 Lavado de nauplios

Los nauplios cosechados deben lavarse minuciosamente en agua filtrada y esterilizada y
volverlos a sumergir en una solucién de yodo durante 1- 3 min. Inmediatamente a
continuacion, son lavados en agua de mar limpia. Esto puede ser efectivo para retirar
sedimentos y organismos del fouling que no son mas que agas o0 protozoarios que atacan
normalmente e exoesqueleto de la cabeza y € cuerpo, y especiamente arededor de las
branquias de las larvas, cuando la calidad del agua es baja, debiendo actuar de forma rapida
para evitar mortalidades. Los organismos de fouling también pueden acarrear bacterias,

contribuyendo alatransmision de enfermedades virales (Jahncke et al, 2001).

2.6.2 Seleccion de nauplios

Como los nauplios presentan una fuerte fototaxis positiva, aquellos que estén sanos, pueden
ser cosechados usando una luz para atraerlos hasta la superficie del agua. Aquellos que
permanezcan en € fondo del tanque son descartados, reduciendo e porcentgje de nauplios

débiles y deformes.

Si e 95% o més de las larvas se mueven claramente hacialaluz, € lote se considera bueno,
intermedio si €l 70% o mas responden, y pobre s menos del 70% se dirige hacialaluz. Los
lotes pobres pueden ser descartados, dependiendo de los criterios de selecciéon de cada
laboratorio (Jahncke et al, 2001).

Seglin la FAO en 2004, hay muchos factores involucrados en e manegjo sanitario de las
larvas en e laboratorio. Para producir una elevada cantidad de larvas de alta calidad, es

preciso mantener un estricto control de todos éstos, alo largo de todo € ciclo de criade la
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larva. En € cuadro 1 son expresados agunos de los factores mas comunes que afectan al

estado sanitario de lalarva durante €l ciclo de su cultivo.

Cuadro. 1 Algunos factores que afectan al estado sanitario de laslarvasy sus posibles

medidas de control

renovacion del

FACTOR EFECTOS MEDIDAS DE ESTANDAR
CONTROL
Densidad desiembra | Estrés, canibalismo, Reducir la densidad 100 2250 naupliog/litro
excesiva baja calidad del agua de siembra
Mejorar la caidad del Filtro <5um.
Bajacalidad del agua por _fi,Itraci on, Carbér] activado
aguade mar(A) o Mortalidades, muda cl oracion ylo (?Ioram on(lOppm) -
aguade tardia, deformidedes | . esterilizarion (A). seguida de neutralizacion
estanques(B) incrementar latasade | Ozonoy UV 20-100%

renovacion de agua por

y lacalidad del agua

agua(B) dia
Incremento de las . .
. ) L Limitar e nimero de
Periodos largosde | tasasdeinfeccion en . . . .
; o diasde siembraen 3-4 dias por unidad
siembra las dltimas larvas X
laboratorio
sembradas
Programade
Canibalismo, alimentacion Alimentar cada2 6 4
Dieta pobre (calidad | desnutricién, fouling | apropiado, chequeos horas hasta |a saciedad
y/o frecuencia) epibionte, baja frecuentesen e con dietas de alta.calidad
calidad del agua consumo de alimento

Calidad y/o cantidad
de algas

Mortalidad en estadio
zoea, fouling de
larvas

Recuentos rutinarios
y controles de calidad

Chaetoceros o
Thaassiosira 80000 a
130000 células/ml

Nauplios de Artemia

Fuente de bacterias
con incremento dela
mortalidad

Desinfeccion delos
nauplios de artemia

Hipoclorito 20 ppm de
ingrediente activo

FAO, 2004

2.6.3 Evaluacion general delas condicionesdelaslarvas

Es habitualmente realizada por la mafana, las larvas de cada tanque deben ser

inspeccionadas de dos a cuatro veces cada dia. Inicialmente se hace una inspeccion visual

de la larva, de las condiciones del agua y de la comida. Se puede tomar una muestra de

larvas con un vaso de precipitado e inspeccionarlas a simple vista. Se hacen observaciones

sobre el estadio de la larva, salud, actividad, comportamiento y abundancia de comida y

heces en €l agua. También se deben guardar registros de los parametros de calidad del agua
y de la cantidad de comida en e tanque (FAO, 2004).




13

2.6.3.1 Observacionesde Nivd 1

Cuadro 2. Resumen delas evaluacionesde Nivel 1 del estado sanitario delalarva

CRITERIO PUNTUACION | ESTADIO OBSERVACIONES
Actividad natatoria
Activa (>95%) 10 . o
Intermedia (70-95%) 5 Te(;(tj;); (I)c;s Observaci o;)gs diarias(2
Débil (en el fondo; <70%) 0
Fototaxis
Positiva (>95%) 10 : o
Intermedia (70-95%) 5 Zoea Observaci O;)SS diarias(2
Negativa (<70%) 0
Hilos fecales
Presente (90-100%) 10 . .
Intermedio (70-90%) 5 Zoea Observaci o;xe)s diarias(2-
Ausente (<70%) 0
Luminiscencia
Ausente 10 . L .
Presente (<10%) 5 Mysis Observag;):n nﬁgturnaen
Abundante (>10%) 0 q
Homogeneidad del estadio
Alto (80-100%) 10 Todos los . o
Intermedio (70-80%) 5 estadios | OPSErved o&e)s diarias(2-
Bajo (<70%) 0
Contenido intestinal
Lleno (100%) 10 . . o
Medio lleno (50%) 5 Mysis Observamo&e)s diarias(2-
Vacio (<20%) 0
FAQ, 2004

2.6.3.2 Observaciones de Nivel 2

Las observaciones de nivel 2 estan basadas en el examen microscopico y de montagje en
fresco. Se debe prestar especial atencion: al estado del hepatopancreas y los contenidos
intestinales, necrosis y deformidades de los miembros, organismos del fouling y la
presencia de baculovirus en las heces 0 hepatopancreas de las larvas de los estadios

superiores.
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Cuadro 3. Resumen de las observaciones del Nivel 2 del estado sanitario delaslarvas.

CRITERIO PUNTUACION

ESTADIO

OBSERVACIONES

Hepatopancreas y contenido
intestinal
Vacuolas digestivas y/o

intestino [leno (>90%) 10 Zoea Montaje en fresco (40x)
M oderadamente lleno (70- 5
90%) 0
Vacio (<70%)
Necrosis .

. Montaje en fresco, se buscan
Ausencia 10 Zoea lesiones en €l cuerpoy
Alguna (<15%) 5 miembros de lar larvas (40x)
Infeccién severa (>15%) 0

Deformidades Montaje en fresco, se buscan
Ausencia 10 Nauplio torceduras, falta de miembrosy
Alguna (<10%) 5 mal formaciones en general
Abundante (>10%) 0 (40x)

Fouling epibionte
Ausencia Montaje fresco, microrganismos
Pocos col onizados tempora o gue colonizan €l exoesgueleto
permanente (<15%) 10 Zoea de cabezay cola,
Abundantes colonizados 5 principalmente la zona de las
temporal o permanentemente branquias (40x)
(>15%) 0

Baculovirus Montaje de hepatopancreas

Ausencia 10 entero/aplastado (con tincion de
Alguna (<10%) 5 verde de Malaguita para
Abundante (>10%) 0 Zoea Monodon baculovirus) o hilos

fecales de larvas més grandes.
Uso de microscopio de luz de
ata potencia

Adaptado de FAO, 2004

2.6.3.3 Observacionesde Nivd 3

Las observaciones de Nivel 3 consisten en la utilizacion de técnicas moleculares e

inmunodiagndsticos y no son normamente requeridas hasta que las postlarvas no estén

preparadas para ser transferidas a las instalaciones de engorde (Cuadro 4). Las técnicas de

PCR y/o dot-blot son las mas comunes para redlizar tests de la mayoria de los patogenos

virales. No obstante, se recomienda e PCR por ser méas sensible que e dot-blot (FAOQ,

2004).
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Cuadro. 4 Resumen de la evaluacion de la calidad de las postlarvas usando

procedimientos de Nivel 3.

ANALISIS OBSERVACIONES | DETERMINACION CUANTITATIVA | PUNTUACION
WSSV/YHV Negativa 10
IHHNV Negativa 10
PCR )
TSV Negativa 10
FAO, 2004

2.7 CULTIVO DE LARVAS DE Litopenaeus vannamel

Segulin la FAO en 2004, se tienen en cuenta los siguientes pardmetros para € cultivo de las

|larvas de camaron:
2.7.1 Densidad desiembra

Un exceso en la densidad de siembra puede aumentar €l estrés y en posteriores etapas,
puede degenerar en canibalismo y disminucion de la calidad del agua, especiamente
cuando las tasas de supervivencia son altas. En genera, las densidades de siembra paralos
nauplios deber encontrarse en un rango de 100-250 naupliog/litro de agua (100 000-250 000
por tonelada). Se usan densidades menores si las larvas van a crecer hasta el tamafio de
cosecha en e mismo tanque, mientras que se puede aumentar la densidad si se utiliza un
sistema de dos tanques. En este Ultimo sistema, las larvas son cultivadas generalmente en
tanques conicos 0 «V» o también en tanques de fondo plano o «U», a atas densidades hasta
el estadio PL4-5 y posteriormente transferidos a tanques planos para los siguientes estadios
bentonicos, reduciendo la densidad hasta los 100 PL/litro.

Una baja supervivencia puede reducir la densidad de larvas en € tanque hasta un nivel
donde e coste por alimentacion deje de ser rentable (debido a que los tanques de cria de
larvas son alimentados segun e volumen de agua mas que por € nimero de larvas) (FAO,
2004).
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2.7.2 Calidad del agua

La calidad del aguatiene un impacto fundamental en la salud y rendimiento de los lotes de
larvas. Una bgja calidad del agua puede acarrear una bagja supervivencia y crecimiento,
retraso en la muda/estadio, incremento del fouling epibionte y deformidades. El agua para

la criadelarvas debe ser filtrada a unos 5 um y desinfectada con cloro, ozono y/o UV.

Lacalidad del agua se mantiene si existe una aireacion suficiente que impida que la comida
sobrante y las heces se asienten en € fondo del tanque (normamente se requieren de
tanques con el fondo en angulo). El sifonado regular del tanque previene laformacion de un
sedimento anaerobio en el fondo (FAO, 2004).

Existen ademés factores que infieren en e buen desarrollo de las larvas denominadas
variables abidticas. temperatura, oxigeno disuelto, salinidad segin Cantén-Machin et al.
(2010). Estas deben de mantenerse dentro de rangos para que la cria se lleve sin problemas:
las temperaturas deben ser mantenidas entre 28 y 32 °C y la salinidad por encima de 30%,
por |o menos hasta que se alcanza la etapa de postlarvas. Los niveles de oxigeno disuelto se
deben mantener 10 més cercanos a la saturacion (6,2 ppm a 30°C) o al menos por encima de
5 ppm. Se debe mantener un pH en tono a 8. La sobrealimentacion es una de las causas mas
comunes del deterioro de lacalidad del aguay debe ser evitada en |o posible (FAO, 2004)

2.7.3 Periodo de siembra

Cada unidad independiente de tanques de cria en €l laboratorio o, preferiblemente todo €
laboratorio, deberia sembrarse con nauplios en € menor periodo de tiempo posible,
normalmente limitado a tres o cuatro dias. Prolongar dicho periodo, resulta con frecuencia
en un incremento de la incidencia de enfermedades en las Ultimas larvas sembradas,
presumiblemente por contaminacion bacteriana desde los tanques mas antiguos a los méas
recientes. Este fenOmeno esta asociado frecuentemente con el llamado «sindrome zoea-2»,
en € que los estadios zoea 1 tardio y € zoea 2 temprano dgjan de comer y sufren unas altas
mortalidades asociadas a problemas bacterioldgicos. Este problema puede ser controlado
reduciendo el tiempo de siembra a menos de cuatro dias, usando probiéticos y manteniendo

siempre una buena limpieza de todas las zonas del laboratorio (FAO, 2004).
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2.7.4 Nutricion y alimentacion

La cantidad, calidad y manejo del alimento pueden tener un impacto muy importante en la
salud delalarvay su supervivencia. No proveer de suficiente comida de la calidad correcta
puede retrasar € crecimiento e incrementar € estrés, la mortalidad, € canibalismo, las
deformidades y el nivel de fouling epibionte. Esto es especialmente cierto cuando una parte
importante de la dieta es artificial. Cuando se usan dietas formuladas como complemento
de las vivas, es importante dosificarlas en intervalos frecuentes y en pequefias cantidades.
Ademas, éstas deben ser de ata calidad, tener € tamafio apropiado y no ser contaminantes.
Como guia, los tamarfios de particulas deben ser entre 10-50 ym para zoea, 100-200 pm
para mysis, y 200-300 ym para los primeros estadios postlarvarios. Una frecuencia de

alimentacion de entre dos y cuatro horas se considera generalmente suficiente (FAO, 2004).
2.7.5 Seleccion delas postlarvas para la siembra

Muchos factores afectan ala calidad de las PL. Pueden tener un impacto en lacalidad de las
postlarvas producidas por € laboratorio: la calidad y cantidad de alimento, mudas, calidad
de agua (temperatura, salinidad, amonio, solidos en suspension, heces), € uso de
antibioticos, enfermedades y practicas de mangjo deficientes. Estos factores pueden ser
regulados mediante buenas préacticas en € laboratorio, y esto tendra un importante impacto

en lacalidad de las postlarvas producidas.

Como se hamencionado anteriormente, €l plan de produccion de larvas debe estar enfocado
a la produccion de animales de la maxima calidad posible, lo cua estd4 directamente
relacionado con el posterior rendimiento en la fase de engorde. Es por tanto, en esta fase

donde la calidad de |a postlarva es de |la mayor importancia.

Es de mucha importancia en esta etapa tomar en cuenta los diferentes niveles ya antes
mencionados (FAO, 2004).

2.7.6 Evaluacion deriesgos parala siembra

Al igual que en la evaluacion de la calidad de las larvas, se debe redlizar una tabla resumen
de los tres niveles de calidad de las postlarvas y de los puntos del sistema empleado

(usando algunos o todos los indicadores anteriores, dependiendo de las circunstancias).
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Se pueden usar |os siguientes criterios:
L as postlarvas tienen que pasar la evaluacion de Nivel 3:

Las postlarvas tienen que dar negativo en el PCR o dot-blot para YHV, IHHNV,
WSSV y TSV.

En e supuesto de que las postlarvas pasen la evaluacion de Nivel 3, se puede usar la

siguiente guia para el Nivel 2:

Una puntuacion superior a 100 representa un bajo riesgo de problemas severos de
enfermedad, y por tanto, se recomienda.

Una puntuacién de 65-100 representa un riesgo moderado de problemas severos de
enfermedad

Una puntuacion menor de 65 representa un ato riesgo de problemas severos de

enfermedad, y por tanto, no se recomienda

En e supuesto de que los animales pasen la evauacion de Nivel 2, se puede usar la

siguiente guiaparael Nivel 1.

Una puntuacion mayor de 30 representa un bajo riesgo de problemas severos de

enfermedad, y por tanto, se recomienda.

Una puntuacion de 20-30 representa un riesgo moderado de problemas severos de
enfermedad.

Una puntuacion menor de 20 representa un ato riesgo de problemas severos de

enfermedad, y por tanto, no se recomienda (FAO, 2004).
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2.8 ENFERMEDADESDEL CAMARON MARINO L. vannamei
2.8.1 Enfermedades vir ales comunes

Segun Pantoja y Litghtner en 2008, existen diferentes enfermedades virales que afectan la
camaricultura del mundo, en & cuadro 5 se presentan resumidas las de importancia en todo
el continente Americano.

A continuacion se muestran las que afectan principal mente a Litopenaeus vannamei:
2.8.1.1 Virusde Sindrome dela Mancha Blanca (White spot syndrome virus, WSSV)

Nombre de la enfermedad: En la literatura (principalmente la referencia de los primeros
reportes de esta enfermedad) se hace mencién a por lo menos tres “virus” dentro del
complegjo del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Hoy en dia se sabe que todos son en

realidad el mismo agente. Estos son:

HHNBYV: “Hypodermal & hematopoietic necrosis baculovirus” (baculovirosis de la
necrosis hematopoyética e hipodérmica); SEED= “Shrimp Explosive Epidermis Disease”
(enfermedad explosiva de la epidermis del camardn); “China virus disease” (enfermedad
del virus de la China).

RV-PJ = “Rod-shaped nuclear virus of Penaeus japonicus” (virus intranuclear

cilindrico de Penaeus japonicus).

SEMBV = “Systemic ectodermal and mesodermal baculovirus” (baculovirus
sistémico del ectodermo y del mesodermo); enfermedad roja; enfermedad de las manchas

blancas.

WSBYV = “White spot baculovirus” (baculovirus de la mancha blanca); sindrome de

|a mancha blanca; enfermedad de la mancha blanca.

Hoy en dia también se sabe que no se trata realmente de un baculovirus sino de un virus
completamente diferente, con caracteristicas propias y para € cual se ha propuesto la

creacion de una nueva familia que llevard el nombre de familia Nimaviridae.
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Agente: virus de doble cadena de ADN; presenta forma eliptica a cilindrica, membrana
trilaminar y los viriones tienen un tamafo de 80-120 x 250-380 nm. En preparaciones
teflidas negativamente, es posible observar la presencia de un apéndice o “cola”. El genoma
tiene un tamafo aproximado de 290 kbp, 1o cua lo hace uno de los virus mas compleos

que infectan a camaron.

Signos clinicos de importancia diagnostica: Se ha reportado que durante la fase aguda de
la enfermedad, |os camarones tienen amostrar una reduccion en el consumo de alimento, se
vuelven letargicos, la cuticula se desprende facilmente y presenta manchas blancas (de ahi
el nombre dado ala enfermedad) de aproximadamente 0.5 a 2.0 mm de diametro, |as cuales
Son mas conspicuas en la parte interna del caparazon. Es posible que las manchas blancas
representen depodsitos anormales de sales de calcio en € epitelio cuticular. En muchos
casos, como sucede con |os pendidos americanos, |os camarones moribundos presentan una
coloracion rosada a rojiza (de ahi el nombre de la “enfermedad roja”) debido a la expansion
de cromatoforos del epitelio cuticular. En estos casos, |a presencia de manchas blancas es
limitada o ausente. Las poblaciones de camardn que presentan estos signos clinicos tienden
aexhibir Altas tasas de mortandad acumulada, alcanzando hasta el 100% de 2 a 10 después

de que se observan los primeros signos (Pantojay Litghner 2008).
2.8.1.2 Virusde Sindromede Taura (Taura syndromevirus, TSV)

Nombre de la enfermedad: Virus del Sindrome de Taura (TSV); Sindrome de Taura (TS);

enfermedad de Taura; enfermedad de la colaroja.

Agente: Debido a que presenta las siguientes caracteristicas, e virus del sindrome de Taura
ha sido clasificado tentativamente como un miembro de la Familia Picornaviridae: posee
una morfologia icosahédrica, las particulas tienen un didmetro promedio de 30-32
nandémetros, tienen una densidad de 1.337 g/mL, € tipo de replicacion es citoplasmico, los
sitios de replicacion son Feulgen negativos, contiene ARN de una sola cadena con una
longitud de aproximadamente 9kb y la capside estd compuesta de tres proteinas
estructurales principales (49, 36.8 y 23 kDa) y dos secundarias (51.5y 25.5 kDa).

Signos del sindrome de Taura: Este sindrome es muy conocido en la crianza de L.

vannamei pues se desarrolla en esta fase, ocurre de los 14 a los 40 dias después de la
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siembra de las postlarvas en los estanques. Por o tanto, los camarones afectados tienden a
ser tipicamente juveniles de aproximadamente 0.05 g a menos de 5 g. Los camarones mas
grandes también pueden ser afectados, especialmente si nunca han sido expuestos al virus.
La enfermedad exhibe una fase aguda y otra de recuperacion (cronica), las cuaes pueden

distinguirse asimple vista.

Fase Peraguda/aguda: en los camarones moribundos, durante la fase peraguda de
la enfermedad, los signos observables a simple vista incluyen expansion de los
cromatoforos rojos, 1o cual le imparte al camardn una coloracién general que va de
rosada a rojiza y a los uropodos una coloracion roja (de ahi € nombre de la
enfermedad de la cola roja). Los animales en la fase peraguda tienden a morir
durante la ecdisis (proceso de muda). En estos animales, cuando se examina con
mas detenimiento €l epitelio cuticular, por ggemplo de un apéndice (en la punta de
los uropodos o de los pledpodos, por gjemplo), es posible observar evidencia de
necrosis multifocal del epitelio. Los camarones que muestran estos Signos
peragudos, generalmente también tienen la cuticula suave, € intestino vacio y se
encuentran en el estadio “D” del ciclo de muda (ecdisis). Los animales con
infeccion peraguda severa mueren tipicamente durante la ecdisis, lo cual sugiere que
el proceso de muda es una parte importante de la patogénesis del sindrome de

Taura

Fase cronical/recuperacion: en los estanques, cantidades bajas 0 moderadas de
camaron tienden a presentar lesiones multifocales melanizadas del tipo de la
enfermedad de la concha. Los camarones en esta fase de la enfermedad pueden o no
presentar su cuticula blanda y expansion de los cromatoforos rojos. Es posible

observar atales camarones comportandose y alimentandose normal mente.

Estos camarones son sobrevivientes de la etapa peraguda o aguda de la enfermedad, 1os
cuales a haber mudado exitosamente muestran las lesiones melanizadas en vias de
recuperacion. Aunque una epizootia de sindrome de Taura puede resultar en mortandades
acumuladas que van del 80% al 90% de la poblacion en un estanque, los sobrevivientes
tipicamente muestran supervivencias de 60% o més al tiempo de la cosecha. (Pantoja y
Litghner 2008)



22

2.8.1.3 Virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Infectious

hypoder mic and hematopietic necrosisvirus, IHHNV)

Nombre de la enfermedad: Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
(enfermedad IHHN); sindrome de la deformidad y enanismo (runt deformity sindrome o

RDS); virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyéticainfecciosa (IHHNV).

Agente: IHHNV es un pequefio parvovirus (diametro promedio de 22nm) constituido por

una cadena sencillade ADN.

