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GLOSARIO

Abiético: En el ecosistema, se denominan asi aquellos componentes que no tienen
vida, como son las sustancias minerales, los gases y factores climaticos que influyen
ampliamente en los organismos

Abundancia: indica un elevado nimero de individuos presentes en un ecosistema o
en un area determinada.

Acidez: Contenido o concentracion de iones de hidrégeno en una solucién, que se
expresa con un valor en la escala del pH. Una solucion es 4cida si la concentracion de
hidrogeno (H) es mayor que la de iones de hidréxidos (OH).

Acido desoxirribonucléico: Abreviatura: ADN o DNA. Molécula extremadamente
compleja, con un alto peso molecular que es el constituyente fundamental de los
cromosomas. La molécula de ADN estd formada por dos cadenas enroscadas en doble
hélice, teniendo cada cadena la forma de una escalera torcida donde cada barrote esta
representando un nucledtido.

Aclimataciéon: Son ajustes fisiologicos y de comportamiento que sufren los
organismos vivos para adaptarse a un suelo, agua o a un clima determinado.

Acuatico (Acuicola): Nombre que reciben los animales, plantas u organismos que se
desarrollan en aguas tanto dulces, estuarinas como salinas.

Agar: Agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo, se gelifica

alrededor de los 40 ° C dependiendo del grado de pureza.
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Autoétrofo: Organismos que no requieren fuentes orgdnicas para sintetizar y elaborar
su propio alimento. Las plantas representan el caso mas abundante de autotrofos, pues
solo requieren luz y algunos compuestos minerales para vivir.

Ambiente: Medio que presentan condiciones, factores externos, vivientes y no
vivientes que influyen en un organismo u otros sistemas especificos durante un
periodo de vida.

Asepsia: Ausencia de microorganismos en un objeto o area, para evitar de esta forma
contaminacion.

Bacterias Aerobias: Bacterias que se desarrollan en presencia de oxigeno libre.
Bacterias Alotréficas: Son aquellas que requieren de sustancias organicas
previamente sintetizadas para alimentarse.

Bacterias Anaerobias: Bacterias que se desarrollan en ausencia de oxigeno libre.
Bacterias Anaerobias facultativas: bacterias que se desarrollan tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno libre.

Bacteria: Organismos procaridticos unicelulares, algunos transmiten enfermedades.
La mayor parte son descomponedores, degradadores y obtienen los nutrientes que
necesitan degradando los compuestos organicos complejos a compuestos inorganicos
simples.

Bacteria nitrificantes: Son autdtrofos que se encargan de realizar cambios

importantes en los suelos al fijar en ellos el nitrogeno atmosférico.
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Bacterias heterotrofas: Son aquellas que cierran el ciclo de la materia en los
ecosistemas al degradar cualquier sustancia organica a elementos inorganicos
originales

Bacterias Microaerdfilas: Bacterias que requieren de pequefas cantidades de
oxigeno libre para existir.

Bacteriostatico: Farmaco o sustancia que detiene el crecimiento de las bacterias sin

eliminarlas.

Cadena tréfica. Cadena de seres vivos en que cada eslabon se alimenta y obtiene
energia del eslabon precedente y a su vez sirve de alimento y proporciona energia al

siguiente.

Cepa: Conjunto de individuos de una misma especie existente en una colonia o
cultivo.

Comunidad: Conjuntos de poblaciones de todas las especies que viven e interactuan
en un area dada en un tiempo en particular.

Concentracion: Cantidad de una sustancia quimica en un volumen o peso en
particular.

Contenido de oxigeno disuelto: Cantidad de oxigeno disuelto en un volumen
determinado de agua a una presion y a temperaturas particulares.

Densidad: Cantidad de individuos que se encuentran en un area determinada

g/Volumen.
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Drenaje: Extraccion del agua superficial o subterrdnea de una zona determinada por
medios naturales o artificiales. El término drenaje suele aplicarse a la eliminacion del
exceso de agua con canales, desagiies, zanjas, alcantarillas y otros tipos de sistemas
para recoger y transportar agua.

Ecologia: Estudio de interacciones de los seres vivos entre si y con su ambiente
inanimado o no vivo de materia y energia.

Ecosistema: Comunidad de diferentes especies que interactian entre si y con los
factores fisicos y quimicos que conforman su entorno no vivo.