Signos clinicos. es tipicamente una enfermedad de tipo cronico. El sindrome de las
enfermedades y €l enanismo (RDS) que afecta a esta especie ha sido ligado a IHHNV.
Tipicamente los juveniles afectados por RDS exhiben rostros doblados o deformes, antenas
arrugadas, caparazon aspero o rugoso y otras deformidades. Las poblaciones de juveniles
con RDS exhiben tipicamente una distribucion de tallas relativamente amplia con una
proporcion de tallas pequefias (enanos) mucho mayor de lo normal. El coeficiente de
variacion (CV= la desviacién estandar dividida entre el promedio de diferentes grupos de
tallas dentro de una poblacién dada) de una poblacion con RDS es tipicamente mayor de
30% y puedeincluso llegar a 50%, mientras que en poblaciones juveniles libres de IHHNV
(y por lo tanto RDS) los CV’s son de entre 10% y 30% (Pantojay Litghner 2008).

2.8.1.4 Virusde sindrome dela cabeza amarilla (Y ellow head syndromevirus, YHV)

Nombre: enfermedad de la cabeza amarilla, enfermdedad (YH) o enfermedad de P.

monodon.

Agente: virus de la cabeza amarilla (YHV). Antes los investigadores consideraban al virus
un baculovirus, pero luego de una caracterizacion detallada, ya no es considerado como uno
yaque no contiene cdADN (cadenadoble de ADN), sino csARN (cadena sencillade ARN).
El virus de la cabeza amarilla es un virus de ARN de cadena sensilla que tiene forma
cilindrica, presenta una envoltura y es de replicacion citoplasmica. Los viriones tienen
formacilindricay varian en tamafio en un rango de 150nm a 200nm de longitud por 40nm a
50nm de ancho. Las estructuras que posiblemente sean las nucleocépsides (yo formas
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aberrantes de nucleocapsides) miden aproximadamente 15nm de didmetro con longitudes

variables de hasta aproximadamente 800nm de largo.

Sintomas. aunque la enfermedad es de importancia para cultivos intensivos de cultivo de P.
monodon, se ha demostrado experimetalmente que YHV puede infectar en los estadios

juveniles de P. vannamei, observandose relativa resistencia en los estadios ya de postlarva.

Existen ciertos signos clinicos caracteristicos que pueden observarse en P. monodon cuando
esta infectado: durante varios dias, los juveniles y subadultos (especialmente durante los
50-70 dias de cultivo) en estanques intensivos de cultivo, muestran un incremento anormal
y abrupto en € consumo de alimento. Posteriormente, los animales dgan de alimentarse
completamente y dentro de un plazo de un dia es posible observar algunos camarones
moribundos nadando |entamente cerca de la superficie en las orillas de |os estanques. Estos
camarones moribundos pueden llegar a exhibir una coloracion amarillenta del cefalotérax.
El nUmero de camarones mostrando signos similares incrementa dramaéticamente en €
segundo dia y para € tercero, después de haber cesado de alimentarse, comienza una
mortalidad masiva, resultando tipicamente en la pérdida de todo e estanque. Los
camarones moribundos pueden llegar a presentar con frecuencia uno o mas de los
siguientes signos. palidez corporal generalizada en combinacion con una coloracién
amarillenta del cefalotdrax; branquias blanquecinas o de color amarillo pdlido a café

hepatopancreas de color amarillo paido (Pantojay Litghner 2008).
2.8.2 Enfermedades bacterianasen lalarvicultura

Los problemas ocasionados por bacterias en los sistemas de cultivo larvario han sido
considerados como los principales causantes de mortalidades. Uno de los principales
patdgenos gque se encuentran en este tipo de sistemas son las bacterias pertenecientes al
género Vibrio, registradas en casi todos los lugares donde se cultivan larvas (Lightner,
1993, Lightner y Redman, 1998). Sin embargo, es necesario recordar que, hasta €
momento, las infecciones que se han presentado en la larvicultura son ocasionadas por
bacterias oportunistas que infectan a las larvas cuando se han debilitado por algun otro

factor bidtico o abidtico. Basicamente, se pueden diferenciar dos enfermedades causadas
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por este género: la enfermedad causada por bacterias luminiscentes y la enfermedad de
“bolitas blancas" (Gomez-Gil et al, 2001).

Las bacterias del género Vibrio, son consideradas como oportunistas, localizadas
principamente en € tracto digestivo, branquias y cuticula de camarones penaeidos y
ocasionalmente en hemolinfa, ya que en presencia de otros factores estresantes, pueden
desencadenar €l desarrollo de infecciones en los organismos tales como vibrioss,
hepatopancreas edematoso y necrético con un alto grado de vacuolizacion en las células B

en larviculturay engorda.

Este tipo de bacterias causa infecciones letales a interactuar con factores nutricionales,
bi6ticos, abidticos, genéticos e inmunol 6gicos. Las especies causantes de altas mortalidades
en las granjas camaronicolas son: Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi, y
Photobacterium daunselae y las especies que tienen cepas patdgenas reportadas en los
laboratorios causantes de mortalidades en larvas y postlarvas son: V. harveyi, V. splendidus
y Vibrio sp. Aunque también son reportadas pero de manera ocasiona en laboratorios y
granjas de camarén Photobacterium damselae, V. fluvialisy Vibrio sp (CYTED, 2009).

2.8.2.1 Bacterias luminiscentes

Esta enfermedad ha sido responsable de reducciones de hasta un 70% en |la productividad
de laboratorios. Durante los episodios de alta mortalidad se han aislado las especies
principalmente Vibrio harveyi y V. splendidus, sin embargo, laidentificacion de bacterias a

ser realizada puede ser deficiente.

Signos clinicos. Las larvas infectadas por este tipo de bacterias presentan una colonizacién

masivaen los apéndicesy en € inicio del tracto digestivo y region oral.

Posteriormente, conforme la infeccion avanza, las bacterias van colonizando e intestino
medio y el hepatopancreas para terminar en una septicemia generalizada (Lightner 1993).
Un analisis mediante microscopia Optica revela densos cumul os de bacterias en e hemocele
de larvas moribundas (Lavilla-Pitogo, 1995). En la noche se pueden apreciar las larvas con
luminiscencia causada por este grupo de bacterias, pero es necesario observar s la

luminiscencia esta en las larvas o adherida a particulas, y no en € agua.
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Diagnostico. Para e diagnostico de esta enfermedad, es necesario aidar la bacteria
responsable a partir de larvas moribundas que presenten un cuadro clinico caracteristico. El
aislamiento se realiza a sembrar en agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) un
macerado de larvas previamente desinfectadas en su exterior. Una gran abundancia de
colonias luminiscentes, cercana a 100% y preferentemente de color verde, es indicativo de
esta enfermedad.

La identificacion de las bacterias responsables no es tan importante, ya que existen
virtualmente decenas, sino es que cientos de cepas de una misma especie, y cada una de
ellas, puede tener factores de virulencia distintos. Asi, es natural que una cepade V. harveyi
sea précticamente inocua para los camarones y otra cepa sea altamente patdgena. Hasta €
momento no hay una forma confiable de conocer la cepa patdégena, salvo realizando
bi oensayos, mismos que suelen presentar resultados erraticos (Gomez-Gil et al, 2001).

Tratamiento. Al ser este tipo de infeccion de origen bacteriano, su tratamiento se realiza
mediante e empleo de antibidticos, con la previa realizacion de antibiogramas para su
seleccion. Se ha observado |a répida formacion de resistencia de | as bacterias |uminiscentes
a diversos antibi6ticos empleados. En 1990 la eficacia de varios tratamientos antibiéticos
demostré ser deficiente (Baticados et a., 1990), siendo cloramfenicol y algunos
nitrofuranos rel ativamente eficaces, aungue actualmente el uso de estos esta prohibidos por
laFDA (Food and Drug Administration).

2.8.2.2 Balitas blancas

En e lumen o la luz de los tubulos del hepatopancreas, se ha observado la presencia de
pequefias formaciones blancas, que han sido llamadas “bolitas blancas”, dichas bolitas son
células descamadas del hepatopancreas o hepatocitos hipertrofiados y redondeados que se
ven como formaciones esféricas. Esas células a menudo llegan a ser vistas en € tracto
digestivo. Se piensa gque las bolitas son una reaccion a la presencia de toxinas bacterianas
(principalmente de Vibrio sp.) y de manera menos comun, a efecto de metales pesados.
Muchos laboratorios de produccién de postlarvas han detectado casos de la enfermedad
conocida como sindrome de Zoea Il en donde han sido observadas “bolitas blancas”. Vibrio
alginolyticus ha sido registrado en las larvas con €l sindrome de Zoea Il y mientras que V.

alginolyticus y V. harveyi han sido asociados al sindrome de “bolitas blancas”. Este
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sindrome se ha relacionado con € desarrollo de luminiscencia, con reduccion de la tasa de
alimentacion, nado lento, reducida respuesta de escape y altos porcentagjes de mortalidad
(Gomez-Gil et al, 2001).

2.8.2.3 Bacterias filamentosas (Leucothrix mucor)

Son organismos Gram-negativos, estrictamente aerdbicos, constituidos por largos
filamentos no ramificados compuestos de pequefias células ovoides o cilindricas
fuertemente adheridas a substratos vivos o inertes. Esta bacteria de longitud variable y dos
micrometros de diametro, no penetra en la cuticuladel crustéceo. Estos organismos se fijan
principamente en la cuticula, branquias, pledpodos y peridpodos de las larvas, juveniles y
adultos. Estos organismos en grandes cantidades llegan a generar dificultades en la
respiracion, alimentacion, locomocion, muda, reproduccion y provocan la muerte de larvas,

postlarvas, juveniles y adultos.

L as bacterias filamentosas, causan altas mortalidades principalmente en larvas y postlarvas

gue se enredan en los filamentos, haciendo dificil su movimiento.

Signos clinicos. En estados medios y avanzados, las branquias se observan de color café
claro a oscuro. En estado avanzado impiden € intercambio gaseoso provocando con esto la
muerte del tejido (necrosis multifocal), intestino inflamado y en algunos casos, dejan de

comer y se observa el intestino vacio con infeccion bacteriana.

Diagndstico y control: Para detectar la presencia de las bacterias filamentosas por andlisis
en fresco, se toman muestras de branquias, cuticula, region ora y pledpodos. Se observan a
microscopio compuesto con objetivos de 40x y 60x |os filamentos de diversos tamarios de

L. mucor.

Por histopatologia con tincion de hematoxilina-eosina, en branquias, cuticula y apéndices,
se observan las formas bien definidas de L. mucor, con presencia de melanizacion y
necrosis. En algunos organismos con intestino inflamado se observa gran infiltracion de
hemocitos. Para e control se requiere mantener una buena calidad de agua de cultivo con
excelente produccion de fitoplancton para que dichas poblaciones compitan por los
nutrientes disponibles con L. mucor (CY TED, 2009).
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Cuadro 5. Enfermedades de mayor importancia en la camaronicultura de las

Américas. (Pantojay Lightner, 2008)

Enfermedad de origen viral Enfer(r)r;ieéj;d% de Otras enfermedades

bacteriano/fungico

WSSV
Epicomensales:
sV Vibriosis: -Leucothrix
- dstémica/entérica mucor
BP (Baculovirus penaei disease) - vibriosislarvaria -Protozoarios
peritrichidos

: : NHP (Necrotizing
YHV (Yellow head virus disease) hepatopancreatitis di ) | Gregarinidos

IHHNV Espiroplasmosis
HVP Microsporidiosis
(Hepatopancrestic parvovirus disease) P
IMNV . . -
. . . Micosis larvaria Deshalances nutricionales
(Infectious myonecrosis virus disease)
PVNV fusariosis Sindromes téxicos

Sindromes ambientales

29 PROBLEMASASOCIADOSAL USO DE ANTIBIOTICOS

El empleo de antibiéticos durante la produccion y elaboracion, pero principalmente su uso
profilactico y terapéutico, han sido las bases para € tratamiento de enfermedades
bacterianas en la acuicultura, pero estos no han sido usados de forma responsable, por 1o
que €l control de su empleo no genera la garantia debida de prevencidn de riesgos para los
seres humanos. El uso irresponsable en todos los sectores de produccién ha sido ya
planteado por diferentes Gobiernos, la FAO, la Organizacion Mundia de la Salud (OMS) y
la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), denotando laimportancia del riesgo potencial
para la salud publica. El riesgo existe cuando se consumen antibiéticos en dosis no
especificadas e ingeridos no intencionalmente como residuos en los tejidos animales, |o que

evitala posibilidad de cuantificar cuanto se haingerido de cierto antibiético o poder vigilar
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la cantidad consumida, llevando a problemas directos como la anemia aplasica, que se dice
estar asociada con el cloramfenicol. Ademés cabe mencionar que € consumo ho
intencionado provoca € desarrollo de resistencia de bacterias patdgenas para los seres
humanos. Al reconocer estos efectos, directos e indirectos en la salud humana, ha dado
lugar a prohibiciones del uso de algunos antibiéticos en la produccion de alimentos de
origen animal, especia mente de aquellos antibiticos de los que no es posible determinarse
niveles inocuos de residuo (FAO, 2002)

Seguin la FDA, 2002, los siguientes medicamentos estan prohibidos en el uso de cria de

animales en los Estados Unidos;

e Cloramfenicol e Fluoroquinolones
e Clembuterol e Glicopéptidos
¢ Dietilstilbestrol (DES) e Medicamentos de sulfamida en

e Dimetridazol vacuno lactante (excepto € uso

aprobado de sulfadimetoxina,
* Ipronidazol sulfabromometacina y

e Otros nitroimidazoles sulfaetoxipiridacina

e Furazolidona, nitrofurazona, otros

nitrofuranos

Segin Toledo et al., 2007, se mencionan diversos problemas que pueden causar los

antibioticos u otros quimicos relacionados:
2.9.1 Desarrollo delaresistencia a los antibiéticos

Las bacterias pueden desarrollar rpidamente resistencia a los antibidticos por lo que la
rotacion de estos compuestos para € tratamiento de infecciones bacterianas es atamente
recomendable. La creacion alaresistencia bacteriana tiene 2 efectos. El primero de ellos se
refiere ala viabilidad del proceso de cultivo en las granjas ya que disminuye la poblacion
bacteriana durante € tratamiento, pero cuando ese termina aumenta su concentracion,

rebasando los niveles pretratamiento, ademés las bacterias que en ocasiones han creado



29

resistencia, salen de lagranjaatravés delos efluentes y el segundo alasimplicacionesen la
salud humana (Sanchez, D. 2003).

2.9.2 Persistencia delosresiduos en e ambiente

La persistencia depende del tipo de compuesto y de las condiciones ambientales presentes.
Algunos antibiéticos tienen una vida media menos a un dia pero hay otros como las
oxitetraciclinas que pueden resistir por 6 meses. Es dificil establecer la naturaleza y
severidad de los efectos de las sustancias quimicas en € ambiente, ya que los resultados de
laboratorio donde se simulan condiciones reales no siempre concuerdan con las condiciones
en campo (Toledo et al., 2007).

2.9.3 Efectos en la comunidad microbiana

El uso continuo de antibiéticos puede llegar a afectar |la composicion de la flora bacteriana.
Un cambio en la estructura de la comunidad bacteriana puede llegar a interferir en el ciclo
de algunos nutrientes. En un estudio donde se realizaron mediciones de abundancia
bacteriana y presencia de antibidticos, se observo que en 2 dias de aplicar aimento
medicado, la abundancia de bacterias disminuyo a una tercera parte de la inicia; la tasa
tardo 2 meses en recuperar los niveles de tratamiento (Toledo et al., 2007).

2.9.4 Impacto en la acuicultura

El uso de sustancias quimicas en la acuicultura puede afectar negativamente a granja y
laboratorios (Toledo et al., 2007).

2.9.5 Efectos en la salud humana

Existen pocos estudios acerca de la eliminacion de antibiGticos en e tegjido de los
organismos. Informacion de especies tropicales acerca de la persistencia de medicamentos,
indica que esta puede ser de horas a dias e incluso semanas. Los riesgos a la salud humana
al consumir estos animales pueden incluir alergias, desordenes neurosensoriales
(kanamisina), aplasia de la medula 6sea (cloramfenicol), alergias (eritromicina), desérdenes
renalesy alergias (sufasy trimetropim).
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No cabe duda que al usar sustancias quimicas en la acuiculturatiene desventgjas y se deben
buscar opciones viables como el uso de técnicas aternativas como lo son los probidticos
para atacar las infecciones en las especies (Toledo et al., 2007).

Anteriormente en la Estacion se utilizaban los siguientes medicamentos y quimicos para

prevencion y tratamiento en las larvas (Meléndez, R.)*:

Cuadro 6. Antibidticosy reactivos empleados en L os Cobanos

Nombre Dosis por tonelada de agua
% Verde de malaquita 0.001mg
s Formalina* 1-20 partes por millén
o Y odo* 1-2 partes por millon
g Sulfalamine 0.5mg - 1gr
& | Oxcitefraciclina 0.1-1gr
<
< Furazolidone 1-5gr

* AUIn utilizados.

2.10 PROBIOTICOS

El aumento en la resistencia microbiana en cuanto al uso de antibioticos, su efecto a
medioambiente y el control mas estricto de diversas autoridades, ha disminuido € uso de
estos en la acuicultura. En respuesta a esta nueva dinamica, se ha mangjado la idea de
utilizar microorganismos benéficos o amigables como medida para disminuir y/o eliminar
las enfermedades, aumentar la sobrevivencia y mejorar € crecimiento de las larvas
juveniles y adultas, a este tipo de productos se les denomina probidticos (Aguirre y Asencio
2003).

Seglin Aguirre y Asencio este tipo de productos se utilizaron inicialmente en la produccion
pecuaria. Sin embargo en la Ultima década estos se han empezado a utilizar en agunas

especies acuaticas como lo son latrucha, e salmon, camarén, ostion etc. Pudiendo resolver

4 Meléndez R., 30 de agosto de 2012. Antibidticos usados en Larvicultura (entrevista). Sonsonate, El Salvador.
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algunos problemas que generalmente se presentan en los laboratorios de produccion de

larvas y en las granjas de cultivo.

En acuicultura, los probidticos son usados por adicién a agua de crianza o por la
introduccion de cepas seleccionadas dentro del tracto digestivo del predador via alimento
inerte (pellets secos) o via aimento vivo (rotiferos, artemia) (Mahious y Ollevier, 2005).
Esta ultima via es |lamada bioencapsulacion que es un proceso mediante e cua un
organismo Vvivo incorpora un determinado producto o agente bioencapsulante via oral, de
esta forma, dicho organismo se convierte alos efectos préacticos en una capsula viva (Castro
et al., 2005).

2.10.1 Origen

El término describe todo aquello elementos como bacterias, microalgas que pueden ser
suministrados en la dietas, directos en € medio o a interior del organismo como

probi6ticos (Aguirre, 2003).

En Bulgaria existia un increible nimero de personas centenarias, a pesar de ser uno de los
paises europeos mas pobres. La razon para esa extraordinaria longevidad no podia ser
tampoco la calidad de sus servicios médicos. Pero, |o que era evidente era que los bulgaros
consumian grandes cantidades de yogur, que contiene bacterias fermentantes lacticas.
Metchnikoff fue un zodlogo y microbidlogo ruso (1845-1916) el cual le llamo la atencion
la situacion y logré aidar la bacteria responsable de la produccién del yogur y la utilizo

para sus investigaciones. Erad inicio oficial dela Probidtica.

Metchnikoff se volvié un firme defensor del concepto que la dieta puede proteger el cuerpo
de lainvasién de patdégenos y en consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida. Fue
la primera persona en desarrollar un preparado terapéutico utilizando lactobacilo en forma

de cdpsula paraingerir oramente denominado Lactobacillin.

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primeravez e término de Probiético, para nombrar
alos productos de la fermentaci6n gastrica. Esta palabra se deriva de dos vocablos, del |atin
“pro” que significa por o en favor de, y del griego “bios” que quiere decir vida.
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Esta definicion fue modificada y se redefinidé e término de probidticos como
microorganismos y compuestos que participan en el balancey desarrollo microbiano
intestinal. En 1989 R. Fuller definid a los Probidticos como: "Aguellos microorganismos
vivos, principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la
dieta y que afectan en forma beneficiosa a desarrollo de la flora microbiana en €
intestino”.

Y en 1998 €l ILSI (International Life Science Institute, de la Union Europed) en Bruselas
definié a los probidticos como microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en
cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, o que va més alla de los
efectos nutricionales convencionales. Afectan beneficiosamente a una o varias funciones
del organismo. Proporcionan un mejor estado de salud y bienestar y/o reducen €l riesgo de
enfermedad.

2.10.2 Modo de accién de los probidticos

Se han propuesto varios mecanismos de accién en la efectividad de los probidéticos para
mejorar la resistencia del huésped contra organismos patégenos. Los mecanismos como
estimulacion de la inmunidad y produccion de enzimas digestivas para la degradacion de

nutrientes (Fuller, 1989; Wang et al.), tendran unaintervencion directa en el huésped.
L os probiéticos acttan de la siguiente manera:
2.10.2.1 Exclusion competitiva

Es un proceso natural que se realiza entre dos 0 mas especies que compiten entre si por
alimento, nichos ecoldgicos entre otros. Este es un principio que explotan |os especialistas
en probidticos, dado que a proporcionar un microorganismo benéfico (probidtico) al medio
donde se encuentran las larvas, juveniles o adultos se ve disminuida la proporcion de
baterias patdgenas que pueden presentarse, sin mencionar ademas la capacidad que poseen
los probidticos para competir por espacio de crecimiento en el medio y en las superficies

solidas ddl cultivo.
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Este punto ha sido considerado de gran importancia segun Fuller, 1989; Wang et a. y
Gatesoupe, 1999, pues sostienen que ésta sustitucion se lograria por la produccion de
compuestos antibacteriales, competicién por nutrientes o por sitios de adhesion.

2.10.2.2 Produccién de antibiéticos

Existen algunos probidticos que trabajan en base a su capacidad de producir sustancias
antimicrobianas. Por gemplo se ha demostrado que algunas cepas de Lactobacillus
acidophilus producen antibiéticos como acidophilis, lactolin y acidolin, este Ultimo ha sido
investigado y se ha observado que tiene una alta actividad contra bacterias enteropatdgenas
como pueden ser Escherichia coli, Salmonella typhimuriun, Saphylococcus aureus y
Clostridium perfringens.

2.10.2.3 Absorciéon de nutrientes

Cuando se iniciaron los estudios sobre la flora bacterianas que existen en e tracto
gastrointestinal, y al comprobar que ellos juegan un papel muy importante en la digestion,
absorcion de los nutrientes, en la salud del huésped y que ademés tenian otras actividades
funcionales dentro del organismo, se vio laimportancia de que fueran |os microorganismos
benéficos los que proliferan en @ tracto gastrointestinal, existen algunas especies en donde
se observa que €l tiempo que el aimento pasa en € tracto gastrointestinal es tan bgjo, que
los microorganismos tienen poca oportunidad de actuar sobre él; por tal motivo deben ser
seleccionado cuidadosamente. Es importante tomar en cuenta que € tracto gastrointestinal
de algunos organismos acuéticos mantiene un equilibrio entre organismos benéficos que
normalmente colonizay viven en su epitelio intestinal y 10s organi smos pat6genos.

Cuando e organismo es joven es altamente deseable que 10s microorganiSmos que primero

se establezcan sean benéficos.
2.10.2.4 | nmunoestimulacion

La estimulacién temprana del sistema inmunol égico, es otro de los factores sobre € cua
actian algunos probidticos. Cuando € sistema inmunoldgico esta bien desarrollado, los

problemas de enfermedades bacterianas se ven restringidas, sin embargo €l estrés, en todas



34

sus formas, puede disminuir la respuesta inmune de los organismos, aumentando las

probabilidades de contraer enfermedad.

2.10.2.5 Disminucién de enfer medades

La propiedad de poder disminuir o eliminar la incidencia de algunos grupos bacterianos, y
por consiguiente algunas enfermedades que comuUnmente se presentan los organismos
acuaticos, es uno de los principales propositos por la cual trabajan los probidticos, quienes
actuan principalmente contra el género Vibrio y alguna otra bacteria patdgena u oportunista
(Escherichia coli, Salmonella typhimuriun, Saphylococcus aureus y Clostridium
perfringens). Cabe recordar que los laboratorios de produccion de larvas, utilizan
microalgas y artemia como alimentos (Gullian, 2001).

2.10.3 Ventajas del uso de probidticos

Seguin larevista FeedMix Vol.15 no.1 (2007), existen muchos aspectos positivos a uso de
probidticos. Los probidticos cuando se aplica a través del alimento (a nivel de granjao en
la planta de alimentos), viene siendo evaluada en el engorde de camardn (Litopenaeus
vannamei, L. stylirostris y Penaeus monodon) en Asia, la region Pacifico y Latinoamérica.
La aplicacion de estas bacterias (concentracion de 1 x 107 a 1.5 x 108 UFC/g de alimento
seguin las condiciones de crianza) en asociacion con una adecuada gestion de estanques, ha

conducido a beneficios marcados paralos productores:

Crecimiento més répido: Cientificos de IFREMER® mostraron que, en experimentos
controlados con replicas, hubo un significativo incremento en la tasa de crecimiento cuando
la cepa de Bacillus fue mezclada con € aimento, antes de ser proporcionado a camaron
(Moriarty et al., 2006). Similares mejoras en las tasas de crecimiento fueron registradas
con L. vannamel bajo condiciones comercial en Ecuador y Brasil, en un periodo 6 meses es

decir un ciclo de engorde.

® IFREMER: Instituto Francés de investigacion parala Exploracion del Mar.
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Alta supervivencia La aplicacion de Bacillus conduce a un incremento en la tasa de
supervivencia en todas las especies estudiadas. En una prueba realizada con L. vannamei en
Ecuador (7 estanques con un éreatotal de 96 ha), la tasa de supervivencia se increment6 en
62%. En Vietnam (VinhHauAquaculture Co., Ltd., VinhLoi - BaclLieu), la misma
combinacion de probidticos con nombre comercia Sanolife PRO-1y PRO-2 en e alimento
y PRO-W en € agua, junto con una adecuada gestion de la calidad del agua y un
seguimiento del nivel de salud de los animales, condujo a una cosecha de biomasa 100%

mayor y aunatasa de supervivencia 10% mayor en comparacion con |os estanques control.

Mejor tasa de conversion del alimento: Para las tres especies evaluadas en las tres regiones,

se registré una marcada mejoraen el factor de conversion en unarelacion.

Animales grandes en la cosecha: En una prueba realizada con P. monodon en India (Andrah
Pradesh), la aplicacion de Bacillus sp. condujo a animales con un peso promedio mayor
durante la cosecha. En los estanques tratados, € 25% de |a biomasa fueron animales
grandes (34 g). Una combinacién de una mayor supervivencia con animales méas grandes
conduce a una mayor biomasa y, mas importante, junto con un eficiente uso del alimento, a
mayores ingresos para los productores. En todas estas pruebas, la ganancia neta fue mayor

cuando se usaron |os probidtico.

Mejoran la calidad del agua: Algunos probiéticos son utilizadosen € aguayasea a inicio
de la inclusion de agua en un tanque o cuando se requiera controlar una alza de materia
organica superior a 50 ppm de materia organica o niveles de amoniaco mayores a 2 ppm.
Una elevada proporcion de amoniaco sube el pH del agua de una piscina por encimade 8 y
8.5 dando lugar a un crecimiento excesivo de bacterias tipo Vibrio, las cuaes infectan al
camaroén, especialmente en su tiempo de muda. Estas infecciones oportunistas conducen a
un deterioro de la capacidad inmunolgica, infecciones por otros agentes, incluso €l virus
de la mancha blanca y a incrementos acentuados de mortalidad. Es por ello que las
bacterias usadas como probidticos han sido usadas con éxito. Los probidticos en e agua
hacen que haya un crecimiento limitado de Vibrio, Aeromonas ademas de otros patdgenos

y que exista una reduccién de nitritos, amoniaco y pH.
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Mejoran la digestion de aimentos. los probidticos favorecen en su mayor parte a la
digestion de las proteinas. Se sabe que las moléculas de las proteinas son dificiles de
digerir: con €l aporte de las bacterias probidticas, las proteinas ingeridas se transforman,
gracias a los enzimas proteasicas de los probidticos, en moléculas mas pequefias

(polipéptidos y luego aminoacidos) y por eso més digestibles.

Inhiben los microbios patogénicos: El conjunto de bacterias que vive en € intestino, laflora
0 microbiota intestinal, es muy vulnerable a determinadas condiciones (alimentacion,
estrés, medicamentos, infecciones, edad, clima) Seguin definicion de la FAO los probiéticos
cuando se ingieren en cantidad suficiente, mejoran el balance de la flora intestinal y tienen
efectos beneficiosos. Las acciones que gercen los probidticos pueden resumirse en:
proteccion contra microorganismos ya que posee un efecto inmunomodulador en €
organismo, es decir, que contribuyen a regular € sistema inmune, defendiendo al
organismo de una amplia variedad de agentes patdgenos que pueden ocasionar diferentes
enfermedades (Europa Press, 2010).

2.10.4 Seleccion de cepas para probidticos

De acuerdo con Gomez et al., (1998a) en muchas ocasiones el proceso de seleccion
utilizado, es de connotacion empirica y con limitada evidencia cientifica, y esto
compromete en gran parte |os resultados.

Es importante que las bacterias a utilizar cumplan ciertos requisitos. El potencial de
colonizacion, competencia por los sitios de adhesion, capacidad de incremento de la
inmunidad, son caracteristicas sustanciales que deben ser consideradas en la seleccion
(Gatesoupe 1999; Gomez et al., 2000).

Como se mencionaba anteriormente, estas bacterias deben de ser totalmente indcuas para el
animal, dentro del huésped, deben estar presentes en gran nimero como células viables, y
ser capaces de sobrevivir dentro del 6rgano colonizado. Estas no deben afectar €
crecimiento ni inducir resistencia a antibi6ticos que comprometan laterapia (Fuller, 1989).

Comercialmente, deben ser estables a la hora de amacenarse y permitir su produccién en

grandes volUumenes.
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La experimentacion a escala comercia es definitoria, por ello no debemos conformarnos
con mejorar solo la supervivencia, s no también tener en cuenta que e crecimiento y la
ganancia de peso no se vean afectados.

Lafloranorma del animal es de manera innata, una defensa natural para el hospedero, sin
embargo este concepto hallevado a controversias en la seleccion de los géneros probioticos
para el camaron, ya que entre ellos se encuentran especies patdgenas potenciales (Vibrio
sp.) (Lightner, 1983; Monhey et al., 1994).

La mayoria de los intentos en aislar cepas probidticas, han sido seleccionando bacterias del
medio de cultivo de crustaceos (Nogami & Maeda, 1992; Direkbusarakom et al., 1997;
Tanasomwang et al., 1998; Rengpipat et al., 1998). Otros investigadores han recurrido al
aisamiento de bacterias presentes en del intestino de diferentes especies de peneidos
(Wang et al., fide; Rengpipat et al., 2000).

Dentro de las bacterias aisladas, |la mayoria corresponden al género Vibrio. Se ha reportado
el uso de las siguientes especies. Vibrio alginolyticus (Griffith, 1995; Garriques & Arévalo,
1995), Vibrio fluvialis, Vibrio campbellii (Wang et al., fide), sin embargo se han utilizado
con éxito cepas de Bacillus sp. (Moriarty, 1998; Rengpipat et al., 1998, Rengpipat et al.,
2000) y Thalassobacter utilis (Maeda & Liao, 1992).

Basado en Ramiréz en 2005, bacterias de origen lactico pueden ser utilizadas de igud
forma como probioticos, pues estas fueron encontradas en e intestino del langostino
Litopenaeus vannamel (L.plantarum, L. paraplantarum y Pediococcus parvulus). En un
estudio hecho por Reyes et a en 2008, a emplear la cepa de Lactobacillus casei como
probidtico, mostré en la sexta semana de crianza del camaron de rio Cryphiops
caementarius, € porcentaje de sobrevivencia fue més alto (36.13%) a comparacion de sus
otros dos tratamientos. aplicando otra bacteria como probidtico (S. cerevisiae con un
24.71%) y € control (22.54%). Esta tendencia perdurd hasta los 75 dias cuando las larvas
tratadas con L. casel murieron debido a una enfermedad bacteriana (bacil os Gram negativos
y en estadio megalopa I), aunque de igual forma, estas larvas mostraron mas resistencia,
pues las tratadas con S. cerevisiae (en estadio megalopa 1) y control (estadio zoea 12)
murieron alas 62 dias y 50 dias, respectivamente de la misma enfermedad.
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Si bien Gomez et al., (1998b) demostro la existencia de una diversidad de especies de
Vibrios en € hepatopancreas de camarones sanos de la especie Litopenaeus vannamei,
actualmente no existen reportes de haber utilizado ninglin aislado del hepatopancreas como

probi 6ti co.

2.10.4.1 Colonizacion

Fuller (1989), lo define como: proceso por € cua los microorganismos ingresan en €l
huésped y se mantienen viables, siendo aquellos de rapido crecimiento los que presentan

mayor habilidad de penetracion.

El concepto de colonizacion ha sido bien definido en la literatura, sin embargo poco se ha

probado experimentalmente en camarones.

Este mismo autor menciona que la supervivencia del probiotico dentro del huésped, no sélo
va a depender de su viabilidad y adaptacién a las condiciones del 6rgano colonizado, sino
gue en muchas ocasiones, los microorganismos deben resistir los mecanismos
antibacteriales, enzimaticos y otros procesos que dificultan su llegada alos 6rganos blanco
(intestino). Si bien lograr la colonizacion es el primer paso del proceso, existe otro desafio
que las cepas probidticas deben enfrentar y del cual depende su permanencia en el
hospedero. La capacidad de adherirse a las células colonizadas y multiplicarse es un
aspecto importante a considerar, de estaforma el probidtico lograformar parte del animal a
través de un efecto antagonico. Conocer e tiempo de adherencia, es basico en €
establecimiento de frecuencias de administracion del indculo bacteriano en los sistemas de
cultivo. Asi, aquellas bacterias que se adhieren a las células hospedero, pueden
administrarse aintervalos mas prolongados que aquellas que no se adhieren, pues deben de

ser administradas de manera continua.

La propiedad antagonica ha sido utilizada por varios investigadores en la confrontacion
patdgeno-probidtico. De esta forma, se han realizado pruebas in vitro para la seleccion de
cepas probidticas utilizando bacterias extraidas del medio acuatico del intestino de
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camaron, y probando su efecto antagénico frente a patdgenos de crustaceos (Tanasomwang
et al., 1998; Rengpipat et al., 1998), e incluso de peces (Austin et al., 1995).

La seleccidn de bacterias benéficas como posibles probidticos no esta basado en pruebas de
antagonismo in vitro. Varios autores, han utilizado los porcentges de supervivencia
logrados en € cultivo como pardmetro de decision, asi se evalla la relacion patdgenos-

probi6ticos en el agua.

Los primeros trabajos corresponden a Maeda & Liao en 1992, quienes utilizaron una cepa
de Thalassobacter utilis en larvicultura de Penaeus monodon, obteniendo aumento de la
supervivencia y disminucion en e nimero de colonias de V. anguillarum y Haliphthoros
sp. en & agua. Iguales resultados en supervivencia fueron reportados para larvas de P.
vannamei en laboratorios de produccion de Ecuador (Griffith, 1995; Garriques & Arévalo,

1995), considerando también el concepto de sustitucion de especies bacterianas.

Como método de identificacion, se han utilizado pruebas biogquimicas (Rengpipat et al.,
1998; Rengpipat et al., 2000) y técnicas de identificacion antigénica determinando
porcentajes de colonizacion (San Miguel, 1996; Zherdmant, 1996).

2.10.4.2 Estimulacion de larespuesta inmune

La estimulacion del sistema inmune por la utilizacion de cepas probidticas ha sido
reportado por Famularo et al., (1997) y Gatesoupe (1999) como una caracteristica a

considerar en la seleccion de las bacterias.

La inmunoestimulacion, es una alternativa para mantener el sistema de defensa activo,
aumentando asi la resistencia a virus o controlando poblaciones bacterianas patégenas, que
puedan afectar la salud del hospedero.

En los camarones, varios compuestos microbiales se han presentado como principales
estimulantes de las funciones celulares, entre ellos B-glucanos (BG), lipopolisacaridos
(LPS) y peptidoglucanos (PG). Estos compuestos pueden activar directamente funciones
celulares, aunque la participacion de las proteinas del plasma mejora la eficiencia de la
respuestainmune (Vargas-Albores et al., 1998).
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Los BG estan presentes en la pared celular de levaduras y hongos, los LPS son los
principales componentes de la pared celular de las bacterias Gram (-) siendo considerados
por ciertos investigadores, herramientas potenciales en la prevencion de enfermedades
(Newman, 1996). Los PG proceden de la pared celular de bacterias Gram (+) y han sido
objeto de investigaciones para evaluar |a potencia de su administracion, contralavibriosisy

contrael virus de lamanchablanca (Itami et al., 1998).

La mayoria de trabgos para probar € efecto inmunoestimulante han sido realizando
bacterina de Vibrios (Sung et al., 1996; Sung et al., 1998), o compuestos extraidos de la
pared celular de bacterias y levaduras (Sung et al., 1994; Song & Hsieht, 1994), pero son
pocos los trabajos que han estudiado e efecto de administrar bacterias probiéticas sobre la

estimulacién del sistemainmune del camardn.

2.10.5 Probiéticos en acuicultura

Una de las dificultades encontradas en la produccion intensiva de huevos y larvas de
invertebrados, ha sido la pobre sobrevivencia y crecimiento a nivel larvario, atribuida al
atagque oportunista de bacterias (Skjermo y Vadstein, 1999; Alabi, 2000), por lo que se
procura € mantenimiento de baa carga bacteriana por diferentes protocolos de
desinfeccion del agua de cultivo, tanto quimicos (glutaraldehido, cloramfenicol, florfenicol
flumequina, trimetrofrim, sulfadiasina), como fisicos (filtracion, irradiacion luz ultravioleta,
ozonacion). Los anteriores métodos de desinfeccion o esterilizacion parcial pueden reducir
o eliminar las bacterias en € agua de los cultivos, sin embargo, estos métodos pueden
alterar € equilibrio entre las comunidades microbianas, favoreciendo la proliferacion de
bacterias oportunistas o0 el desarrollo impredecible de comunidades bacterianas que difieren

de aquellas normal mente encontradas en agua de mar normal (Alabi, 2000).

El uso rutinario de antibiéticos durante la crianza de larvas de peces y otros organismos
marinos se plantea no aconsgable, ya que puede aumentar € riesgo de promover la
resistenciaal antibiotico y adversamente pueda influir en la microflora autoctona de lalarva
(Hansen y Olafsen, 1999; Alabi, 2000), ademés de los efectos adversos a medio ambiente
y salud humana (Lambert, 1999). Al respecto, la Unidn Europea ha regulado y prohibido el
empleo de éstos en organismos para consumo humano (Torkildsen, 1999).
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El empleo de probidticos ha demostrado ventajas en la produccion controlada de
organismos acuéticos en diversas etapas de su desarrollo larval y juvenil, por lo gque la
blsqueda de nuevos probidticos mas eficaces seria un recurso potencia en la acuicultura

marina.

La investigacion de probidticos en la acuicultura se encuentra alin en sus primeras fases de
crecimiento, por lo que mucho trabajo a respecto es necesario. Los principales grupos
bacterianos que se han probado como probidticos en cultivo de peneidos, cangreos,
moluscos (ostion) y peces principamente marinos, han sido Vibrios, Pseudomonas,

Bacilos, Levaduras y Lactobacilos.

El conocimiento sobre la utilizacion de probidticos en la acuicultura es un campo sobre €
cual se requiere aun demasiada investigacion, a fin de contar con ellos como una
herramienta que solucione las grandes tasas de mortalidad en los primeros estadios del
desarrollo larvario de peces, crustaceos y moluscos, por causa de bacterias oportunistas
(Alabi 2000).

Nimrat y Vuthiphandchai (2011) de la Burapha University de Tailandia, hicieron un estudio
de 12 productos probidticos comerciales usados en la cria de camarones del mismo pais, €
objetivo era determinar la calidad de los productos probiéticos empleados en € cultivo de
camarones tailandés en base a dos criterios: la aproximacion de la informacion en las
etiquetas de los productos con respecto a nuimero y tipos de microorganismos, y la
aceptabilidad del numero de microorganismos probioticos en los productos. Nimrat y
Vuthiphandchai concluyeron que Unicamente 2 de los 12 productos evaluados, contenian
los criterios correctos, ademas, algunos de los productos comerciales que probaron, tienen
una alta capacidad para la produccion de amilasa, proteasa y lipasa; sin embargo, ninguno
mostré actividad inhibitoriain vitro contra V. harveyi. Aungque su estudio al ser realizado en
condicionesin vitro, la efectividad de probioticos en situaciones relevantes a la acuacultura,

no concuerdan alas condicionesin vitro.
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3. MATERIALESY METODOS

El estudio se realizo se realizo entre los meses de enero y marzo de 2012, donde la fase de
capacitacion de mangjo y protocolos empleados en la Estacién comprendié del 3 a 16 de
eneroy del 7 a 20 defebrero y, lafase experimenta del 21 de febrero a 9 de marzo.

3.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio fue de tipo descriptivo, experimental, relacional y explicativo através dd cua
se determiné la influencia del uso de probidticos en la sobrevivencia del ciclo larval de

Litopenaeus vannamel y su importancia economica.
3.2 AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion se llevo a cabo en la Estacion de Maricultura Los Cdobanos,
dependencia del Centro de Desarrollo Pesquero, Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
ubicada en el municipio de Acgjutla, departamento de Sonsonate, El Salvador. La estacion
se encuentra ubicada entre los 13°32°40.61°’N y 89°49°23.70°’O, con una elevacion de 4

msnm (figuraA-4 y figura A-5).
3.3POBLACION

La poblacion experimenta estuvo conformada por 3.6 millones de larvas de Litopenaeus

vannamei procedentes de la misma Estacion.
3.4METODOLOGIA DE CAMPO
3.4.1 Tratamiento del agua de mar

Se utilizé un equipo de bombeo consistente en dos bombas, una con capacidad de 15 HP
ubicada a 10m fuera de la puntera del mar y otra de 5HP con las que se extrgo € agua del

mar.

Las pilas donde se recibiéo € agua, fueron lavadas previamente con acido clorhidrico
diluido pararetirar materiales extrafios (polvo, hojas secas, etc.) pues estan ala intemperie.
El agua bombeada se distribuy6 a una bateria de 10 pilas dividida en dos secciones. La
primera seccion consta de 6 pilas, 4 de ellas con dimensiones de 2x10m y 1.2m de
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profundidad, y 2 de 2x5m y 1.2m de profundidad; |a segunda seccion tiene 4 pilas de
1.8x10m y 1.36m profundidad. Todas las pilas tienen capacidad de 20 toneladas donde se

recolectd temporalmente el aguay se aplico € siguiente tratamiento:

El agua paso através de un tubo de 4 pulgadas de diametro para ser recibida en las
pilas ya descritas. Al final de la tuberia, cada pila cuenta con una valvula de paso
donde se sujetaron filtros de doble plancton (1 micra de diametro) para no dar paso
a materiales extranos. Luego se aplicd 2-2.5gr de cloro por tonelada de agua 'y dejo
reposar de 30 minutos a una hora, seguidamente se aplicd 1.5-2gr de tiosulfato por
tonelada de agua y se dgj6 reposar 10 minutos para aplicar luego 5 partes por
tonelada de EDTA para hacer que los metal es pesados se sedimenten.

Antes de introducir €l agua a los reservorios ubicados dentro del laboratorio, se hizo
la prueba con un reactivo llamado OTO Test para detectar residuos de cloro en €l
agua. Este contiene ortotolidine <0.1% y acido clorhidrico 3.7%. Se colocO una
muestra de 5ml de agua ya tratada en un tubo y se agregaron 5 gotas del reactivo. A
los lados de la prueba presenta una escala de colores que indican la cantidad de

cloro existente en e agua (figura 5).

fig. 5Kit de OTO Test

Luego de la prueba de OTO test, e agua pasd a través de un filtro industrial de
arena. Esta arena es especial, pues tiene la funcion de absorber las particulas
extrafias que alin quedaron en e agua por medio de sifén filtrando e agua
nuevamente. En la vavula de las pilas de reservorio, se colocd un filtro de doble
plancton pararealizar el dltimo filtrado antes de depositar €l agua en las mismeas.