Enfermedad: Alteracion o desviacion del estado fisioldgico en una o varias partes
del cuerpo, por causas generalmente conocidas y manifestada por sintomas.

Enzima: Las enzimas son grandes proteinas que aceleran las reacciones quimicas. En
su estructura globular, se entrelazan y se pliegan una o mas cadenas polipeptidicas,
que aportan un pequefio grupo de aminoécidos para formar el sitio activo, o lugar
donde se adhiere el sustrato, y en donde se realiza la reaccion.

Especie: Grupo de organismos semejante en apariencia, comportamiento, procesos
quimicos y estructura genética.

Esterilizacion: Proceso que destruye todas las formas viables de cualquier tipo de
vida microbiana, incluyendo destruccion de las esporas.

Eubacteria: Son la mayoria de organismos procariotas que viven en el suelo, agua y
en organismos superiores.

Factor abiotico: Factor provocado por agentes climaticos, edafaticos y quimicos.
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Factor bidtico: Factor originado por los seres vivos que afectan al ambiente.

Factor ecolégico: Se refiere a factores que determinan las condiciones ecologicas en
el ecosistema. Es la caracteristica, lugar o condicion del medio donde se desarrolla
una comunidad que influye en la vida de uno o més organismos de la misma
comunidad. Por ejemplo: zona, profundidad, iluminacién y evaporacion.

Factor fisico: Se refiere a los pardmetros que afectan al ecosistema, tales como la
temperatura, iluminacién y humedad.

Habitat: Area o lugar del ambiente en donde se encuentran, habitualmente, a una
determinada especie, raza o variedad de individuos.

Haloéfilas: Bacterias que para su crecimiento requieren altas concentraciones de sal
(10 - 15%). Son aquellas bacterias aisladas del mar y en ciertos alimentos.

Luz ultravioleta: Radiaciéon empleada para la esterilizacion de areas de trabajos, este
tipo de radiacion posee una capacidad mutagénica y letal para las células.

Medio de cultivo: Se denomina a un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento
y otros componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismo.

Oxidacion: Se refiere a la combinacion de oxigeno con otra sustancia para producir
un compuesto llamado 6xido. El hierro, en presencia de agua, reacciona con el

oxigeno de la atmésfera formando un 6xido de hierro hidratado.
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pH: Indice numérico que sefiala la acidez o alcalinidad de una sustancia en una escala
de 0 a 14, con el punto de neutralidad en 7. Las soluciones acidas tienen pH menor de
7 vy las bésicas o alcalinas, pH mayor que 7.

Regeneracion: Se denomina al proceso de retorno de nutrientes al agua que sigue a
la degradacion de los compuestos orgédnicos. La regeneracion es directa cuando los
productos liberados al agua por el metabolismo son directamente utilizados por las
plantas, tal es el caso de la mayoria de los productos de excrecion de los animales
marinos.

Salinidad: Expresion porcentual o peso por unidad de volumen de las sales, s6lidos
disueltos en el agua y en general. Es una medida de la cantidad de cloruro de sodio
en el agua o en el suelo.

Sélidos disueltos totales: Concentracion total de sales inorgénicas en el agua. La
concentracion constituye para muchos fines, una limitacion importante en el uso del
agua.

Sélidos totales en suspension: Cantidades de particulas flotantes o suspendidas en la
columna del agua que pueden ser separadas del liquido a través de medios fisicos
como la filtracion.

Suelo: Mezcla compleja de minerales inorganicos (arcilla, limo, guijarros y arena)

materia organica en descomposicion, agua, aire y organismos vivos.
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Técnica de enriquecimiento del cultivo: consiste en disefiar condiciones de cultivo
que favorezcan especificamente al microorganismo que se quiere aislar y que se
encuentra en pequefias cantidades.

Temperatura: propiedad de los sistemas que determina si estdn en equilibrio térmico
Tincion de Gram: Se denomina asi por el bacteridlogo danés Cristian Gram, quien la
desarroll6 en 1844. Permite dividir las bacterias en dos grupos Gram positivos y
Gram negativos, ( se designan los dos grupos por la morfologia caracteristicas de sus
paredes).

Topografia: Descripcion de los rasgos de la superficie de cualquier area, incluyendo
no s6lo formas del relieve, sino también objetos y aspectos naturales como los
humanos.