3.4.2 Desinfeccion de material delaboratorio

Antes de comenzar €l ciclo larval, todo € material y equipo a utilizar (tuberias, mangueras,
cubetas, recipientes plésticos, mallas y otros) fue sometido a un proceso de limpieza y

desinfeccion.

En las tuberias de oxigeno y agua, se utilizaron 200gr de cloro diluido en 20 Lts de agua
potable, alo cua se agrego un litro de formalina. Esta solucion circula por € interior de la
tuberia por bombeo, luego se deja reposar por dos horas, se enjuaga una vez con agua de

mar tratada y se dejareposar 10 dias.

Para la desinfeccion de los demas materiales, se utilizd un recipiente de 2 toneladas de
capacidad, se emplean 300gr de cloro diluidos en suficiente agua potable para que cubriera
los materiales. Se degjo reposando 3 dias en esta dilucién, luego se lavé con agua de mar
tratada, posteriormente se degjaron a sol durante dos dias y procediendo a guardar hasta que

fueron utilizados.

Deigual formalas pilas de tratamiento de agua y las usadas para sembrar y desarrollar alas
larvas durante €l ciclo son desinfectadas con acido muriatico diluido (1 ¥z Lts de &cido en
10-20 Lts de agua salada tratada), cepilladas y enjuagadas con suficiente agua mar tratada

pararetirar e residuo de acido, pudiendo ser utilizadas inmediatamente.
3.4.3 Cultivo de microalgas

Las microalgas son un grupo variado de plantas microscopicas de diversas formas,
tamanos, que viven en e medio acudético. Estas se encuentran naturalmente en rocas,

flotado en el agua u otros materiales.

Las microalgas aportan diversos nutrientes como proteinas, vitaminas, fibra cruda y
aminoacidos a la larva de camardon. Se empled en la investigacion las del género
Chaetoceros gracilis pues son la base para la alimentacién y produccién de larvas de

camardén marino.
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Seguin FAO (1989), los recipientes de cultivo mas comunmente usados son de materiales
no téxicos como las cagjas de petri, erlenmeyer, matraces ferenback o garrafas, adecuados
para cultivos de |aboratorio.

Para cultivos a gran escala los recipientes de pléstico, madera y concreto son los més
recomendables, incluyendo |os estanques rusticos en éreas rurales, siendo |os sistemas mas

econdmicos.

La cristaleria que se utilizO (beaker, erlenmeyer, probetas, agitador, etc.) pasd por un
proceso de desinfeccion con &cido muriatico diluido, agua tratada y agua potable caliente.
No se debe utilizar ningun tipo de jabén o detergente, pues pueden afectar e cultivo de
microalgas. Luego de la desinfeccion del material, se procedié a la preparacion de

nutrientes para el crecimiento y estabilidad de las microalgas.

Es necesario que para e cultivo se simulen condiciones con diferentes medios en el
laboratorio, estas son soluciones que nutren €l agua de mar previamente tratada. Las

formulas se clasifican en 4 seglin su composicion:
Solucion 1: Nitratos (nitrato de sodio y fosfato de sodio)
Solucion 2: Metasilicatos (metasilicato de sodio)

Solucion 3: Metales traza (cloruro férrrico, EDTA, cloruro de magnesio, cloruro de cobalto,

sulfato de zinc, sulfato de cobre, molibdato de sodio)

Solucion 4: vitaminas (tiamina, cianocobalaminay biotiamina)

Unavez preparadas se colocaron en un autoclave a 121°C durante 40 minutos.
3.43.1Premasivo 1

En un erlenmeyer de 1000ml se colocaron 500ml de agua tratada (filtrada, clorada y
esterilizada con rayos UV), se adicion6 1ml de cada solucion nutritiva y se inoculd un
aproximado de 10 a 100ml de microagas. La cantidad de microalgas que se inocule

dependera de la demanda o urgencia que se necesite.
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Luego de cultivadas, se mantuvieron con luz artificial (Iamparas fluorescentes) las 24 horas
y se agitaron manualmente de 2-3 veces al dia para evitar la sedimentacion de algas
muertas. A medida se multiplicaban las algas en € medio liquido formado por las

soluciones nutritivas, fue necesario cultivarlas en recipientes de mayor capacidad.
3.4.3.2 Pre-masivo 2

Para este proceso se utilizaron recipientes de pléstico con una capacidad de 19.5 Lts
previamente desinfectados (enjuagados con agua de mar tratada y esterilizada, luego se
aplico &cido clorhidrico diluido y se dgjo secar a aire libre). Al cultivo se le agregaron de
13 a 15 Lts de agua tratada y esterilizada, se fertilizd6 con 19 cc de cada una de las
soluciones nutritivas, ademas se inocul6 con 3-5 Lts de microalgas para cada recipiente. Se

degj6 crecer durante 2-3 dias aluz solar directay con aireacion constante (figura 6).

Soluciones
Microalgas rurtritivas

Agua tratada

figura. 6 Esquema de premasivo 2 en cultivo de microalgas
3.4.3.3 Masivo

Primero se desinfecto € tanque de fibra de vidrio donde se cultivo el aga. Este tiene 2m de
diametro, 0.8m de profundidad y capacidad de 2 toneladas. Se utilizé agua de mar tratada y
esterilizada por un filtro de rayos UV, se llend hasta una tonelada para luego inocular 48.75
litros de microalgas. Seguidamente se fertilizd con una solucidn que contenia metasilicato
de sodio, fosfato de sodio, urea, vitamina C y B1. Se dgo incubar 24 horas para luego
subir e nivel del recipiente hasta 2 toneladas y se utilizé 24 horas después en las pilas de
levantamiento larvario (figura 7).
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figura. 7 Inoculacion de cultivo pre-masivo a cultivo masivo
3.4.4 Obtencién de nauplios de artemia.

Desde la fase donde las larvas pasan a mysis, se agregaron a su dieta nauplios de Artemia
salina. Estas se obtuvieron de cistos empacados a vacio procedente de Taiwan, cuya
eficiencia de eclosion es de un 90%, |o que equivale a 280,000 artemias.

Los cistos pasaron por un proceso de descapsulacién, consistente en hacer eclosionar a la
artemia. (figura 8)

a. Cistos b. Artemia descapsulada 24 horas después

figura. 8 Eclosion de artemia

Para esta, fue necesario mantener ciertas caracteristicas. T° = temperatura ambiente,
salinidad = 30 ups, tiempo de 24 horas, oxigeno a saturacion (100%).
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Para |a descapsulacion, se colocaron los cistos en un lumpen, se utilizo 50gr de cloro por
cada 100gr de artemia y agua dulce para desinfeccion y se dgjé reposar 30 segundos.
Luego, se procedid a lavar con agua salada tratada durante de 5-10 minutos para quitar
residuos de cloro. Seguidamente, se llend la incubadora (previamente desinfectada con
acido muridtico y agua salada tratada) hasta 250 litros de agua de mar tratada y se
anadieron los cistos para degjar incubar por 24 horas con aireadores y sin tapar (figura 9).

figura. 9 Incubadoras de nauplios de artemia, en la parte superior tuberia de

aireacion.

Pasado este tiempo, se retiraron los aireadores y se taparon |as incubadoras dejando reposar
de 10-15 minutos, de esta forma la cascara de los cistos flotara y la artemia por su
naturaleza, ird al fondo buscando la luz (el fondo de la incubadora es trandltcido). En la
base de la incubadora se encuentra una vavula, bajo esta se colocé un guacal con un
cuadrante (un cuadro hecho de tubos PVC de 1.27cm) y sobre este un lumpen donde se

recibieron las artemias eclosionadas.

Al tener e lumpen lleno, se lavé la masa de artemias con agua salobre para quitar cualquier
tipo de residuo. La artemia puede guardarse para congelar (se escurre y se coloca en una
bolsa de 5Ibs y se dga congelando durante 24 horas) o, puede darse viva (se coloca en un
recipiente de 19 Lts con aireadores hasta ser suministrada). En lafase de mysis 1 hastaPL 1
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se ofrecio la artemia congel ada ya que estén desarrollando su instinto de caza (la actividad

natatoria de la artemia es més rpida que € delalarva).
3.4.5 Levantamiento larvario dela poblacién experimental en el laboratorio.

Los nauplios se obtuvieron de reproductores criados en la misma Estacion luego de un
aclimatamiento de 15 dias en el area de maduracion. En las hembras se realizé la técnicade

ablacion ocular (figura 10) y se esperd una semana para empezar a cosechar €l nauplio.

figura. 10 Ablacién ocular en la hembra de Litopenaeus vannamei.
En la etapa de levantamiento larvario se realizaron |os siguientes procesos.
3.4.5.1 Desinfeccion

Se desinfecto la tuberia de aireacion gque va en el fondo de la pila dejandose reposar con

acido clorhidrico diluido, luego se enjuago con agua de mar tratada 'y se armo.
3.4.5.2 Control delatemperatura

Se coloco un calentador de agua de 69cm de largo y 2.5cm de diametro y, un termémetro
de 43cm de largo y 1cm de didmetro, ambos ubicados dentro de la pilay suspendidos cerca
de las esquinas sobre un tubo de PV C de 2.54cm, teniendo el cuidado de que no rozaran la
pared ni e fondo de esta.
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El termdmetro y & calentador estan conectados a una caja reguladora de la temperatura, €l
primero controla la temperatura del medio acuético de la pilay € segundo, se encarga de
irradiar calor en e medio acuético. Cuando la temperatura que se marca en la cga es
menor, e termémetro envia la sefial para que € calentador se encienda y llegue a la
temperatura deseada, caso contrario, € termometro enviala sefia para que la caja apague €
calentador.

Se colocé un segundo termometro (de alcohol) de 30cm de largo a otro extremo de la pila
suspendido en € agua. Este se usd para rectificar la temperatura en € medio acuético

durante todo el experimento y tomar datos aproximadamente alas 9pm.
3.4.5.3 Preparacion del material a utilizar por pila

Se mantuvo durante e experimento un recipiente plastico de color blanco opaco para
revisar larvas, un beaker de 500ml para examinar las observaciones del nivel 1 de las
larvas, un rociador con alcohol para desinfectar manos y material, dos filtros para recambio
de agua, dos mangueras para recambio de agua, 2 tubos de PVC para llenado luego del
recambio (regadera hecha con un tubo agujerado de 4m de largo y 1 % pulgadas de
diametro), dos mangueras de fibra de vidrio de 5.08cm de diametro conectadas a un tuvo de
PV C agujerado del mismo didmetro para recambio, un limpiador de paredes, una cubeta,
una tabla para anotacién de datos (Cuadro A-2), plasticos para cubrir las pilas y un lugar de
observaciéon de las larvas (hecho de madera, forrado con material oscuro para poder

observar lalarvadiay noche con ayuda de un foco ahorrativo).
3.4.54 Pilas

Se utilizaron cuatro pilas de concreto de forma rectangular, cubiertas con pintura epoxica
de color blanco, de dimensiones de 2m de ancho y 4m de largo, una profundidad de 2m,
con capacidad para 10 toneladas de agua y, una forma concava en e fondo para facilitar la

limpieza.

Cada pila cuenta con un sistema propio de aireacién formado por tuberias de PV C sujetadas
con abrazaderas atornilladas en el concreto del fondo y previamente desinfectados antes del

llenado, esto promueve un constante movimiento del agua que se obtiene de la forma de
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bombeo antes descrita. El agua que se utilizé para € llenado de las pilas era transportada
por tubos de PVC de 7.62cm ubicados en e borde de cada pila cerca de la pared del
laboratorio. Para distribuirla de manera uniforme, se utilizaron las regaderas.

Cuando se recibieron los nauplios, las pilas se llenaron con agua de mar tratada hasta 6
toneladas con una salinidad de 30 Unidades Practicas de Salinidad (UPS).

3.4.5.5 Siembra de nauplios

L os nauplios eclosionados, son transportados en una cubeta de capacidad de 10 Lts desde la
sala de maduracion, hasta la pila donde se sembraron. Se realizd € conteo de nauplios

sembrados en las pilas.
3.4.5.6 Mango delaslarvas

- Mantenimiento de la temperatura: Se cubrieron las pilas con plasticos previamente
desinfectados con &cido clorhidrico diluido (2 litros de &cido en 20 litros de agua salada) ya
gue la cobertura contribuya a mantener la temperatura del medio. La cobertura pléstica se
mantuvo las 24 horas del ciclo larval desde la siembra hasta que esta mudé a Zoea 1, luego
durante el ciclo se taparon solo por la tarde y noche. Cuando la larva acanza el estadio de
Postlarva 2 (PL 2), se retirG la cobertura pues en esta etapa resiste mas a los cambios de

temperatura.

- Nivel del agua, recambio y sifoneo: Al tercer dialuego de la siembra, se subié € nivel
de las pilas hasta una capacidad de 10 toneladas.

Para el recambio de agua de las pilas, se introdujo alapila el filtro pararecambio y dentro
de este, la manguera de recambio. Por medio de sifén se extraia el agua hasta cierto nivel
considerando ademas si el medio se encontraba muy sucio, €l agua extraida se eliminaba en

el desagiie ubicado al centro del laboratorio para ser colectada en lalaguna de oxidacion.

El recambio del medio acuético de las larvas se hizo cuando se observaron particulas
gruesas de aga adheridas a las paredes de las pilas y una cantidad considerable de heces en
el medio (Cuadro A-4). Este recambio se hizo al principio una vez a dia, cuando la larva

estaba en un estadio de Mysis, se realizO un recambio por la mafiana y tarde. Luego de
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terminados los recambios y antes de subir € nivel de la pila, se utilizd e limpiador de
paredes para retirar excesos de suciedad adheridos a la pared. Este limpiador se
desinfectaba previamente enjuagandolo con agua potable caliente, y después de usado se
enjuagaba con agua sal ada tratada.

Cuando se observaba una capa de sedimento en el fondo de las pilas, se procedia a sifonear
por medio de unatuberia de pvc. Al final de esta se colocaba un cuadrante, un lumpen y un
recipiente para recibir e material sifoneado, de esta forma se capturaban larvas que
pudiesen escapar. Cuando se realiza el sifoneo es necesario que € agua entrante a la pila
sea constante y no se aglomeren las larvas en poca agua; ademés, la tuberia de aireacion

debe cerrarse antes y durante el sifoneo para favorecerlo.
3.4.5.7 Alimentacion:

Cuadro 7. Esquema de alimentacion en € ciclo larval de Litopenaeus vannamel

ESTADIO | CANTIDAD | No. DE VECES
(Lt9)* / DIA
Nauplio 5 1000
MICROALGA Zoeal alll 500 1
Mysis| alll 200-500
O Postlarvala6 |  200-500
T ESTADIO | CANTIDAD | No.DE ]
=3 (9) VECES/ RACION
3 DiA
ARTEMIA Zoealll 5

Mysis| alll 10-15 Congelada®

Postlarva 1 20 4

Postlarva 2 a 25-80 Viva'

6

ESTADIO | CANTIDAD No. DE DILUSION® | DIAMETRO
(9) VECES/DIA (Lts) DEL TAMIZ’
i
£ = | Zoealll 5 2 150
&0 Mysis| alll 8-10 56
=-| [Poslarval 10 4° 56
2 Y | Postlava2a4 10-15 5-10 56
g Postlarva5-6 15-25 Sin tamizar

! as cantidades de microagas se mantenian siempre que hubiera disponibilidad en la Estacion. La
cantidad proporcionada depende del estadio en que se encuentrala larva, en este caso, |0s primeros
estadios necesitan mayor cantidad ya que es su alimentacion principal
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’Horario: 3:00am, 9:00 am, 3:00pm y 9:00pm.

®Disuelto en 10 litros de agua de mar tratada.

“Disuelto en 19 litros de agua de mar tratada.

*Horario: 12amy 12pm.

®En agua salada tratada.

"El alimento se tami zaba antes de diluirlo. 150 Mesh equivalente a 108 micrémetros.
®Horario: 6am, 12pm, 6pmy 12am.

El Mix brindado a las larvas esta formado por componentes esenciales para la nutricion en
el ciclo de levantamiento. Este se divide en dos: mix 1 brindado hasta PL 1, y mix 2
brindado desde PL 2 en adelante.

El aimento era diluido, desde Zoea hasta Postlarva 2-4 pues su presentacion era en polvo,
en un maximo de 10 Lts de agua salada tratada para proporcionar a las larvas aplicando
directamente en las pilas. Al llegar a estadio de PL5, € alimento se daba a voleo (figura
A-1).

3.4.5.8 Limpiezay desinfeccion delas pilas de Tratamiento control

Aplicaciéon de formalina y yodo: se aplicaron 50ml de formalina en la pila 4 pues se
observo presencia de Pseudomona sp., también 50ml a cada una de las pilas testigos luego
de redlizar sifoneo. Se anadieron 5ml de yodo a cada una de las pilas testigo luego de tomar
muestras para enviar alaboratorio.

3.4.6 Preparacion y aplicacion del probidtico

El producto que se utilizd6 se mantuvo almacenado durante todo €l experimento bao

temperatura de refrigeracion (4°C-10°C) en su empaque original (figura A-3).

Antes de manipular los materiales empleados para la preparacion del probidtico, se

desinfectaron las manos con aguay jabon y luego se utilizé acohol gel o liquido.

La preparacion de materiales se realizo en las instalaciones del laboratorio de microalgas en
condiciones asépticas. Los materiades utilizados para la dilucion del probidtico, se

desinfectaron con alcohol antes y después de la aplicacién del producto.

Utilizando un frasco previamente esterilizado, se pesO e probidtico en una balanza

semiandlitica (figura 11).



figura. 11. Preparacion dela cantidad de probidtico a utilizar por tratamiento

Al tener e peso requerido seguin €l estadio de lalarva (Cuadro 8), se tapd inmediatamente y

se traslado al laboratorio de levantamiento larvario junto con los demas materiales (cubeta,

plastico para cubrir la cubeta, manguera para aireacion, etc.).

Cuadro 8. Gramos de probidtico utilizados en € ciclo larvario

3 Probiético
) DIAS TOTAL DE
ESTADIO | PROMEDIO POR PROBIOTICO
ESTADIO g/MILLON/ DIiA
(g /100,000 larvas sembradas)
NAUPLIO 2 5,0 50
ZOEA 4 40 40
MYSIS 4 30 30
PL1-PL4 4 3.0 30

Tomando en cuenta que la presentacion del probidtico es en forma de polvo, se procedio a
la dilucién en 10 litros de agua salada tratada en una cubeta de la misma capacidad,

aplicando poco a poco € producto alavez que se mezclaba con una pieza de tubo de PVC

(figura 12).
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figura. 12 Dilucion del probidtico

Posteriormente se cubri6 la cubeta con pléastico transparente para evitar contaminacion,

ademas se colocd una manguera para mantener una aireacion continua.

Se dejo6 reposar durante 2 horas para facilitar la incubacion del complejo de bacterias que
conforman € probidtico. (figura 13)

, .
e @
¥ i A —

figura.13 Incubacion del probidtico en el laboratorio de levantamiento larvario

Para aplicarlo en las pilas de levantamiento larvario, nuevamente se desinfectaron las
manos, homogeneizando la dilucion con un recipiente pléstico para luego tomarlo y
esparcirlo en la pila de manera uniforme. El probidtico se aplicd cada 24 horas durante las
noches, desde € dia de la siembra del nauplio hasta que se cosechd de las pilas de
levantamiento larvario.
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Hay que considerar que a utilizar productos probidticos, la dosificacion aplicada esta

fundamentada en: la densidad de siembra, pardmetros del aguay €l tamafio de la pila.

El producto comercial recomienda una dosis de 5gr por cada 100,000 larvas o por cada
1000 litros de agua del estanque, reducirla o mantenerla es opcional de acuerdo a las
condiciones mencionadas anteriormente. Las dosis utilizadas en e experimento se
adaptaron a las condiciones existentes en el laboratorio, variando segin e estadio de la

larva.

3.5METODOLOGIA ESTADISTICA
3.5.1 Factor en estudio

Aplicacion de probidtico diariamente en e medio acuatico de larvas hasta ser cosechadas

de las pilas de levantamiento larvario
3.5.2 Descripcion delos tratamientos
En el estudio se utilizaron dos tratamientos:

TO: testigo o control (tratamiento rutinario dado a las larvas en la Estacion de Los
Cobanos). En e cua comunmente se utiliza yodo y formalina si existiesen algunos

inconvenientes en lasalud de lalarva

T1: Aplicacion del probidtico en el ciclo larval. La cantidad a utilizar fue variable acorde al

estadio, y los pardmetros del agua.
3.5.3 Disefio estadistico

La prueba utilizada fue T de Student con parcelas pareadas de igual o diferente nimero de
observaciones, ya que se gjusta més a la naturaleza del experimento y facilita tanto €
manegjo de los tratamientos, como la medicion de las variables. Ademas, la prueba
estadistica es recomendada para casos de evaluacion de dos tratamientos como sucede en

esta investigacion.
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Para redlizar este tipo de prueba, era necesario contar con un minimo de 6 grupos para
recoleccion de datos, en e experimento estos grupos se sustituyeron por muestreos hechos
a ambos tratamientos para la obtencién de datos.

3.5.4 Numero derepeticiones

Las repeticiones fisicas fueron 2 para cada tratamiento: las del tratamiento probiotico se
denominaron T1R1y T1R2, mientras que las del testigo fueron TOR1 y TOR2.

En todas las pilas se realizaron 3 muestreos de sobrevivencia en la etapa de Zoea a Mysis,
de Mysis a Postlarva y e dia de la cosecha larval para obtener un aproximado de 36
repeticiones en el tiempo; 1 prueba de PCR el dia de la cosecha larval, medicion de
temperatura y salinidad del medio acuético diariamente durante el experimento, y 1 prueba
microbioldgica (hisopado y andlisis de agua) al final del experimento, por repeticién en

cada uno de | os casos.

L os muestreos de sobrevivencia se realizaron en |os estadios ya antes mencionados, ya que
las larvas con la mejor capacidad son las que logran mudar a siguiente estadio, ademas que
son momentos clave donde las larvas se ven susceptibles a posibles ataques de patdégenos
oportunistas. El resto de pruebas se realizaron en el dia 18 cuando las larvas se cosecharon

de las pilas de levantamiento.

3.5.5Modelo estadistico

Se define por la siguiente expresion algebraica:

Paraigual nimero de observaciones: [Tc| = uX1-uX2 = vn(n-1)/ 3 X12+ X22
$X12 = ¥X12 - ¥(X12)2/n

$X22 = yX22 - 3(X22)2 /n

Para diferente nimero de observaciones. [Tc|=X1-X2 vnl+n2(nl1+n2-2)/(nl+
n2) (3 X12+ X22)

Prueba de hipétesis : Si |tc| > t tablas con nivel de significancia a y 2(n-1) G.L, entonces
se rechaza Ho.



Donde:
puX1y uX2 = media de cadatratamiento

>X12 = suma de cuadrados para la
muestra X1

>X22= suma de cuadrados para la
muestra X2

n-1= grados de libertad.

G.L: n1 + n2 -2 = célculo de grados de
libertad para diferente nimero de

observaciones

3.5.6 Nivel de significancia
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G.L: 2(n-1) = céalculo de grados de

libertad para iguad nimero de

observaciones

|Tc| = valor absoluto de t calculado, este
setomaradelatabladel Cuadro A-4.

N = muestra.
Ho = hipétesis nula.

a = nivel de significancia.

Se tomo el 5% por existir condiciones homogeéneas en lainvestigacion.

3.5.7 Plano dedistribuciéon del tratamiento

El areglo espacial de los tratamientos en el
laboratorio de levantamiento larvario fue el siguiente:

1. Pilas de cultivo

2. Pilas dereservorio de agua
3. Desagie del laboratorio

TO: Marcado con asterisco rojo

T1: Marcado con x verde

.

ﬂiaallunlﬂ

figura. 14 Distribucion delostratamientos en la Estacion de L os Cobanos
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Tanto TO como T1 se manejaron en pilas adyascentes debido a que al momento de realizar
el experimento, en la Estacion no habia disponibilidad de pilas |ganas porque todas ya
estaban siendo usadas para un ciclo. Por esta razon se decidid esperar a que las pilas
correlativas de la 1 a la 4 quedaran libres para comenzar un nuevo ciclo y aqui,

implementar el uso del producto probiético.
3.5.8 Variablesy parametros a evaluar

Cuadro 9. Variables del experimento

Variable independiente Variable dependiente

Y 1 = Porcentaj e de sobrevivencia (por método volumétrico)
Y 4 = Andlisis microbiol 6gico (patdgenos en el ambiente

X = Probiético acudtico)
Y5 = PCR (resistencia de sobrevivientes)
Temperatura
Parametros Salinidad.

3.6 METODOLOGIA DIAGNOSTICA
3.6.1 Sobrevivencia

Se hizo uso del método volumétrico de conteo empleado en la Estacion: consiste en latoma
de 4 muestras en diferentes puntos representativos de la pila a una profundidad aproximada
de 50cm bajo la superficie del medio acuatico. Para € muestreo se utilizé un beaker de
250ml depositandolas en un recipiente de fondo blanco opaco (utilizado para revision de
larvas) para hacer un total de 1000ml. Con la ayuda de un recipiente mas pequefio también
de fondo blanco opaco, se procede a contar las larvas vivas regresandol as a la pila de donde
se extrajeron. Con el nimero de larvas contadas, se hace un estimado del total mediante una
regla de tres simple para lograr una equivalencia de mililitros a la capacidad total de cada
pila de cultivo (10,000 litros de agua) (Anexo 2).

Los muestreos se realizaron 3 veces durante todo el ciclo larval, estos se distribuyeron en:
- Primer muestreo: muda de Zoeaa Mysis.

- Segundo muestreo: muda de Mysis a Postlarva.
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- Tercer muestreo: diade la cosecha de las larvas de las pilas de |evantamiento.

En cada uno de los muestreos realizados, se hicieron de 2 a 3 conteos, siendo un total de 12

y un aproximado de 36 conteos en toda la investigacion.

3.6.2 Microbiologia del agua

Para e andlisis bacteriologico del agua se realizaron practicas de limpieza para evitar la
alteracion de los resultados del examen, este procedimiento se hizo en ambos tratamientos,
el diadelacosechadelaslarvas:

3.6.2.1 Desinfeccion de manos

Se lavaron las manos hasta € codo con agua y jabon, posteriormente se secaron con papel
toalla y se rocié una solucion desinfectante viricida compuesta de &cidos organicos,
biocidas organicos, compuestos peroxigenados y surfactantes. Posteriormente se colocaron
guantes de latex y sobre estos, se rocié huevamente con la misma solucion.

3.6.2.2 Recoleccion de muestras

Los frascos usados para la coleccion de muestras, estaban previamente esterilizados en
autoclave. EI material utilizado para la toma de muestras se desinfectd con la solucion
viricida en cada ocacion. (figura 15)

figura. 15 Frascos estériles para la recoleccion de muestra de agua

Las muestras de agua fueron recolectadas en las instalaciones del laboratorio de
levantamiento larvario. Para evitar que las larvas ingresaran a frasco, se coloco un filtro
con una malla de 50 mesh en la pila, dentro de este se introdujo una manguera de fibra de
vidrio para extraer el agua por sifoneo. Se tomaron 250cc de agua en cada frasco para
ambos tratamientos (figura 16). Se taparon inmediatamente luego de obtenida la muestra
con una tapa de rosca, la cual se cubrié con un papel atado con una cinta de nylon
igualmente esterilizados en autoclave para su proteccion.
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figura. 16 Toma de muestra de agua

Para identificar cada muestra, se numeraron los frascos segun tratamiento, luego se
transportaron dentro de una hielera a una temperatura de refrigeracion, entre 4°C a 10°C,
para su posterior andlisis en los laboratorios de la Division de Sanidad Animal y Vegetal
del Ministerio de Agriculturay Ganaderia (Cuadro A-10, A-11y A12).

3.6.3 Microbiologia del medio acuatico

Al igual que con el andlisis de agua, las muestras fueron manipuladas con las manos
previamente desinfectadas, utilizando guantes y rociadas con solucion viricida.

Después de la cosecha de larvas, se tomaron muestras de las paredes y el fondo de las pilas
vacias, utilizando hisopos esterilizados previamente en autoclave. Para llegar a fondo de
las pilas, se usd una escalera, tomando la muestra e introduciendo el hisopo en el medio de
transporte (figura 17): una bolsa estéril y con vifieta paraidentificar la muestra.

figura. 17 Toma de hisopado de pared

Todas las muestras se mantuvieron en refrigeracion de igual forma que las de agua y se
enviaron alos laboratorios del Ministerio de Agricultura (Cuadro A-9).
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3.6.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los materiales utilizados se desinfectaron de la misma manera que para los andlisis
mi crobi 6l dgicos.

Con un lumpen de malla de 50 mesh se colectaron las larvas, con un hisopo previamente
esterilizado se tomaron los especimenes y se depositaron aproximadamente 100gr en un
tubo de ensayo conteniendo una solucion de alcohol y, se identificaron las diferentes
muestras tomadas en ambos tratamientos (figura 18).

figura. 18 Introduccién delarvas en tubo para anélisisde PCR

Se mantuvieron en temperatura de refrigeracion y enviaron a los laboratorios de Divisién
de Sanidad Anima y Vegeral del MAG, solicitando las pruebas de Virus de la cabeza
amarilla (YHV), virus de taura (TSV) y virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV) (Cuadro A-13).

3.6.5 Condicion general delaslarvas

Se inspeccionaron las larvas segin estipula la FAO en 2004 en e Documento Técnico de
Pesca 450 (Cuadro A-5).

3.6.5.1 Actividad natatoria

Con un recipiente plastico de fondo blanco opaco, se tomaban muestras de cada tratamiento
de 3 a4 veces d dia para observar la velocidad y capacidad de nado de las larvas durante
todo el experimento.

3.6.5.2 Contenido intestinal

Luego de brindar € alimento, se observaba el cuerpo de la larva, que a ser trasltcido, se
distinguia facilmente su intestino lleno, caracteristico de estar aimentandose. Se
observaban a menos unavez a dia durante todo el experimento.
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3.6.5.3 Fototaxis

Esta observacion se hizo unicamente en e estadio de Nauplio hasta Zoea Il1-111, tomando
muestras de larvas con ayuda de un beaker de 250ml que se colocaba en una camara negra
donde se instalo a fondo un foco fluorescente. Las larvas que mostraban una fototaxis
positiva, subian en busca de lafuente de luz (Anexo 4).

3.6.5.4 Hilo fecal

Como en €l caso de la actividad natatoria, se tomaban muestras de larvas para observar la
presencia de hilo fecal adherido a la cola de las larvas. Se revisaban usuamente por las
mafianas durante todo el experimento (Anexo 4).

3.6.5.5 Luminiscencia

Se favorece la observaciéon de esta condicion durante la noche, en total oscuridad del
laboratorio. En ambos tratamientos se observaban las pilas en busca de luminiscencia, pero
durante el experimento no se detectd (Anexo 4).

3.6.5.6 Homogeneidad del estadio

Se tomaban muestras de larvas durante las mafanas durante todo el estudio para evaluar la
relacion del cambio de los estadios larvales.

3.6.5.7 Necrosis

Se observaban larvas a microscopio en busca de lesiones en € cuerpo de la larva y
extremidades (Anexo 4, figura A-2).

3.6.5.8 Deformidades

Al microscopio se observaban las larvas en busca de mal formaciones como torsiones o

falta de miembros durante los primeros estadios larvales.
3.6.5.9 Fouling epibionte

Se observaba € cuerpo de la larva a microscopio en busca de prominencias anormales
causadas por la adhesi6n de microrganismos en el cuerpo de lalarva.
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3.6.6 Toma de parametrosfisico quimicos del agua
3.6.6.1 Temperatura

La temperatura fue tomada una vez a dia en ambos tratamientos por medio de un
termémetro de alcohol. Cada pila contaba con un termémetro que permanecié en estas
durante todo el experimento.

3.6.6.2 Salinidad

El porcentaje de salinidad del medio acuético de las larvas fue medido con un salinémetro
refractdbmetro manual, unavez a dia en cada pila durante todo e experimento.

3.7 ANALISISECONOMICO

Para evaluar nuevas tecnologias propuestas en una investigacion, se hace necesario
acompafar los analisis estadisticos con un andlisis econémico.

Este se redizd bgjo |la metodologia propuesta por e Centro Internaciona para €
Mejoramiento del Maiz y el Trigo (CIMMYT, 1988), e cual consiste en un andlisis de

presupuesto parcial; paralo cual se harauso del presupuesto general de lainvestigacion.
3.7.1 Presupuesto parcial

Este se encamind a obtener los costos y beneficios de los tratamientos aternativos,

tomando en cuenta el rendimiento y gjuste de tratamientos.
3.7.1.1 Rendimiento

Se midié por € nimero de individuos que sobrevivieron para ambos tratamientos al final
del ciclo.

3.7.1.2 Ajuste de tratamientos

El valor del rendimiento se medi6 de cada pila reducido en un porcentaje estimado asi:
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a. 5% por e uso de agua directa del mar: El uso de agua marina previamente

tratada permite que microorgani smos patdgenos no logren entrar alafase larvaria.

b. 3% de medicion de parametros fisico-quimicos. Al estar en laboratorio, los
pardmetros son medidos mas eficientemente por ser unafase delicada en € ciclo productivo

del camaron.

C. 2% de mango: Larevision y aimentacion estan sujetas a un riguroso horario
segun estado larvario, por ello la crianza esta més controlada a otras explotaciones

comerciales.
En total el gjuste consistira en unareduccion del 10% en el rendimiento medio.
3.7.1.3 Beneficios brutos de campo

Se usaron los rendimientos gjustados como se mencionaban anteriormente y se multiplico

el precio de campo, que son los costos de kilogramo del probidtico.

3.7.1.4 Costos que var ian por tratamiento

Costo del probidtico que se usara. Al final estos se sumaron para obtener €l total de estos.
3.7.1.5 Beneficios netos

Se calcul6 restando € total de los costos que varian respecto al beneficio bruto de campo

para cada tratamiento de lainvestigacion.

Al final de lainvestigacion serealizé un andlisis de la relacion costo-beneficio tomando en

cuenta todos los datos de |os ingresos, costos y beneficios.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Sobrevivencia larval.

En ambos tratamientos se realizaron tres conteos volumétricos de sobrevivencia larval.
Cada conteo correspondia a un estadio especifico de las larvas:

SV1, conteo realizado en las cuatro pilas el dia en que las larvas fueron “sembradas”;

SV 2, conteo realizado en las cuatro pilas cuando las larvas estaban en estadio de Mysis |, y
SV 3, conteo realizado en las cuatro pilas, €l dia en que las larvas fueron cosechadas.

Los datos obtenidos de los 12 conteos, se compararon entre si mediante el pareo de datos
entre tratamientos. Los pareos obtenidos de |os tres muestreos y ambos tratamientos fueron
15 en total (Cuadro A-6).

Los resultados alcanzados en el andlisis de esta variable permiten afirmar que la aplicacion
del probidtico experimentado, alcanz6 una sobrevivencia del 42% contra un 30% de
sobrevivencia del tratamiento testigo. Estadisticamente los tratamientos en estudio
produjeron efectos diferentes en la sobrevivencia de larvas de camardn marino Litopenaeus
vannamei (P < 0.05), respecto a un promedio del 61.63% de sobrevivencia obtenidos en la
Estacion de ciclos anteriores y un 50.35% de ciclos siguientes a experimento.

La sobrevivencia que los especiadlistas en € éarea dan como aceptable es variable,
sosteniendo que una sobrevivencia del 75% en adecuadas condiciones de laboratorio y
nutricion basada en alimento artificial y vivo es razonable. Si la alimentacion es solo a base
de microalgas aunque las condiciones del laboratorio no sean muy adecuadas, podria
aceptarse un 50%; pero si las condiciones de laboratorio no son muy adecuadas y hace falta
microalgas en los primeros estadios larvales, su sobrevivencia decae hasta un 25%
(Navarrete, 2012) ° (Cuadro 10).

La mayoria de los insumos (las microalgas y los nauplios de Artemia) y las propias larvas
de Litopenaeus vannamei son fuentes de variacion natural, por tratarse de materiales
biolégicos. A estas posibles variaciones de origen biolégico, se suman las rutinas de

mangjo estandarizadas, comunmente usadas en los laboratorios de larvicultura a nivel

® Navarrete M., 16 de mayo de 2012. Sobrevivencia Larval en laboratorio (entrevista). San Salvador, El Salvador.
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mundial. Si uno 0 mas de estos eslabones falla puede tener graves repercusiones en la

sobrevivencialarval. (Bray y Laurence, Fast y Lester, 1992).

Cuadro 10. Promedio de sobrevivenciadurante el ciclo

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA PROMEDIO DE

TRATAMIENTO SOBREVIVENCIA
V REPETIGION PRIMER SEGUNDO TERCER POR

MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | TRATAMIENTO
TIR1 37.77% 33.7% 26.77%

0,

TIR? 81.48% 76% 56.52% 42%
TORL 59.36% 53.4% 34.73%
TOR2 41.8% 37.62% 24.42% 30%

Al retomar e tercer escenario planteado por Lic. Navarrete, M en 2012 y aclarar las
condiciones particulares que sucedieron en el laboratorio, tales como: falta de microagasy
desperfectos en la bomba para realizar recambios adecuados, las larvas tratadas con
probi6tico mostraban en el estadio de Zoea un hilo fecal mas largo que las del tratamiento
testigo, signo de consumir méas alimento (microalgas), por 1o que se decidié comenzar a
brindar alimento artificial, y asu vez, empezar arealizar recambios de agua.

En e momento en que los recambios formaban parte importante de la rutina, |a bomba que
extrae el agua de mar, sufrio desperfectos, imposibilitando los recambios de agua donde se
desarrollaba el camardn durante la fase larval de Zoea | a Mysis Il. Durante dos dias
consecutivos, en e medio no se eliminaron desechos producidos por las larvas, ademas las
microalgas a tener un ambiente favorable para la replicacion, crecieron excesivamente,
Ilegando a colonizar € exoesqueleto de las larvas (denominado fouling epibionte) (figura
19), sumando a esto que € hilo fecal al ser largo, se enredaba en su cola, haciéndolas mas
lentas y evitando su muda.




68

a Heces y microagas b. Microalgas adheridas en c. Filamentos adheridos en €l

adheridas ala cola. apeéndices. cuerpo.
fig. 19 Fouling observado a 40x en larvastratadas con probidtico.

Ademés de esto, otro factor que influy6é en la sobrevivencia fue la mala calidad y falta de
microalgas para brindar a las larvas a entrar al estadio de Mysis, pues las microalgas de
masivo cayeron, provocando la fata de estas en la Estacion. Para solucionar esto, en la
Estacion se filtrd una cepa usada anteriormente porque estaba contaminada, pero no pudo
lograrse la réplica con rapidez, por esta razon la aplicacion de microalgas en las pilas del
experimento fue irregular desde este momento.

Una bagja calidad del agua y de microalgas pueden desencadenar una disminucion en la
sobrevivencia y crecimiento, retraso en la muda o estadio, deformidades e incremento del
fouling epibionte. Esta demostrado que en e estadio de Zoea se han asociado atas
mortalidades con la calidad de alga que se brinda y unainsuficiente concentracion de lamisma
puede producir una falta de las reservas necesarias para completar su muda a Mysis (FAO,
2004).

Lightner en 1985 menciona que la “enfermedad de las branquias” o fouling disease, es
ocasionada por bacterias filamentosas, diatomeas o ciliados peritrichidos. Entre los mas
frecuentes y comunmente reportados como causa de fouling a Zoothamnium, Epistylis y
Lagenophrys, sefidandolos como causa de problemas en la locomocion, aimentacion,
respiracion y muda. A esto se suman las bacterias Leucothrix sp. y Thiothrix sp. encontradas
en un estudio colombiano como agentes causales de fouling, reportandolas como bacterias
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epicomensal es encontradas en branquias, apéndices, superficie corporal y causantes de muerte
en larvas y postlarvas por hipoxia, segin Newmark y Vallgjo en 1995.

En 2006, Hsien-Tsang y Aguillon mencionan que en e estadio de Zoea |, un hilo feca que
llega a ser 6 veces maés largo que la longitud de las larvas, es indicio a que son organismos

fuertes.

En un estudio hecho por Alfonso et a en 1996, demostraron que la sobrevivencia de P.
schmitti al llegar a Postlarva fue significativa al emplear productos comerciales probioticos
empleados normalmente en P. vannamei, inclusive existe la posibilidad de utilizarse como
tratamiento preventivo a enfermedades que sufren las larvas en |os primeros estadios, como la
del sindrome de descamacion del epitelio del tracto digestivo que se manifiesta en Protozoea
.

A pesar de labagja sobrevivencia en todas las pilas, las del tratamiento probi6tico resistieron un
12% maés los acontecimientos ocurridos durante |a investigacién, demostrando o mencionado
por Aguirre y Ascencio en 2003, que € empleo de probidticos como alternativa, puede
aumentar la sobrevivenciay mejorar € crecimiento de las larvas juveniles y adultas. (figura
20). De igual manera, € porcentaje de sobrevivencia logrado en e experimento es bastante
aceptable y comparable a los resultados obtenidos por Reyes et al en 2008, pues uno de sus
tratamientos donde se utilizaba la cepa de Lactobacilllus casei, logré una sobrevivencia del
36.13%, mayor a otro tratamiento donde se utilizé Saccharomices cerevisiae que logro un
24.71% de sobrevivencia. Mientras que e testigo utilizado solo obtuvo un 22.54% de

sobrevivencia
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1 muastraz 2 Muastaz IMURETED

figura 20. M uestr eos de sobr evivencia por tratamientos.

4.2 Temperatura

La temperatura es uno de los parametros fisicos méas importantes que debe mantenerse en €l
medio acuético donde se desarrolla el camardn marino, pues a ser un animal de sangre fria,
existe una mayor dependencia de estos a la temperatura del ambiente, ya que una variacion en
la temperatura repercute en sus procesos metabdlicos y de reproduccion, segin menciona
Castell6 en 1993.

Se agruparon |os datos obtenidos en dos grupos de 8 dias cada uno: primera semanay segunda
semana. De los 32 datos obtenidos por tratamiento a final del experimento, se compararon
entre ambos tratamientos para saber si hubo alguna variacién. Del pareo de los datos de T, con
To, resultaron 12 pruebas de T donde se comparan T1R;, T1R2, ToR:1 y ToR: entre si (Cuadro
A-7). Estadisticamente los tratamientos manifestaron efectos diferentes (P < 0.05),
reportdndose las menores temperaturas en e tratamiento probidtico, y las mayores en €
tratamiento control.
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Sin embargo, en T;R; comparado con TR, en la primera semana 'y T:R; contra T;R; de la
segunda semana, se observo variacion, debido probablemente a que € calentador mantenido
en T1R; presentod desperfectos de funcionamiento, manifestando una diferencia de temperatura

aproximadamente de 1°C.

En T1R, contra ToR;, se observo variacion de temperatura probablemente a una estratificacion
termal de las pilas, esto se da por que e calor penetra por la superficie del agua y calienta la
capa superficial mas rgpido que la del fondo. Como la densidad del agua (peso por unidad de
volumen) disminuye conforme aumenta su temperatura sobre los 4 °C, la capa superficial
puede ser tan caliente y ligera que no se mezcla con la mas fria del fondo. Esta separacion de
las capas ddl agua produce la estratificacion termal. La estratificacion tiene a menudo un
patrén diario: durante € dia la temperatura del agua aumenta y se forma una capa caida,
durante la noche la temperatura de la capa superficial disminuye a la misma que la del agua

del fondo, por lo que las capas se mezclan.