Vibrios: Son bacterias oportunistas que pueden causar hasta un 100% de mortalidad
en larvas y en juveniles de penaeidos, incidiendo sobre estos cuando son sometidos a

condiciones de estrés.
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RESUMEN

Constantemente la industria camaronera se ha visto afectada por la presencia de
algunos problemas en la produccion provocados por agentes bacterianos como los
Vibrios, considerados agentes oportunistas debido al perfil patologico que provocan
en los cultivos cuanto estan bajo la incidencia de condiciones ambientales
perjudiciales. Las comunidades bacterianas no solo son vectores de enfermedades
también cumplen un rol muy importante en los sistemas de cultivo pero se conoce
muy poco respecto a la composicidon microbiana (niveles y especies) bajos diferentes

condiciones y densidades de cultivos.

El objetivo de este trabajo fue analizar y caracterizar la microbiota bacteriana en
muestras de agua y sedimento de sistemas semi-intensivos (Camaronera
OPUMARSA) e intensivos (estacion experimental CENAIM) durante un ciclo de
engorde del camaron Litopenaeus vannamei, para ello se utilizd las técnicas de la
microbiologia tradicional las que nos permitieron evaluar en cada muestreo las

concentraciones de bacterias totales y Vibrios presentes en las muestras.

Los resultados indicaron que las concentraciones de bacterias totales y Vibrios en las

muestras de agua fueron significativamente (p<0,05) superiores en el sistema

intensivo. En las muestras de sedimento en el sistemas intensivo las concentraciones
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fueron superiores a las registradas en las piscinas semi-intensivas, diferencia que no

fue estadisticamente significativa (p>0,05).

Para la caracterizacidon se obtuvieron 723 aislados de las muestras de agua y de
sedimento, las mismas que fueron identificados mediante el método de Ryuss como
Gram negativos y Gram positivos. Los aislados obtenidos en las muestra de agua en
su mayoria fueron Gram negativos (-), y no se registrd diferencias significativas
(p>0,05) entre los sistemas. Los aislados Gram positivos (+) predominaron en las
muestras de sedimento de los sistemas intensivos mientras que en los sistemas semi-
intensivos predominaron los aislados Gram negativos (-), estadisticamente se

encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los sistemas estudiados.

Se realiz6 ademas un registro semanal de factores abidticos como temperatura,
salinidad, Oxigeno disuelto y pH del agua obteniéndose valores minimos y maximos
para cada sistema, estadisticamente no se detectaron diferencias significativas para

ninguno de estos parametros entre sistemas (p>0,05).

En cuanto a MO y SST en el agua, las concentraciones minimas y maximas fueron

superiores en el sistema intensivo, esta diferencia fue significativa estadisticamente

(p<0,05)
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En sedimento, los porcentajes minimos y maximos de MO en el sistema intensivo
fueron significativamente inferiores en relacion al obtenido en las piscinas de los

sistemas semi-intensivos (p<0,05).
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1. INTRODUCCION

El rapido crecimiento de la industria de cultivo de camarones penaeidos en América y
Asia se ha visto frenada principalmente a causa de las enfermedades (Sindermann y
Lightner, 1988 fide San Miguel, 1996). Durante los ultimos afos varias
enfermedades causadas por microorganismos de naturaleza viral, bacteriana,
parasitaria o micotica han afectado la produccion (Depto. de Comercio de los Estados

Unidos, 1993 fide Serrano, 1996; San Miguel, 1996).

Desde que la industria camaronera se desarrolld en el pais han surgido problemas
asociados con varios agentes patogenos. Los virus, bacterias, hongos y protozoarios
han encontrado en los cultivos un medio favorable para desarrollarse, principalmente
debido al inadecuado manejo de los sistemas de produccioén de camaron y a la falta de
estrategias de control de patdégenos (Calero, 1998). Para Peeters, et. al, (1999 fide
Balcéazar, 2002) estos inconvenientes estdn estrechamente relacionados con las

practicas de manejo en los ciclos de produccion.

Entre las enfermedades bacterianas que han afectado el cultivo de Penaeidos en el
Ecuador podemos mencionar: el Sindrome de la Gaviota, Necrosis Hepatopancreatica
(NHP), Micobacteriosis, el Sindrome de Bolitas y Sindrome de Zoea (Sotomayor,

2000).