Existen leves variaciones en las comparaciones de T, y To, pero estas no afectaron €
desarrollo larval del camaron pues se mantiene dentro de los rangos normales, tal como
sostiene Brock y Main, 1994 quienes confirman que los intervalos Optimos para la cria de
camaron oscilan entre 23°C a 30°C, pero en 2004, FAO hace un énfasis que la temperatura
para larvicultura debe ser mantenida entre 28°C y 32°C. En e cuadro 4 se muestran los

promedios de temperatura registrados en lainvestigacion.

La pila con mayor temperatura promedio en el experimento fue ToR; con 31 °C mientras que
la pila que se mantuvo con unatemperatura menor fue T1R; con 29.4 °C de promedio. (Cuadro
11).

Cuadro 11. Promedio de temperatura en ambos tratamientos durante el experimento

T° T° T° PROMEDIO
TRATAMIENTO | PRIMERA SEGUNDA DURANTE TODO EL
SEMANA SEMANA EXPERIMENTO
TiR: 29.9°C 29°C 29.4°C
TR, 30.5°C 290.8°C 30.2°C
ToR:1 31°C 31°C 31°C
ToR> 30°C 30.4°C 30.2°C




72

La temperatura promedio durante todo el experimento de T, fue de 29.8 °C y en T, de 30.6 °C
(figura 21).

30,5
30 +
1° semana
|
295 - i g
= = 2% semana
|
29 <
28,5
28 -
T1RE T1R2 TOR1 TOR2
Tratamiento Probiotico Tratamienio Testigo

figura 21. Muestreos de temperatura para los tratamientos en estudio, realizados

durantela investigacion.

4.3 Salinidad

El camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamel, es la especie de camardn preferidos en
la acuicultura por su notable capacidad para crecer con eficaciay sobrevivir a salinidades altas
0 bajas. La altatolerancia de L. vannamel a diversas salinidades hacen que esta especie sea

un excelente candidato para cultivarlo en diversos paises del mundo (Lucas, A., 2009).

Por lo general cada etapa del desarrollo tiene un rango Optimo de salinidad para su normal
desarrollo; asi, las larvas se desarrollan a salinidades entre 28 y 35 % mientras que las
postlarvas tienen una tolerancia mas amplia a los cambios de estas variables, asi por g emplo
postlarvas de camarones del golfo de México pueden tolerar amplias fluctuaciones de
sdlinidad y temperatura, seguin Zein-Eldin en 1969.
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De igua forma que con la temperatura, se obtuvieron 32 datos por tratamiento. Se hicieron
dos grupos correspondientes a la primera semana y segunda semana, y se parearon todos los
datos entre T1R1, T1R2, ToR1 y ToR2 obteniendo 12 pareos. (Cuadro A-8).

Estadisticamente la salinidad en los tratamientos en estudio produjeron efectos iguales, es
decir que las salinidades se comportaron de igual manera para T1 y To, exceptuando las
comparaciones de la T;R; contra ToR,, T1R, contra ToR; y T1R, contra ToR, medidas en la
primera semana del experimento producto de un cambio momentaneo en la salinidad del mar.
Sin embargo €l rango de salinidad estaba dentro de los parametros por o que no se percibio
ningun problema.

Durante € experimento se hizo variar la sdinidad del medio acuético de 1-2 ups en dos
momentos: Mysis 11-111, en ambos tratamientos, y Postlarva 5 Gnicamente en T1.

Se afiadio Y2 tonelada agua dulce tratada a cada pila para promover la muda de las larvas, ya
gue en estos estadios la actividad de las larvas se habia vuelto lenta y €l tiempo de muda se
habia prolongado, posiblemente a los acontecimientos ya descritos anteriormente en la
variable de sobrevivencia.

La pila que presento menos salinidad fue T;R; de tratamiento probiotico con una salinidad
media de 33 ups mientras que la de mayor salinidad fue ToR, con una salinidad promedio de
34 ups (figura 22).

Las sadlinidades en & experimento se mantuvieron entre 32.9 y 34 ups, cumpliendo con los
rangos establecidos por FAO en 2004 que establece que la salinidad debe de mantenerse

mayor a 30 ups en larvicultura, asi pueden obtenerse Postlarvas de buena calidad (Cuadro 12).

Cuadro 12. Promedio de salinidad en ambos tratamientos

T°PRIMERA | T° SEGUNDA | [ miOMEDS |
TRATAMIENTO SEMANA SEMANA EXPERIMENTO
T1R; 33.3ups 33.8ups 33.5ups
TR, 32.9ups 33.1ups 33ups
ToR1 34.4ups 34ups 34.3ups
ToR> 34.8ups 34.1ups 34ups
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Tratamiento Probiotico Tratamiento Testigo

figura 22. Muestreos de salinidad para lostratamientos en estudio, realizados durante la
investigacion.

4.4 Analisis microbiol6gico
4.4.1 Agua

Se realiz6 una prueba microbiol 6gica del agua de cada una de las pilas al final del experimento
para saber si existia presenciade Vibrio sp., Salmonella sp., E. coli y Clostridium sp., bacterias
gue pueden afectar alalarva durante su desarrollo.

Segin FAO en 2004, en e andlisis del agua debe haber ausencia de patogenos y no debe
existir luminiscencia Mientras que en las especificaciones establecidas en la Norma
Salvadorefia Obligatoria 2009, menciona que € recuento total de mesofilos aerobios en
andlisis del agua, €l rango permitido es <1.1 NMP/100ml tal como se muestraen el cuadro 13.



Cuadro 13. Determinacion de bacterias en el agua delostratamientos
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Tratamiento DETERMINACION ESPECIFICACIONES | RESULTADO
Bacterias coliformes totales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Bacterias coliformes fecales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
TIRL - TEccherichila coli <11 NMP100mI | <1.1 NMP/100ml
Recuento total de mesdtfilos
aerobios 100 UFC/mI 270 UFC/ml
Ausencia de
Bacterias patogenas Ausencia Vibrio Sp.
Bacterias coliformes totales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Bacterias coliformes fecales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
T1R2 Escherichila coli <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Recuento total de mesofilos
aerobios 100 UFC/m 340 UFC/ml
Ausencia de
Bacterias patdgenas Ausencia Vibrio Sp.
Bacterias coliformes totales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Bacterias coliformes fecales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
TOR1 Escherichila coli <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Recuento total de mesofilos
aerobios 100 UFC/m DNPC
Ausencia de
Bacterias patdgenas Ausencia Vibrio Sp.
Bacterias coliformes totales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Bacterias coliformes fecales <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100ml
Escherichila coli <1.1 NMP/100ml <1.1 NMP/100mi
TOR2 Recuento total de mesofilos
aerobios 100 UFC/mI 270 UFC/ml
Ausencia de
Bacterias patogenas Ausencia Vibrio Sp.

Tomando en cuenta |lo siguientes datos durante el experimento tanto en las pilas de tratamiento

probiotico como en las pilas de tratamiento testigo se detecto ausencia de Vibrio sp.,

consecuentemente se observé ausencia de luminiscencia a realizar |as observaciones de nivel
1 estipuladas por la FAO en 2004.
Una de las bacterias encontradas en € andlisis fue Escherichia coli tanto en € tratamiento

probidtico como en las testigo, sin embargo en ambas casos no presentd amenaza pues se

encontraba dentro del rango permitido que es <1.1 NMP/100ml.




76

Al analizar € recuento total de mesofilos aerobios segun € recuento de bacterias heterétrofas
del control ambiental, en las pilas con tratamiento probidtico se encontraron un promedio de
340 UFC/ 100ml mientras que en €l tratamiento testigo €l resultado promedio fue demasiado

numeroso para contarse (DNPC).

Esto demuestra la Exclusion competitiva como mecanismo de accion de |os probioticos ya que
al proporcionar un microorganismo benéfico (probidtico) a medio donde se encuentran las
larvas, juveniles 0 adultos se ve disminuida la proporcién de baterias patdgenas que pueden
presentarse, sin mencionar ademés la capacidad que poseen |os probi6ticos para competir por
espacio de crecimiento en e medio y en las superficies solidas del cultivo. Este punto ha sido
considerado de gran importancia segun Fuller, 1989; Wang et al. y Gatesoupe, 1999, pues
sostienen que ésta sustitucion se lograria por la produccién de compuestos antibacteriales,

competicion por nutrientes o por sitios de adhesion.

Cabe mencionar que la cuantificacién de este grupo microbiano permite estimar de forma
general |a carga microbiana presente en una muestra, si bien no aporta datos concretos sobre el
tipo de especies predominantes, su conocimiento siempre es interesante, ya que su valor es
reflgo de la calidad sanitaria. Sin embargo, segin la Escuela Politécnica Superior de la
Universidad de Almeria en 2010, sostiene que los datos derivados del recuento de la
mi crobi ota aerobia mesofila no deben ser considerados como parametros absol utos en cuanto a
su valor indicador, ya que un resultado elevado no ha de ir necesariamente unido a la
presencia de microorganismos patdgenos o toxinas ni, por e contrario, un bajo recuento en €
nimero de colonias de estas caracteristicas se relaciona siempre con la ausencia de microbiota
patdgena. Por tanto, y considerando las reservas anteriormente comentadas, es necesario
siempre determinar la cantidad de microorganismos aerobios mesofilos y extraer las
conclusiones adecuadas de dicha informacion, sin que ello signifique obviar otros andlisis de
mayor especificidad y valia.

4.4.2 Hisopado

Seguin Garriques y Arévalo en 1995, mencionan la existencia de teorias que explican € papel
de los probidticos en los sistemas acuicolas cuando cepas seleccionadas de bacterias
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beneficiosas son inoculadas intenciona mente en los tanques de larvicultura, entre las cuales €
mecanismo de accion de exclusion competitiva, en e presente experimento tuvo mayor
relevancia.  Ya que a agregar un microorganismo benéfico al medio acudtico donde se
encuentran las larvas se ve disminuida la proporcion de baterias patdgenas que pueden
presentarse, ademés la capacidad que poseen los probidticos para competir por espacio de
crecimiento en e medio y en las superficies solidas del cultivo (Fuller, 1989; Wang et al. y
Gatesoupe, 1999).

En el andlisis bacteriol6gico de las paredes y € fondo del recinto para determinar la cantidad
de bacterias patdgenas presentes, se solicitd al Laboratorio de la Division Vegetal y Animal
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, e aislamiento de las bacterias Salmonella sp.,

Escherichia coli, Clostridium sp. y Vibrio sp., obteniendo |os siguientes resultados:

Cuadro 14. Resultados del andlisis de hisopados.

TRATAMIENTOS | Salmonellasp. | Clostridium sp. | Vibriosp. | E. coli | Rango de presencia
T1R1 Negativo Negativo Negativo |seaisl6 |Dentro delo normal
T1R2 Negativo Negativo Negativo |seaisld | Dentro delo norma
TOR1 Negativo Negativo Negativo |seaisl6 |Dentro delo normal
TOR2 Negativo Negativo Negativo |seaisl6 |Dentrodelo normal

Como podemos observar en latabla anterior, la Unica bacteria que se aisl6 fue E. coli.

La presencia de E. coli en e hisopado pudo deberse a factores tanto de mango como de la
flora norma del camaron marino. La bacteria E. coli es una bacteria comun del tracto
digestivo del hombre y de animales de sangre caliente. La mayoria de cepas que se encuentra
en e intestino pueden causar dafio al incrementarse los niveles normales de la poblacion que
forma parte de la flora intestinal. De la misma manera, la calidad del agua es esencial, no
solamente para cubrir los requerimientos fisicos y quimicos de la especie de camarén que se
va a cultivar, sino también para asegurarse de que no hay contaminacion del agua, esta puede
aislar bacterias debido a un inadecuado tratamiento de aguas 0 a la mala manipulacion de la
misma (Chavez M.; Higuera ., 2003).
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Sin embargo en el andlisis la presencia de E. coli se mantuvo dentro de los rangos normales
<1.1 NMP.

4.5 Reaccion en Cadena dela Polimerasa (PCR)

Las enfermedades solicitadas para la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa fueron
Virus de la Cabeza Amarilla (YHV), Virus de Taura (TSV), Virus de la Necrosis Hipodérmica
y Hematopoyeética Infecciosa (IHHNV) y Virus de Mancha Blanca (WSSV) para ambos

tratamientos.

Para este experimento se tenia planificado realizar 3 andlisis de PCR coincidiendo con las
fechas de los conteos de sobrevivencia, sin embargo solo se realizé un andlisis al fina de la
investigacion para tres de las enfermedades planteadas: YHV, IHHNV y TSV, debido a la
falta de disponibilidad de materiales (kit para WSSV) en e laboratorio del Ministerio de
Agriculturay Ganaderia, responsable de dichas pruebas.

En uno de los resultados se observa la presencia positiva de IHHNV en T1R2 (tratada con
probi6tico), como puede verse en € cuadro 15. Las posibles razones por las que se obtuvo
este resultado son variadas, entre estas un manejo inadecuado de las hembras gravidas, que
segun Lightner, 1996 sostiene que los tegidos exudados durante e desove de hembras
hacinadas y sus heces, pueden contener atos niveles de virus (IHHNV, Enfermedad de
parvovirosis hepatopancredtica (HVP), Enfermedad de baculovirosis penaei (BP), Baculovirus
tipo P. monodon (MBV), etc.) e infectar hembras sanas. Cabe mencionar que estas hembras
gravidas durante el desove, por falta de recursos en € laboratorio, se mangjaban en grupos de
hasta cuatro reproductoras por barril de 150 Lts de agua, considerandose una cantidad
inadecuada, siendo &l mismo Lightner quien menciona, deberian ser de 300 Lts de agua por

hembra.

Otra de las causas de enfermedad pudo ser la contaminacion del alimento vivo para
reproductores por medio de los utensilios empleados para aimentar, por 1o que Lightner en
1996 sostiene que todo € equipo utilizado para alimentacion de reproductores debe estar en

condiciones asépticas antes, durante y después de su manipulacion. Ademas e alimento fresco
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brindado a los reproductores debe estar certificado libre de las enfermedades viricas TSV,
WSSV y YHV mediante técnicas especializadas de laboratorio para no ser un riesgo en la
bioseguridad del lugar. No obstante, en la Estacion no se cuenta con una infraestructura
adecuada para la preparacion del alimento, ademés la higiene no es apropiada pues no se

utilizan soluciones adecuadas para la desinfeccién de cuchillos, redes, recipientes, etc.

Un inadecuado disefio de la infraestructura del area de reproductores podria haber
desencadenado también una contaminacion, debido a que en la Estacion no existe un
aislamiento definido entre e &rea de maduracion y de levantamiento larvario, ademés algunos
equipos como bombas sumergibles y otros materiales como mangueras son compartidos entre
ambas salas. Segun FAO, 2004, menciona que trabajadores del |aboratorio deben permanecer
en sus areas especificas de trabajo y no autorizar su libre transito a otras areas no asignadas,
ademas todos los materiales y equipos deben ser de uso exclusivo para cada sala, y no salir de
ella o ser usados en otro lugar.

Asi también segun Microbial, 2009, no se deben descartar 1os errores humanos a la hora de la
toma de muestra e incluso ala hora de larealizacién del PCR produciendo un “falso positivo”

por las siguientes razones.
4.5.1 Debido ala muestra

Una situacion gque puede dar lugar a un resultado falso positivo es la presencia en la muestra
de ADN libre o de células muertas o irreversiblemente dafiadas, ya que laPCR no es capaz de
distinguirlo de las células vivas. El crecimiento exponencial de estas bacteriasy los limites de
deteccidn de los métodos basados en PCR hacen que los resultados falsos positivos debido a
células muertas en la muestra sean minimos y se den Unicamente en aguellos casos en que €

contenido de ADN libre o de células muertas en la muestra sea muy elevado.
4.5.2 Falsos positivos debidos al sistema de deteccién de PCR (primersy sondas)

Las causas de estos falsos positivos hay que buscarlas en primers y sondas pobremente
disefiados que no ofrecen la exclusividad que deberian. Como consecuencia se obtienen
reacciones cruzadas que aparecen como positivas en las curvas de fluorescencia o en los
“final call” y que no son otra cosa que reacciones “de baja eficiencia” debidas al fallo de uno

0 més nucledtidos.



Cuadro 15. Resultados del analisisde PCR en las pilas de tratamiento

TRATAMIENTO IHHNV YHV TSV
T1R1 Negativo Negativo Negativo
T1R2 Positivo Negativo Negativo
TOR1 Negativo Negativo Negativo

4.6 ANALISISECONOMICO

Todainvestigacion debe acompanarse de un analisis econdmico que nos permite considerar la

mejor tecnologia en base a sus costos y beneficios netos. Para la investigacion e andlisis

presentd los siguientes resultados (Anexo 3):

Cuadro 16. Analisisde presupuesto parcial*.

ITEM TO T1
RENDIMIENTO MEDIO (cantidad delarvas) 540,000 756,000
RENDIMIENTO AJUSTADO (10%, cantidad de larvas) | 486,000 680,400
Beneficio Bruto** $1944 $2721.6

COSTOSVARIABLES

Flake $1.74 $1.74
Calamar $0.50 $0.50
BP $4.33 $4.33
Espirulina $1.37 $1.37
Artemia $6.00 $6.00
Probiotico $0.00 $28.38
Nauplio*** $900 $900
Costo total $913.94 $942.32
Beneficio Neto $1,030.06 $1779.28

*: Con precios establecidos para El Salvador, abril 2012.
**: Precio de larva para venta $0.004 por CENDEPESCA vy la Estacion.
***: Precio unitario de nauplio $0.0005, brindado por la Estacion de Mariculturade Los Cébanos.

Como se observa en € cuadro 19 del presupuesto parcial, las larvas de T, claramente presenta
un mayor beneficio neto € cual, logra superar a testigo por una diferencia de $749.22,
mostrando que €l ingreso puede ser mayor a emplear probidticos en € ciclo larvario. Esto
confirma lo dicho por Alabi (2000), los probidticos son una herramienta que soluciona las
grandes tasas de mortalidad en los primeros estadios del desarrollo larvario de crustéceos, por

causa de bacterias oportunistas.
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5. CONCLUSIONES

El uso de probidticos durante € ciclo larvario de Litopenaeus vannamei tiende a prescindir
de la aplicacion de quimicos empleados para la prevencién y tratamiento de enfermedades
del camarén marino, como yodo o formalina, haciendo de estos una aternativa amigable al
medio ambiente y a consumidor final, contribuyendo a garantizar la inocuidad de este

alimento.

Los resultados al canzados en € andlisis de la sobrevivencia larval permiten afirmar que €l
tratamiento con probidtico alcanzé una sobrevivencia del 42%, contra un 30% de

sobrevivenciadel tratamiento testigo.

Los parametros temperatura y salinidad en ambos tratamientos no presentaron
significancia estadistica, manteniéndose dentro de los rangos normales, descartando ambas

como posibles intermediarios en la sobrevivencialarval.

Los andlisis microbiolégicos de los tratamientos en estudio muestran la ausencia de
patdgenos recurrentes en camaricultura durante el levantamiento larvario, esto concuerda
con las pruebas hechas a las larvas al final del ciclo, descartando agentes patégenos como

causa de baja sobrevivencia.

El andlisis de Reaccién de la Cadena de Polimerasa mostré ser positivo ala enfermedad de
Necrosis hipodérmica y hematopoyeética infecciosa, o que indica la presencia del virus

Unicamente en una de | as repeticiones del tratamiento probi6tico.

En la evaluacién econdémica € beneficio neto del tratamiento probidtico superd en $749.22
a tratamiento testigo, ya que se obtuvo de beneficio neto $1,030.06 y $1,779.28 en €
tratamiento testigo y con probidtico respectivamente. Por |o tanto se considera que en €
ciclo larvario de Litopenaeus vannamei puede reducir los costos de produccion al

prescindir de sustancias quimicas como formalina para tratamiento de enfermedades.
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6. RECOMENDACIONES

Aplicar probidticos en €l ciclo larvario de Litopenaeus vannamei, ya que promueven su
desarrollo en condiciones saludables disminuyendo los costos de produccion de esta etapa

al reducir la utilizacion de otros tratamientos de elevados costos.

Continuar investigando € uso de probidticos en camaricultura para generar més
informacion en €l pais, evaluando su comportamiento en estanques de engorde de camardn
y con diferentes tipos de probi6ticos.

Para evitar contaminacion iatrogénica se recomienda que las instalaciones de maduracién
se encuentren separadas del laboratorio de levantamiento larvario e implementar un area

de cuarentena adecuada para | os reproductores, evitando posibles infecciones y contagios.

Poner en practica los estandares de higiene al momento de preparar €l alimento fresco de
los reproductores, manteniendo en su debido orden e higiene todo € material utilizado
para no contaminar con patégenos el area de maduracion.

Es aconsgjable que las hembras gréavidas cuenten con un lugar aislado del &rea de

maduracion para el desove, evitando ambientes de estrés en |os reproductores.

Es necesario que cada zona del laboratorio donde se crian las larvas y reproductores, de
igual manera para cada una de las pilas cuente con equipo de uso exclusivo para evitar

contaminacion cruzada.

Para reducir la contaminacion, se sugiere individualiza €l personal que labora en cada area
del laboratorio.

Para evitar infecciones viricas de los nauplios, es necesario seguir € manejo adecuado de
las hembras gravidas parala desovay, hacer muestreos regulares de los reproductores para

establecer la presencia 0 no de estas.
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8. ANEXOS

Cuadro A-1. Métodos para la deteccion de los principales agentes virales en camarones
penaeidos (CYTED, 2009).

M étodo WSSV | IHHNV | BP | MBV | BMN | SMV | YHV* | TSV | IMNV | PyNV
Directa BF/ | ++ - ++4+ | HH+ |+ - ++ + - -
LM/ PH/ DF

Histopatologia | ++ ++ ++ | ++ ++ ++ +++ +++ | ++ ++
Bioensayos | ++ + + - + - + ++ + +
TEM/SEM | + + + + + ++ + + + +
ELISA CON - - + - + - - ++ _ _
PAb/ MAD

Sondas ADN/ | +++ +++ ++ | ++ ++ +++ | +++ +++ | + +

DHB/ ISH
PCR/ RT- +++ +++ +++ | + - +++ |+ +++ | +++ +++
PCR

*Grupo YHV: Lainformacion sobre virus IMNV y PYNV, fue suministrada por el DR. Carlos
Pantoja de la Universidad de Arizona, USA (2008).