Actualmente el sector camaronero en Ecuador produce menos del 80% de lo que
producia hace 5 afios, la crisis que vive la industria camaronera es un reflejo de la
urgente necesidad de realizar cambios en el manejo de los sistemas de produccion

para evitar o controlar enfermedades (Vivanco, 2004).

Los microorganismos cumplen un importante rol en las piscinas de cultivo,
particularmente en la productividad, ciclos de nutrientes, nutricién de los organismos
cultivados, control de enfermedades y en el impacto ambiental que tienen sobre los
efluentes. Las bacterias han sido consideradas como un grupo simple de organismos,
pero en realidad, existe una gran diversidad de especies cada una con diferentes roles

e interacciones en el ecosistema tanto marino como terrestre (Moriarty, 1997).

Las bacterias estan implicadas en enfermedades y son causantes de mortalidades en
los camarones penaeidos cultivados, tanto en los estadios de larvas, postlarvas, como
juveniles. (San Miguel, 1996). Los microorganismos representan un gran problema
en los sistemas de produccion donde su proliferacion es favorecida por las altas
densidades de siembra, suministro de alimento y al uso indebido de antibidticos que
permiten la supervivencia de cepas bacterianas altamente resistentes. Entre las
bacterias asociadas al cultivo de camaroén existen especies de tipo patdégenas, inocuas

y probidticas (San Miguel, 1996; Calero, 1998).



Las patologias de origen infeccioso en el cultivo de penaeidos son ocasionadas
principalmente por microorganismos clasificados como patdégenos oportunistas.
Normalmente estos microorganismos se encuentran en el agua, sedimento y formando
parte de la microbiota intestinal de muchas especies acuaticas (Moriarty, 1998; Sung
et. al, 1994; fide Rengpipat, 2000., Hameed, 1995; Lightner et. al, 1992; Liu et. al,

1996; fide Gullian, 2004).

Los sistemas de cultivo intensivos crean un ambiente modificado para los organismos
marinos incrementando de por si el crecimiento bacteriano, las bacterias llegan a
tomar ventajas de los cambios ecoldgicos introducidos en los sistemas, llegando a
causar enfermedades en sistemas donde normalmente predominan las bacterias Gram
negativas (Brisou et. al, 1965; Guzman, 2000, Sakata, 1989). En particular los
miembros de la familia Vibrionaceae y principalmente el género Vibrio (Otero, 2000)

son causantes de septicemias o enfermedades en los camarones cultivados.

La dinadmica del balance natural de la microbiota y la habilidad del organismo para
tolerarla durante el cultivo pueden ser alteradas con leves cambios en las condiciones
ambientales (Garriques y Arévalo, 1995, fide San Miguel, 1996). Mundialmente las
enfermedades ocasionadas por bacterias del género Vibrio son importantes en peces
(Muroga, 1984; Austin y Austin, 1993) y en camarones marinos (Lightner y Lewis,

1975, Gémez, 1998; Mohney et. al, 1994, Hao et. al, 1997). De acuerdo a Moriarty



(1990) los géneros bacterianos, Vibrio y Pseudomonas son los géneros mas comunes

presentes en los crustaceos.

Jiménez (1996 fide CODEMET, 1993 ), citd que existen un sin numero de factores
que pueden afectar la calidad del agua, sedimento y comunidades bacterianas de las
piscinas camaroneras, factores tales como la calidad del agua, concentracion de
oxigeno, temperatura, intensidad de la luz, concentracion de nutrientes, biomasa de
fitoplancton y turbidez. Estos factores pueden a su vez influir sobre el desarrollo de
enfermedades de etiologia bacteriana, lo que causa problemas en la industria
camaronera (Lavilla-Pitogo, 1998) provocando mortalidad de camarones y bajas

producciones en las piscinas afectadas.

Dentro de los factores ecoldgicos se observa que un desequilibrio en las poblaciones
bacterianas puede producir carencia de ciertos tipos de sustancias necesarias para un
correcto funcionamiento metabolico de los animales cultivados y pueden afectar a los

sistemas de alimentacion, respiracion y reproduccion (Vicente y Molina, 2002).