Definiciones de aplicacion de los métodos para cada virus

método desconocido o cuya aplicacion no esta publicada

+ = método cuya aplicacion es desconocida o0 esta publicada, pero no frecuentemente
practicada o dificilmente disponible.
++ = método cuya aplicacién provee suficiente exactitud de diagndstico o sensibilidad en

la deteccion de patdgenos parala mayoria de las aplicaciones

+++ =método que provee un ato grado de sensibilidad en la deteccién de patégenos

Abreviaturas paralos métodos

BF = microscopia de luz de campo LM = microscopia de luz
brillante para € andlisis de improntas de ) )

- _ ] _ PH = microscopia con contraste de fases
tgjidos, montagjes humedos o montajes

enteros tefidos. DF = microscopia de campo oscuro
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Cuadro A-2. Esguema de hoja de registros usada en € ciclo larvario para los
tratamientos en estudio.
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Cuadro A-3 TabladeT de Student.
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Cuadro A-4. Por centaj e de recambios de agua hechos en e experimento.

T1R1

ESTADIO

Toneladas de agua

M anana

Tarde

PORCENTAJE
TOTAL DE
RECAMBIO

Z1-2

40%

Z2-3

2%

Z3

110%

Z3

60%

Z3-M1

80%

M1-2

120%

M2

100%

M3-PL 1

60%

PL 2

60%

PL3

110%

PL 4

70%

PL 5

80%

T1R2

Z1-2

40%

Z22-73

20%

Z3

100%

Z3

97.00%

M1

80%

M1-2

110%

M2

100%

M3-PL1

60%

PL2

60%

PL3

110%

PL4

70%

PL5

80%

TOR1

Z2

96.00%

Z2

115%

Z2-3

115%

Z2-3

120%

Z3-M1

5%

Z3-M1

50%

M1

120%

M1-2

120%

M2-3

olooubooocolunjo/NN|ooojodNodid]jloN|N oo |o|oh|o|N(N|N

120%

M3-PL1

60%

PL1

120%

100



TOR2

Z2 5 4.5 95%

Z2 6 55 115%
Z2-3 6 55 115%
Z2-3 6 6 120%
Z3-M1 4 4 80%

Z3-M1 5 5 100%
M1 6 6 120%
M1-2 6 6 120%
M2-3 6 6 120%
M3-PL1 0 0%*

PL1 6 6 120%

* No se realiz6 recambio porque se sifoned la pila.
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Cuadro A-5. Condiciones delaslarvas del experimento duranteel ciclo larvario

OBSERVACIONESDEL NIVEL 1

OBSERVACIONDESDEL NIVEL
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_ 0 ©
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723 8 Intermedia Alto (10% Z3) Poco
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Alto >
< Poco (15%)
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-
i VIR Intermedia| Intermedio
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l—_—_______
i ©
Nauplio Alto 8 Ausencia
N5-Z1 Q Alto (80% Z1) § .
= ) z Ausencia
71 10 § Activa Alto
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©
72-73 Alto (10% Z3) s Poco
o
73 Intermedia Lleno < Abundante
73 Débil Alto Poco (10%)
S ImL Intermedia %
e 5 E:
M1- Intermedio
M2
M3-PL1
L2 Activa
PL3 Alto
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Nauplio

N5-Z1

Z1

10

Z1-2

z2

Presente

z2

Z2-3

Activa

Z2-3

Intermedia

TOR1

Z3-M1

Débil

Ausente

Z3-M1

Intermedia

M1

M1-2

M2-3

M3-PL1

PL1

Nauplio

PL1-2
|

N5

Z1

10

Z1-2

z2

Presente

z2

Z2-3

Z2-3

Activa

Activa

Lleno

Alto
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Ausencia

Intermedio

Bajo

Alguna

Ausencia

Poco

Intermedio

TOR2

Z3-M1

Z3-M1

M1

M1-2

Intermedia

Ausente

M2-3

M3-PL1

PL1

PL1-2

Activa

Lleno

Alto

Alto
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Ausencia

Ausencia

Intermedio

Alguna

Poco

Bao

Intermedio

Alto

L27Y9V/igto hasta Zoea

3Y8 v/isto en todos | os estadios
4Y3 Visto hastaMysis
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Cuadro A-6. Compar aciones de tratamientos para la variable sobrevivencia. (Estadio

desde nauplio hasta postlarva 3)

COMPARACIONES [Tc| [T. tabla HIPOTESIS
SV1deT; ySV1ldeTy 1.606 2.26 AceptalaHipétesis Nula
SV1deTiySV2deTy 2.67 2.22 Acepta la Hipotesis alterna
SV2deT,ySV2deT, 2.58 2.262 Acepta la Hipotesis alterna
SV1deTiySV3deTy 3.8 2.262 Acepta la Hipotesis alterna
SV3deT1ySV3deTy 2.7 2.262 Acepta la Hipotesis alterna
SV2deT:ySV3deTy 3.75 2.30 Acepta la Hipotesis alterna
SV1deTiySV2deT; 0.0056 | 2.262 AceptalaHipotesis Nula
SV2deT:ySV3deT; 1.45 2.262 AceptalaHipotesis Nula
SV1deT:ySV3deT; 1.46 2.22 AceptalaHipotesis Nula
SV1deToy SV2deTy 1.22 2.262 AceptalaHipotesis Nula
SV1deToy SV3deTy 2.77 2.30 Acepta la Hipotesis alterna
SV2deToy SV3deTy 1.55 2.262 AceptalaHipotesis Nula
SV1deToySV2deT; -1.47 2.30 AceptalaHipotesis Nula
SV1deToySV3deT: -0.12 2.262 AceptalaHipétesis Nula
SV2deToy SV3deT: -1.25 2.228 AceptalaHipétesis Nula

EN DONDE:
SV1: primer muestreo de sobrevivencia Ti: T:R1 y TiR, con aplicacion de
SV 2: segundo muestreo de sobrevivencia probidtico.

SV 3: tercer muestreo de sobrevivencia To: ToR1 Y ToRy, testigo.
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Cuadro A-7. Comparaciones de tratamientos para la variable parametro

temperatura. (Estadio desde nauplio hasta postlarva 3)

COMPARACIONES [Tc| | |T.tabla| HIPOTESIS
TRy ToR; delaprimerasemana | -4.0044 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TiR1y ToR; delasegundasemana | -3.246 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TiR1y ToR;delaprimerasemana | -0.482 | 2.145 Aceptala Hipotesis Nula

TiR1y ToR, delasegundasemana | -2.469 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TR,y ToR;delaprimerasemana | -2.253 | 2.145 Acepta la Hipotesis alterna

TR,y ToR;delasegundasemana | -4.921 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TR,y ToR, delaprimerasemana | 1.727 2.145 Aceptala Hipotesis Nula

TR,y ToR; delasegundasemana | -1.25 2.145 Aceptala Hipotesis Nula

TRy TiR,delaprimerasemana | -2.339 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

T:R1y TR, delasegundasemana | -1.193 | 2.145 AceptalaHipbtesis Nula

ToR1y ToR,delaprimerasemana | 3.382 2.145 Acepta la Hipdtesis Alterna

ToR1Y ToR., delasegundasemana | 1.944 2.145 AceptalaHipbtesis Nula

EN DONDE:
T1R;1: Pilal aplicacion de probidtico

T1R>: Pila 2 aplicacion de probidtico To: ToR1 Y ToR» testigo
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Cuadro A-8. Comparaciones de tratamientos para la variable salinidad (Estadio desde
nauplio hasta postlarva 3)

COMPARACIONES [Tc| |[T.tablal HIPOTESIS

TiR1y ToRidelaprimerasemana | -1.874 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

TiR1y ToR:delasegundasemana | -1.821 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

TRy ToR,delaprimerasemana | -2.769 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TiR1y ToR,delasegundasemana | -1.784 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

TR,y ToR;delaprimerasemana | -2.579 | 2.145 Acepta la Hipétesis alterna

TR,y ToR;delasegundasemana | -0.817 | 2.145 Aceptala Hipotesis Nula

TRy ToR,delaprimerasemana | -3.6 2.145 Acepta la Hipdtesis alterna

TRy ToR,delasegundasemana | -0.806 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

TRy TiR,delaprimerasemana | 0.515 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

TRy TiR,delasegundasemana | 0.752 | 2.145 Aceptala Hipotesis Nula

ToR1y ToR.delaprimerasemana | 1.177 | 2.145 AceptalaHipdtesis Nula

ToR1y ToR,delasegundasemana | 0.447 | 2.145 Aceptala Hipotesis Nula
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Cuadro A-9. Informe de resultados: Resultado de bacteriologia.

FTL 15.1.%
A8 EIIETE AR Wl

DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL Y ANIMAL
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
INFORME DE RESULTADOS

RESULTADO DE BACTERIOLOGIA

No cestificado 151203.29

INFORMACION DEL CLIENTE
Progietarc’ _ CENDEPESCA Propisdad _EST. DE MARICULTURA LOS COBANDS
Direositn: Telfono 2432 - 0349 Fax
Departaments: SONSONATE Municpiz: ACAJUTLA
Canton: PUNTA REMEDIOS Casarlo
Enviada por: DR. MANUEL |. RAMIREZ LUNA
INFORMACION DE LA MUESTRA
Codigo de muasfra. _ CF12030929 Musstra:  HISOPADOS DE PILAS N e mussiras. 3
Anblisiz soiciiado! SALMONELLA SP, ESCHERICHIA COLI, CLOSTRIDIUM 5P, VIBRIO &P
Fecha da recepcitn. SIMARZONZ Facha de andlisis. 12 - 15IMARZON 2 Eapecia
Tota de snimaies: * animales enfermos N* animales muerios
RESULTADO '
15MARZO2 |

Hisopado ¥ 1: Sa aisid E. coli |
Mo sa alsl Salmonalla sp, Clostridium sp, y Vibrio sp

Hisopado # 2 Se aislé E. coll
Mo se alslo Salmonalla sp, Clostridium sp, y Vibrio sp

Hisopado # 2: Sa alsld E coll
No se aislt Salmaonalla ap, E:lnwid]umlp.rvlmip

*  Lowrowndgon o ersanon BN o8 DORGAR CorTReac 88 rien tormiponden rady e

e Mossten. Fronisds @ wlﬂ-hlmm“
wrwitghey

Pagina 1 de 1

LABORATORIO CENTRAL, CANTON EL MATAZAND, SOYAPANGO
SAN SALVADOR, EL SALVADOR
TELEFAX: 2202-0802



Cuadro A-10. Informe deresultados: Agua M4

- L
FTL LA
BTrERSE A M3 Wi

DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO ¥ CONTROL DE CALIDAD
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EL E.E*E.&P'?.H LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
o INFORME DE RESULTADOS
AGUA
W* partficado 151200.28
INFORMACION DEL CLIENTE
Propitaria: CENDEPESCA Empresal EST. DE MARIC. LOS COBANDS
Direccion: Talslans 2432 - 0349
Dapartamanic. SONSONATE Munisipicc  ACAJUTLA
Enviada por: DR MAMUEL | RAMIREZ LUNA
Codign de meesbe: ~ CF12030928 Fecha de reccleccsin:  SIMARZDM 2 Fecha de recepoion:  SIMARZONM2 g
Foofa de andisis; 12 - 1SMARZONM 2 Fecha do reports: 1SMARZO12
Descripeitn de savio: Frasco de vidria [X] Frasco depldsicc [ | Bolsa de plastics ||
RESULTADOSE DE AMALISIS : M4 AGUA
Determinacian Especificaciones Resutado
Bacterias coliformes iolales | < 1.1 NMPHIDG m| <1.1 NMPH00 ml
wmmm: <11 NMPAHD0 mi <1.1 NMPHO0 mi
Eschanchia coll 4 <1.1 NMPADO mi <11 NMP100 mi
Recuent intal de mastfios asrobics ¢ 100 UFCiml 270 UFC! mi
Bacterias pathgenas ¥ Aussncia Ausancla de Vibrio sp
* Lon peufiaccs exgenssicy o ol presanin ceficado do andiss Expmcficaconm estabiocidsy b
mmym-pmwﬂ !mmmwmii.Wﬂ1ﬁmm
borainng ne makrn aotvidades S munsroo * I Unidades formadoras e ooionia. NWP: Namars mis prttie
-mumw:pmﬂmumw P RPHA AWV WET. Minodo 5771 B
i del @bomiono 2 APHE AWWR WEF. Minods 1201 E
-mhuﬂmdm*mn T WP AW WEEF . Moo 3224 F
Ermhrindu, 4. APHA AWWA WEF Matodo SHS A p B

-

79 %

Carman ‘.‘hqm

Pagina 1 de 1

LABORATORIDO CENTRAL, CANTON EL MATAZAND, S0YAFPANGO
SAN SALVADOR, EL SALVADOR
TELEFAXN: Z202-0802
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Cuadro A-11. Informe deresultados: Agua M3

:"ﬂmﬂ;ﬁaﬂ ::I.;;:::'i LR
ﬁ'.*‘- 1 e DIRECCION GENERAL DE SAMIDAD VEGETAL
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO ¥ CONTROL DE CALIDAD
EL Elﬁiﬂ OR LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
= T INFORME DE RESULTADODS
AGUA
W® cariificads 15120327
INFORMACION DEL CLIENTE
Propietario; _CENDEPESCA Empresa: _EST.DEMARIC, LOSCOBANOS
Diroccidn: Telisfono 2432 - 048
Departaments: SOMSONATE Municipy  AGAJUTLA
Enviadapor. DR MANUEL | RAMIREZ LUNA
INFORMACION DE LA MUESTRA
Codigo de muesira:  CF12030827 Fecha da recolsecién.  BIMARZON2 Fcha ge recepoion: _MARZONZ
Facha de analisis 12 - 1SMARZON 2 Focha de repare; 15MARZONM2
Descripcion de snvio: Frasco de vidrio x] Frasco deplasties [ | Boisa de plstics ||
RESULTADOS DE AMALISIS : ‘M3 AGUA
Determinacian Espacificaciones Resultade
. DBactarias coliformes tolales ' < 1.7 NNPHI00 mi <1.1 NMPH00 mi
Emm&hmlaﬁml <11 NMF/100 mi <11 NMPHOD mi
Eschanichiz cofl ! <1, 1 NMFI100 mi <1.1 NMPA0D mi
Raciento fofal de mestfios asrobics ¢ 100 UFC/mi DMPC
Bactarins paltgenas § Barsencia Ausencls de Vibrlo =p
# Los emflndos eemsadcd of of pvsonis corificado de ndlss + Especiicacints naanieciins segln MBO 11070108 “Aoun. Ages
COTESRONEn (e Yy sachedamoiTe & b THESiEs esaysi. 6 pomable [Saqunds scunkzacian]”
labwrarinnio no mEkiE acidads de mussiros # UFC: Unidiioas formadonss 0o colonia, NG, Mimeeo mis piobansa
& Pobibids l repeocccion b8l o parcil, §i s mulimcon por 1, APHA AWWA WEF. Mbaio 0221 B

st dl oo :
#Llom dmm no Sonen wmlidoz 8l pesseen agln boedn o 3
wrrania e &

« DNPC: Demasiado numeroso para contarse

L

APHA AWWA WEF. Matodo 1221 E
APHA AIWWOA WEF. Maindo 5201 F
APHA, AWWA WEF Mbldn 315 &y B

V. cﬁmwu

PFagina 1 de 1
LABORATORIO CENTRAL, CANTOMN EL MATAZAND, SOYAPANGO
SAN BALVADOR, EL SALVADOR
TELEFAX: 2202-0802
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Cuadro A-12. Informe deresultados: Agua M2

FiL 1583
BTSN Ml W

DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO ¥ CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
INFORME DE RESULTADOS

AGUA
N cerlificado 151203. 26
INFORMACION DEL CLIENTE
Propietaria CENDEFESCA Empress.  EST. DE MARIC. LOS COBANDS
Diraccia: Teléfono; 2432 - 049
Departaments.  SONSONATE Municiple.  ASAJUTLA
Eniviads por; DA MANUEL | RAMIREZ LUNA
INFORMACION DE LA MUESTRA
Codign demuestra’  CF12030026 Fecha do recoieodion;  OIMARZON2 Fachadermcopcion. _SIMARZOMZ
Fecha de andlisks:. 12 . 15/MARZON2 Fecha de réporte: 15MARZON2
Descripcion de envio Frasco de Yidrio x] Frasco de plastico || Bolsa de pidstico [ |
RESULTADOS DE ANALISIS : M2 AGUA
Delerminacion Especificaciones Resultado
Bacterias collformes itsies ! <1.1 NMPIC0 mI <11 NMPI100 mi
Bacterlas coliformes facales <1,1 NMP100 mi <1, 1 NMPH0D ml
Estherichia coll 1 1.1 MMP/100 mi <1,1 NMPI100 m|
Recuento total da mesafies aerobios 4 100 UFCHmI 340 LFCT mi
Bacierlas patdgenas ¢ Ausencia Ausencia de Vibrio sp

* Los mmfades espresadon en gl prsents cerficade de anbisl

® Prohlfiia & mpoduccitn ol o pacial, s la sultdacitn per
#scril dul ishorainnn

+ Loz ddis 00 fenan valder sl puseran algin bomin o
wnmandasium

L

& Expaciloacires estabinciiun sogin NSO 11070108 “Agua. Agun
potbie. [Segunda sctuakzncin)*

* UFD, Unifades fommecorme de ooniz. NP Dimam ms piobabie

1. APHA ANV WEF, Misris 0231 B

2. APHA ABWWA WEF. Wasodo 8221 E

3 APHA AR WEF, Metodo 5224 F

& APHA AWVEA WEF. Moo 05 Ay B

Fagina 1 de 1

LABORATORIO CEMTRAL, CANTON EL MATAZAND, SOYAPANGO
SAN SALVADOR, EL SALVADOR
TELEFAX: 2202-0502
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Cuadro A-13. Informe deresultados: Acuicola.

:""'“‘"‘“"‘E P'm"“' ::.:::l:i 2 Wi
?- e DIRECCION GENERAL DE SAMIDAD VEGETAL
LABORATORIDS DE DIAGNOSTICO Y CONTROL DE CALIDAD
ki LABORATORIO DE PCR
E—L s-é-hmn OR INFORME DE RESULTADOS
ACUICOLA
W® perfificado B1203.05
INFORMACION DEL CLIENTE
Propistaric. _CENDEPESCA LOS COBANOS Propiedad _EST. DE MARICULTURA LOS COBANOS
Direccian: Teldfono -
Deparfamenic:  SONSONATE Munigipio.  ACAJUTLA
Caniin; PUNTA REMEDIO Caseric
Envadopor DR, MANUEL | RAMIREZ LUMA
INFORMACION DE LA MUESTRA
Codigo da rmussirs CF12000830 Tipo de muestra.  POSTLARVAS N* de muasiras 1
Aniliss solicitader YHV TSV | IHHNY Facha de mussineg
Fecha de recapcion:  SIMARZONZ Fecha de anissis 12 -1 IMARZON 2 Fecha de mpons: 1UMARZOMZ
RESULTADD

REACCION EN CADENADE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE YHV I TSV [ HHNY EN MUESTRAS DE
POSTLARVAS DE CAMARON

Tesuitade
e M YHV TSV | IHWY
= eon Pasiarvas de Camardn Hogativa Heagativa Mogaiive
3-Tubo con_Postiarvas de Camarén | Hegative Negativa POSITIVO
3= Tubd con Postiarves de Camarin Negatlve Negative Negativo

& Fetarwnod Prikacoes dal KiE gars PR = Prolvieia i mpedow Bl o petis e B SdnrEoOn e mesrn A
lLMWn-mmﬁnkﬂnm e,

§ ECEETE W mubsite amaylE B aborsens an malkze rulﬂ‘- Immin‘:‘rm home 5 e
AR (b ol I £ - *

o

Pagina 1 de 1
LABORATORIO CENTRAL, CANTON EL MATAZAND, SOYAPANGD

SAN SALVADOR. EL SALVADOR
TELEFAX: 2202-08032
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a. Calamar d. Plancton BP
b. Flake e. Cistosde artemia
c. Espirulina

figura A-1. Presentacion del alimento utilizado en el levantamiento larvario.
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figura A-2. Necrosisencontradaen Z 11-111
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figura A-3. Bolsa de probidtico
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M= costa pacifica P= estanques

B= bomba P2= pilas de pepinos de mar, cria de
conchas y aclimatacion de postlarvas de

O= bodega camaron.

L 1= laboratorio D= dormitorios

figura. A-4 Croquisdela Estacion de Maricultura L os Cébanos
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1) Pilas donde se recibe y trata €l

agua
2) Entrada del agua tratada y

@,

ubicacion del filtro de arena

13

3) Pilas de cultivo masivo de

microalgas
4) Entrada de tuberia de las

14

microalgas ala zonalarvicultura

5) Pilasde cultivo delarvas
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6) Pilas de reservorio de agua
tratada

7) Desagle

8) Incubadoras de artemia
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9) Tanque de aguatratada
10) Salade reproductores
11) Mangueras para recambio de

agua
12) Laboratorio de microalgas

10

13) Equipo de aireacion
14) Bodega
15) Lavaderos

16) Filtros para recambio de agua

2

_.
L=
.
J 1 oy [ ] ]

000008:!

@)
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17) Bomba para entrada de agua

18) Estantes de material es (bolsas, mangueras para aireacion, etc.)

figura. A-5 Esquema del laboratorio delarvicultura
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Anexo 1. Méodos de diagnédstico de enfermedades en camarones marinos de cultivo
(Litopenaeus vannamei)

Seguin Cuédllar-Anjel (2002), los pasos para € diagndstico en base alos métodos actuales para
determinar enfermedades en camarones marinos son:

a) Anamnesis

El técnico en sanidad responsable de redizar € diagndstico de una enfermedad en una
poblacion de camarones, debe incluir una visita a la instalacion afectada (maduracion,

larvicultura o finca de engorde).