El estrés ambiental y otros factores como actividades antropoldgicas implicando el
uso de pesticidas en la agricultura y la polucion pueden afectar y reducir
potencialmente la diversidad de la comunidad de bacterias en el suelo (Kirk, 2004).
En piscinas, esto provoca un decrecimiento en la diversidad de la comunidad

microbiana y conlleva un incremento en el nimero de grupos microbianos especificos
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(Atlas et. al, 1991; Dean - Ross and Mills, 1989; Geiselbrecht et. al, 1996 fide Sung,
2001) favoreciendo un aumento en la susceptibilidad de los organismos cultivados

hacia las enfermedades bacterianas (Sung et. al, 1999).

La incidencia, ya sea positiva o negativa, de las bacterias en los sistemas de
produccion de camardén obliga a enfocar los estudios en su aislamiento,

caracterizacion y deteccion (Calero, 1998).

A pesar de que existen varios trabajos realizados sobre caracterizacion de la
microbiota bacteriana en cultivos extensivos de Penaeidos (Lavilla — Pitogo, 1998;
Alvarez, 2000) hay poca informacion sobre la especie Litopenaeus vannamei en
sistemas de engorde sobre todo con énfasis en analisis de agua y sedimento. Un
estudio realizado por Gomez-Gil (1998) destaca que los Vibrios (bacterias Gram
negativas) constituyen cerca del 15% del total de la flora bacteriana normal en
animales juveniles de Penaeus vannamei pero no menciona la posible variacion que
se daria durante ciclos de cultivo y como podria esto afectar la comunidad bacteriana

presente en la piscina.

El presente estudio pretende caracterizar, las poblaciones bacterianas existentes en
dos tipos de sistemas de cultivos de Litopenaeus vannamei: intensivos y semi -
intensivos utilizando la microbiologia tradicional realizando para ellos conteos de

bacterias heterdtrofas totales y bacterias del género Vibrio, aislamiento de colonias



que seran identificadas como Gram positivas 6 Gram negativas y a la vez se

registraran parametros abioticos de las piscinas muestreadas.

2. ANTECEDENTES
La produccién acuicola a nivel a mundial enfrenta varios problemas relacionados con
el desequilibrio ambiental y enfermedades infecciosas como producto de su

desarrollo y propagacion (CNA, 2001; Balcazar, 2000).

En nuestro pafs el cultivo de camardn se inicid a finales de los afos sesenta y
principio de los setenta en la provincia de El Oro, utilizando la especie Penaeus
vannamei debido a las altas probabilidades de supervivencia observadas en su cultivo

en cautiverio.

El Ecuador inicid como pequeno productor y se consolidd ahos después como uno de
los principales productores dentro del sector acuicola, llegando en 1998 a producir y
exportar 159,878 Toneladas métricas (TM) de camar6n, convirtiéndose en el primer
exportador de camar6n en cautiverio del hemisferio Occidental (Camara Nacional de

Acuicultura, 1999; Pinas, P. 2000).

El cultivo de camar6n se constituyd en una de las actividades econdomicas de mayor
crecimiento productivo durante las décadas del 70 y 80, sin embargo para la década

de los 90 numerosos brotes epidémicos se registraron en el cultivo de Penaeus



vannamei. La industria con el pasar del tiempo aprendi0 a sobrellevar la mayoria de
estas enfermedades pero, aquellas provocadas por virus como el (WSV White Spot

Virus) Virus de la Mancha Blanca han producido serios estragos hasta la actualidad.

En la acuicultura, se puede temer no solo a la aparicion de cepas bacterianas
patdogenas, sino también a su dispersion debido a la ausencia de adecuadas medidas
profilacticas y de diagnostico (San Miguel, 1996). La mayor parte de las técnicas
usadas para el diagnostico de enfermedades en camarones penaeidos y de las
investigaciones en laboratorio han sido adaptadas de la metodologia tradicional usada

en peces, en medicina veterinaria y en medicina general (Pico, 2004).

En 1999 se report6 oficialmente en Ecuador la presencia del Virus de la Mancha
Blanca (Calder6n, 1999) el mismo que se propagd hasta afectar el 100% de las
camaroneras a nivel nacional. Con el impacto del Virus de la Mancha Blanca se pudo
evidenciar el decrecimiento de la produccién en el ano 2000, provocando una

reduccion de un 65% de la produccion total (CNA, 2000).