Durante esta visita, debe recopilar lainformacion histérica previaala aparicion del brote de la
enfermedad. Esto puede incluir cambios en parametros ambiental es o fisicoquimicos, transito
inusual de personas 0 equipos instalaciones, presencia de animales foréneos a sistema como
perros, aves, roedores o vacas, ateraciones en e régimen y tipo/calidad del alimento
suministrado, cambios en los procedimientos o tipos de fertilizantes, uso de productos
quimicos o biologicos en el cultivo afectado, existencia de brotes similares con anterioridad en
dicha empresa o en otras conocidas y, toda aguella informacion pasada o presente relacionada
directa o indirectamente con la poblacion en cuestion (Cuéllar-Anjel 2002).

b) Examen clinico

Deben evaluarse las unidades de produccion (tanques o estanques) que presenten problemas.
Se deben redlizar capturas de camarones in situ y hacer una revision individual de animales,
para formarse una idea aproximada de la proporcion del problema: qué tanta poblacion esta
afectada (prevalencia en %), grado de severidad de las afecciones observadas en los

organismos enfermos y qué tipo de enfermedad puede estar causando €l brote.

El examen clinico debe incluir un recorrido manual y visual muy cuidadoso de los camarones
gue sean revisados, los cuales no deben ser capturados a azar, sino seleccionados por
presentar alguna manifestacion de enfermedad. Con base en los hallazgos de esta valoracion
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clinica, es factible en algunos casos hacer un diagndstico presuntivo, €l cual se debe confirmar
con pruebas complementarias de laboratorio.

Cuando se eligen camarones gue presenten signos clinicos, 5 a 10 por poblacién examinados

individualmente, seran suficientes.

La captura o coleccién de camarones para readlizar un examen gue busca determinar la
presencia de enfermedad, debe readlizarse procurando € minimo de estrés durante la

mani pulacion de los animales.

Si el examen clinico debe ser realizado en un lugar diferente al de la captura 'y los camarones
deben ser transportados hacia otra parte, la movilizacién debe hacerse en recipientes con agua
del mismo estanque, limpia (sin lodo ni trozos de vegetales), con adecuada aireacion y
teniendo una densidad baja (para evitar e estrés). Si 10s camarones van a permanecer un
periodo de tiempo en €l recipiente antes de ser examinados, deben tener buena aireacion y, en
lo posible, se debe bagjar 1a temperatura a 25-27°C mediante la adicion de bolsas con hielo
(selladas).

En estudio de camarones presumiblemente enfermos, se debe seleccionar animales
moribundos, descoloridos, con comportamiento anormal 0 que presenten otras anormalidades

macroscopicas con las cual es se sospeche de una enfermedad (Cuéllar-Anjel 2002).

c) Microscopia Directa (Analisis en fresco)

Esta técnica estda basada en la observacion bajo € microscopio de tgidos o partes de
camarones afectados, con e fin de establecer en la medida de lo posible un diagnostico
presuntivo. Las partes mas comunmente examinadas bajo microscopio con: hepatopancress,

branquias, contenido intestinal (heces), musculo esquelético y contenido géstrico.

Para una evaluacion sanitaria con microscopia directa, deben examinarse las muestras 10 més
pronto posible después del muestreo y después de la preparacion del montgje en un
portaobjetos. Se deben utilizar organismos Vvivos siempre que sea posible, 0 usar muertos

frescos que han sido mantenidos en frio (refrigerado o enhielado), o especimenes fijados en



119

formalina a 10% tamponada, cuando no sea posible trabgjar con camarones vivos (Cuéllar-
Anjel 2002).

d) Bacteriologia

Objetivo. El objetivo de la bacteriologia en camarones, es cuantificar la cantidad y €l tipo de
bacterias presentes en la hemolinfa, otros tejidos o larvas y postlarvas, asi como en agua

para/de cultivo.

Descripcion. La bacteriologia es un conjunto de métodos que se utiliza como apoyo en €
diagnostico de enfermedades en camarones, cuando se sospecha que la causa de la enfermedad
esta relacionada con presencia de bacterias patdgenas en € agua de cultivo o dentro del
organismo de los animales. Consiste en la siembra de muestras en diferentes medios de
cultivo, para determinar si hay crecimiento o no de bacterias potenciamente patdgenas.
(Cudlar-Anjel 2002)

€) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Objetivo. La reaccion en cadena de polimerasa es un método enzimético de amplificaciéon de
secuencias especificas de ADN, que permite la sintesis in Vitro de un fragmento de ADN de
formatal que, en cada ciclo del proceso, se duplica el nimero de moléculas. De esta manera,
se utiliza para la deteccidn gendmica de ciertos microorganismos patdgenos como virus (ADN
y ARN) y bacterias, en muestras de camarones o de organisSmos rel acionados.

La PCR se utiliza en camarones para la deteccion de virus WSSV, IHHNV, BP, MBV, SMV,
YHV (grupo), IMNV, TSV y PvNV

Descripcion. El principio de la PCR consiste en determinar la secuencia de interés y
seleccionar pequefios segmentos nucledtidos |lamados iniciadores o cebadores (primers),

complementarios con la secuencia de nucledtidos de |os extremos opuestos de | as cadenas.
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La PCR se redliza en forma de ciclos. Cada ciclo duplica la cantidad de ADN, por lo que
permite obtener hasta un millon de copias de un solo fragmento en pocas horas. L os elementos

necesarios parallevarla a cabo se comercializan en forma de kits.

En esta técnica se consideran importantes |o siguientes parametros. un suministro abundante
de iniciadores y de desoxinucleotidos trifosfatados (ANTPs); una fuente renovada de ADN
polimerasa (enzima encargada de la sintesis de las cadenas complementarias) y los ciclos
peribdicos de cambios de temperatura. Estos Ultimos consisten en: desnaturalizacion del ADN
a 100°C, alineamiento de los iniciadores con las secuencias de interés entre 50 y 60°C vy, la
sintesis del ADN a 72°C. Estas temperaturas pueden variar de acuerdo con las condiciones de

la reaccion.

El poder de la amplificacion con PCR es tan alto que los pequefios contaminantes pueden dar
resultados falsos positivos, por 10 que € material y las soluciones a emplear deben ser muy
cuidadosamente manipulados y almacenados.

M etodologia: La reaccion en cadena de la polimerasa imita el fendmeno de replicacién del
ADN que ocurre de forma natural en las células vivas. El ADN es de doble cadena (es decir,
cada cadena de ADN esta apareada con otra complementaria). Durante la replicacion, las dos
cadenas se separan y una enzima especializada |lamada polimerasa, hace una copia de cada
una de las cadenas, utilizando la original como plantilla o0 modelo. Normalmente este proceso
de copiatiene lugar cuando la célula se divide y da lugar a la formacion de un par de cadenas

hijas.

La polimerasa necesita otros tres ingredientes para copiar ADN. El primero es unareserva de
los cuatro blogues basi cos que constituyen la molécula de ADN, Ilamados nucleotidos o bases.
El segundo es una fibra corta de ADN copiado, que se llama cebador oligonucleotidico o
primer, € cual estd formado por varios nuclebtidos que inician la replicacion. el tercero es e
cofactor MgCl,, sin e cual la enzima no puede funcionar. La PCR utiliza estos mismos

ingredientes para copiar ADN en un microtubo de ensayo.

La reaccion tiene lugar en tres fases. Durante la primera o desnaturalizacion, la plantilla o
fragmento original de ADN se calienta hasta una temperatura de 90° a 95°C durante 30
segundos; esto provoca la separacion de las dos cadenas. En la segunda fase, [lamada anillaje,
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la temperatura de la mezcla se bgja hasta 55°C durante 20 segundos para que los cebadores
oligonucleotidicos se enlacen con el ADN escindido. en latercerafase o de polimerizacion, la
temperatura de la mezcla se eleva hasta 75°C para que la polimerasa copie rapidamente la

molécula de ADN.

Estas tres fases tienen lugar en e mismo tubo de reaccion y constituyen un ciclo completo de
PCR, que se realizan en menos de dos minutos. Tedricamente, e ciclo de PCR se puede
repetir sin limite, pero la polimerasa, los nuclebtidos y 1os cebadores, deben renovarse a cabo
de unos 30 ciclos. Estos 30 ciclos, que duran menos de tres horas, bastan para producir

millones de copias de ADN.

Cuando la muestra contiene un agente patégeno cuyo genoma es ARN, se debe de utilizar
antes de la PCR un paso adicional. Consiste en adicionar a la muestra (ARN extraido) una
enzima llamada transcriptasa reversa, la que transcribe e ARN en ADN complementario
(cDNA), molécula que es un ADN de doble cadena y, por consiguiente, susceptible de ser
amplificada mediante una reaccion normal de PCR. Este proceso enzimatico que se requiere
para los virus ARN, ha hecho que la PCR que lo utiliza se [lame "PCR con transcriptasa
reversa’ (TR-PCR).

La polimerasa utilizada actualmente es termoestable, no se inactiva por las elevadas
temperaturas de la primera reaccién y es llamada Tag, debido a que proviene de Thermus
aquaticus, una bacteria terméfila. Debido a que la polimerasa Tag no resulta destruida por las
elevadas temperaturas a las que transcurre PCR, basta con afiadirla una vez, a principio de la

reaccion. la polimerasa Taq se fabrica ahora con bacterias modificadas genéticamente.

El uso de la PCR exige mucho cuidado. Lo mas importante es evitar la contaminacion de la
mezcla reactiva. Es tan sensible, que permite multiplicar accidentalmente cantidades minimad
de ADN contaminante. Se utilizan procedimientos especiales para evitar la contaminacion
(Cudlar-Anjel 2002).



Anexo 2. Ejemplo de calculo de sobrevivencia por método volumétrico
Se tienen cuatro muestreos con los siguientes resultados:
M1= 26 larvas M3= 23 larvas

M2=19 larvas M4= 30 larvas

En total setiene que en 1000 ml o 1 litro hay: (26+19+23+30)= 98 larvas, entonces:

98 larvag/It x 10,000lt = 980,000 larvas

1,000,000 nauplios sembrados ------ 100%
980,000 nauplios segiin conteo ----- X

980,000 x 100/ 1,000,000 = 98% de sobrevivencia (S.V).

Anexo 3. Célculos del Presupuesto Parcial
Rendimiento ajustado para TO:
540,000 ----- 100%
X - 10% = 54,000 larvas; 540,000 — 54,000 = 486,000 larvas.
Rendimiento ajustado para T1:
756,000 ----- 100%
X - 10% = 75,600 larvas; 756,000 — 75,600 = 680,400 larvas.
Beneficio Bruto: El precio delalarva en venta es de $0.004.
T0: $0.004x486,000 = $1,944

T1: $0.004x680,400 = $2,721.6
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Nauplio: Tanto en TO y T1 se utilizaron 1.8 millones de nauplios, haciendo € total de 3.6
millones. El precio de ventadel nauplio es $0.0005.

TOR1: 900,000 x$0.0005 = $450
1.8 millones de nauplios
TOR2: 900,000 x$0.0005 = $450
T1R1: 900,000 x$0.0005 = $450
1.8 millones de nauplios
T1R2: 900,000 x$0.0005 = $450
Costo total:
TO: $1.74+30.5+$4.33+$1.37+$6+3$900 = $913.94
T1: $1.74+30.5+$4.33+$1.37+$6+$28.38* +$900 = $942.32
* Precio del probidtico.
Beneficio Neto:
TO: $1,944-$913.94 = $1,030.06
T1: $2,721.6-$942.32 = $1,779.28

Resultando la diferencia de $1,779.28-$1,030.06 = $749.22

Anexo 4. Glosario
A.

Ablacion ocular: o ablacion peduncular unilateral, consiste en e corte del pedunculo ocular
en la hembra y provoca una disminucion del nivel de hormona inhibidora del desarrollo
gonadal circulante en hemolinfa, induce picos de maduracion y desoves, optimizando la
produccion comercial de larvas (Diaz et al, 1997).
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Acidolin: antibidtico producido por Lactobacillus acidophilus.

Anamnesis. Parte del examen clinico que retine todos los datos histéricos de la enfermedad,
anteriores a brote en estudio. Es suministrada por € persona técnico de campo o por €

granjero.

Antibidticos. es una sustancia guimica producida por un ser vivo o derivada sintética de ela
que a bagas concentraciones mata o impide e crecimiento de ciertas clases
de microorganismos sensibles, generalmente bacterias. Ocasionalmente estos puede producir

unareaccion adversa al medicamento o afectar ala flora bacteriana normal del organismo.

Artemia: es un pequefio crustéceo filtrador, propio de habitats acuéticos de elevada salinidad,
gue se encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo. La salinidad es € factor principal
que distribuye a las poblaciones de Artemia, ya que se encuentra adaptado a escapar de sus
depredadores habitando lugares hipersalinos, en donde estos no pueden sobrevivir y por

consiguiente este crustaceo puede desarrollarse adecuadamente.
B.

Bacterias enteropatégenas. son todas aquellas bacterias que se aojan en € tracto

gastrointestinal y que son dafiinas para el organismo.

Baculovirus: es una familia de virus infectivos para invertebrados. Poseen un genoma con
ADN de cadena doble como acido nucleico, por 1o que se incluyen en e Grupo | de la
Clasificacion de Baltimore. EI genoma es circular con un tamafio de 80-180 kpb. Se
caracterizan por albergar dicha informacion genética en una capside recubierta de envoltura
viral y estructuralmente definida por una simetria cilindrica, de un tamafio (con envoltura) de
40-110 por 200-400 nm; y por ensamblar los viriones maduros en € nulcleo como

compartimento celular.

Bentos: En ecologia se llama bentos (del griego BévBoc/benthos, “fondo marino”) a la
comunidad formada por los organismos que habitan el fondo de los ecosistemas acuéticos. El
bentos se distingue del plancton y del necton, formados por organismos que habitan en la

columnade agua. El adjetivo que se hace derivar de bentos es bentdnico.
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Bioencapsulacion: introduccion de cepas seleccionadas dentro del tracto digestivo del
predador via alimento vivo como |as artemias.

Bioensayo: Experimento que se hace utilizando organismos vivos, bao condiciones y

ambi entes.
C.

Cromatoforo/s: son células con pigmentos en su interior que reflgan la luz. Pueden
encontrarse en diversos seres vivos como los anfibios, 10s peces, ciertos crustaceos y agunos

cefal 6podos.
D.

Dot Blot: es unatécnica de biologia molecular para detectar biomoléculas.
E.

Ecdisis: 0 muda, en biologia, se Ilama a la renovacion de los tegumentos (recubrimientos del

cuerpo) que se produce en muchos animales.

EDTA: &cido etilen diamino tetra acético, es una sustancia utilizada como agente quelante que

puede crear complejos con un metal que tenga una estructura de coordinacién octaedrica.

Epibionte: Organismo no parasito que vive por |0 menos una fase de su ciclo vital encima de

otro de mayor tamario, a cual generalmente no le causa ningun problema.

Epirulina: Alimento a base de alga utilizado en el ciclo larvario de los camarones. Promueve

a metabolismo de las larvas de camaroén.
F.

Falso positivo: es un error por € cua al realizar una prueba complementaria (un andlisis de
sangre, etc.) su resultado indica una enfermedad, cuando en realidad no la hay.

Filogenéticamente/ filogenia: esladeterminacion de la historia evolutiva de |os organismos.


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Pigmento
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Final call: reacciones de baja eficiencia debido al fallo de uno o més nuclettidos. Esto debido
aun fallo en e disefio del sistema de deteccidn por PCR.

Flake: Alimento para larvas de camardn a base de comida para camardn, higado de calamar,
extracto de alga marina, carotenoides, fosfolipidos y otros. La cantidad de proteina que
contiene ayuda a incrementar el rango de crecimiento, eficiencia para aimentarse y el rango

de sobrevivencia de las larvas de camaron.
Fototaxig/ fototaxia: es una habilidad que poseen muchas células para dirigirse hacialaluz.
H.

Hematopoyeético/a/sis. proceso de formacion, desarrollo y maduracion de los elementos
formes de la sangre (eritrocitos, leucocitos y plaguetas) a partir de un precursor celular comin
e indiferenciado conocido como célula madre hematopoyética pluripotencial, unidad

formadora de clones, hemocitoblasto o stem cell.

Hemolinfa: Tejido sanguineo de los camarones que irriga los organos y tegjidos Ilevando

oxigeno y nutrientes.

Hepatopancreas. Glandula digestiva del camardn, encargada de producir enzimas y

hormonas, principal mente.
Herbivoria: relaciones troficas entre las plantas y los animales.

Hilo fecal: heces colgantes del ano de las larvas y suspendidas en la columna de agua donde

se desarrollan las mismas, signo de buena salud.
l.

| atrogénico/genia: también llamado acto médico darfino, es e acto médico debido, del tipo
dafino, que a pesar de haber sido realizado debidamente no ha conseguido la recuperacién de
la salud del paciente, debido a desarrollo l6gico e inevitable de determinada patologia

terminal.

Iniciador o primer: es una cadena de &cido nucleico o de una molécula relacionada que sirve

como punto de partida paralareplicacion del ADN.
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Inmunoestimuladores:. son sustancias (farmacos y nutrientes) que estimulan € sistema
inmunitario induciendo activaciéon o aumentando la actividad de cualquiera de sus

componentes.

Larvicultura: Fase del cultivo de camardn relacionado con € desarrollo de larvas y

postlarvas.

Luminiscencia: es toda luz cuyo origen no radica exclusivamente en las altas temperaturas,
por e contrario, es una forma de "luz fria' en la que la emision de radiacion luminica es

provocada en condiciones de temperatura ambiente o baja.
M.
M: Mysis.

Melanizacion: consiste en una serie de reacciones que se inician con la hidroxilacion de
tirosina para formar L-hidroxifenilalanina (L-DOPA) la cual, a su vez, se oxida y da lugar a
diferentes compuestos Ilamados dopacromos, y éstos, por su parte, producen indolquinonas

que se polimerizan y forman la melanina como producto final (Soderhall e Iwanaga, 1996).
M esh: unidades utilizadas para medir € didmetro de los orificios de mallas defiltro.

Microalgas: grupo variado de plantas microscopicas de diversas formas, tamafios, que son
meramente acuaticas, se encuentran naturalmente en rocas, flotado en € agua y en otros
materiales. Aportan diversos nutrientes como lo son: proteinas, vitaminas, fibra cruda,

aminoacidos. Constituyen la base parala aimentacion de larvas.

Microbiota/ microbiota normal: flora normal o flora nativaa conjunto de microorganismos
gue viven de forma habitual en un organismo sano.

N.

Necrosis. Muerte patoldgica de un conjunto de células o de cualquier tejido del organismo,
provocada por un agente nocivo que ha provocado una lesion tan grave que no se puede

reparar. Unavez se haproducido y desarrollado la necrosis, esirreversible.


http://es.wikipedia.org/wiki/Luz
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N: Nauplio.

nm: nandmetros.
O.

Omnivoria: Se define como el consumo sobre mas de un nivel trofico.
P.

Patogéenesis. origen y evolucion de una enfermedad con todos los factores que estan

involucrados en €lla.

Patologia: es |la parte de las ciencias médicas, humanas y animales encargada del estudio de
las enfermedades en su mas amplio sentido, es decir, como procesos 0 estados anormales de
causas conocidas o desconocidas.

Pelégico: El piélago (del griego méAayoc (pélagos), "mar abierto”) es la parte del océano que
esta sobre la zona pelagica, 0 sea, la columna de agua del océano que no estd sobre la

plataf orma continental. L os organismos que habitan esta érea se denominan pel &gicos.

Penaeidae: Crustaceos nadadores con el rostro bien desarrollado, con dientes en el borde
dorsal solo o en ambos. El pedinculo ocular carece de tubérculo, pero tiene escamas en la
base. Presentan espina hepatica y € surco cervica es corto y no alcanza € borde del
caparazon. El tercer pereidpodo esta un poco mas desarrollado que € segundo. Sexos
separados y faciles de diferenciar; en el macho, los endopodios del primer par de pledpodos se
han transformado en un o6rgano copulador que emplea para transferir a la hembra un
espermatoforo que se fijaalabase del cuarto y quinto par del pereidpodos. Los huevos, tras la
fecundacion, no son retenidos para ser incubados.

Penaeido: Nombre comln para los miembros de la familia de crustéceos Penaeidae,
comunmente denominados camarones 0 gambas. Un cultivo econdémicamente importante
originario de aguas marinas y salobres de éreas tropicales o subtropicales. Ciclo vita
caracterizado por varias etapas iniciales del desarrollo de las cuales nauplios (5 etapas

sucesivas), zoea (3), mysis (3) y postlarva (hasta 22).


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
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http://es.wikipedia.org/wiki/Plataforma_continental
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Penaoideos: referente alafamilia penaeidae.
Peneidinas. Péptidos antimicrobianos de crustaceos.

pH: es una medida de la acidez o acalinidad de una solucion. El pH indica la concentracion
de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas sustancias. La sigla significa potencial

de hidrogeno.
PL: postlarva.

Plancton artificial BP: Alimento para camardn consistente en plancton. Promueve € rango
de sobrevivencia, como a metabolismo, ademés previene estrés por las vitaminas y

aminoacidos que contiene.

Podocito: es una célula adosada a las asas capilares con un citoesqueleto prominente, reticulo
endoplasmico rugoso y aparato de Golgi bien desarrollados y lisosomas frecuentes. Esta célula
emite unas prolongaciones primarias de las que emergen otras finas secundarias terminando en
unos ensanchamientos o pedicel os que se entremezclan los de un podocito con otros y forman

un recubrimiento alos capilares.
ppm: partes por millon.

Probidticos: microorganismos vivos, principamente bacterias y levaduras, que
son agregados como suplemento en la dieta y que afectan en forma beneficiosa a desarrollo

delafloramicrobianaen €l intestino.
S.

Sonda: o sonda molecular, es un fragmento de ADN (o raramente ARN) de peguefio tamafio
(normalmente entre 100 y 1000 bases) usado en biologia molecular como herramienta para
detectar la presenciade ADN o ARN de secuencia complementaria parecida o igual.

U.

ufc: unidades formadoras de colonias.
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ups: Unidades Précticas de Salinidad, relacion de conductividad de una muestra de agua de
mar con una solucién estandar de KCI.

Uropodos: son la parte final del cuerpo de los crustéceos; estan a continuacion del abdomen o
pleon y normalmente son laminares o aplanados, presentando forma de abanico por |o que se

|e denomina abanico caudal.

Z: Zoea
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