Los avances en la Ecologia Microbiana, Oceanografia y Limnologia han facilitado el
estudio del rol de las bacterias y de otros microorganismos en la cadena alimenticia

de los sistemas de cultivos (Moriarty, 1997). En la ultima década se han



incrementado los estudios de la microbiota del suelo, que se conoce su rol
fundamental en las funciones de los ecosistemas.

Varios estudios proveen informacion de la diversidad bacteriana, abundancia de
especies y variacion estacional en la composicion de las comunidades bacterianas. A
pesar de que las técnicas moleculares evitan los errores implicados en el aislamiento
de bacterias sobre medios de cultivos, pueden fallar en lo que respecta a la deteccion
de diferencias en actividad celular. Como muchas bacterias existen en el medio
ambiente en estado latente, es importante medir su actividad, de modo que las
bacterias ecologicamente relevantes y no células inactivas que no contribuyen al

ecosistema sean evaluadas (Ellis, 2003).

2.1. ENFERMEDADES BACTERIANAS EN SISTEMAS DE CULTIVOS

La microbiota bacteriana normal desempefia un rol importante en la prevencion de
enfermedades, al impedir la incursién de nuevos microorganismos que
ocasionalmente son patdégenos (Gibson et. al, 1997). Aunque, segin Lightner (1983)
la mayoria de las bacterias que afectan al camardn son patdgenos oportunistas que

forman parte de su microbiota normal.

Segin Sindermann y Ligthner (1988) las enfermedades de penaeidos son causadas
por una proliferacion de bacterias en las piscinas debido a consecuencias del sistemas
de cultivo empleado sea este intensivo, semintensivo o extensivo. En sistemas

intensivos la alta densidad de camarones permite la adaptacion y seleccion de cepas



virulentas de bacterias oportunistas asociadas al camarén. Guzman (2004) sostiene
que los sistemas de cultivos de camaron crean un ambiente artificial que incrementa
no soélo la seleccion y adaptacion sino también el crecimiento de comunidades

bacterianas especificas que forman parte de la microbiota normal.

Algunas bacterias patdégenas se encuentran normalmente en el medio acuatico (San
Miguel, 1996), como obicuas es decir formando parte del sistema de cultivo (agua y
suelo) constituyendo incluso parte de la microbiota intestinal de los penaeidos

(Boletin Nicovita, 1996).

Entre los géneros de bacterias que estan implicadas como agentes causales de
enfermedades en camarones penaeidos los mas frecuentes en sistemas de cultivo son
los géneros Vibrio (Lightner and Lewis, 1975; Lihgtner, 1983, fide Parra, 2001) y

Photobacterium spp. (Thompson, 2004; Calero, 1998).

La vibriosis es la enfermedad mas comn en los sistemas de cultivo, puede afectar
tanto a animales cultivados o capturados en todos los estadios de crecimiento, pero
particularmente afecta a animales jovenes, bajo ciertas condiciones de temperatura y
calidad del agua. Bajos recambios de agua y poco oxigeno disuelto son otros factores

que pueden ser considerados estresantes (Brock, 1990).



Diferentes especies de Vibrios son reportadas como patdégenos oportunistas debido a
que causan serios problemas en la produccion de cultivo de camardén provocando
hasta una mortalidad del 100% particularmente en la poblacion de postlarvas y
juveniles (Karunasagar, et.al 1994; Prayitno & Latchford, 1995; Vandenberghe,

Verdoncka, et.al 1998; Sudheesh & Xu 2001 fide Guzman, 2004).

En estudios realizados en sistemas de cultivo de camaron Penacido en Asia, Lavilla
Pitogo (1995 fide Lavilla Pitogo, 1998) estudi6 las enfermedades bacterianas
especificamente las causadas por el género Vibrio, reportando 11 especies de Vibrios,

identificadas mediante aislados de las muestras investigadas.

La incidencia de Vibrios en los sistemas de cultivos puede ser afectada por la
sobrepoblacién, bajas concentraciones de oxigeno disuelto, altas temperaturas y bajos
recambios de agua (Solis, 1996). Los agentes bacterianos asumen un perfil
patolégico bajo condiciones ambientales o fisioldgicos de estrés (Gullian, 2004).
Algunas especies como Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus
vy Vibrio vulnificus, han sido frecuentemente asociados a mortalidades, siendo
responsables de grandes pérdidas econdmicas tanto en larvicultura como en engorde

(Chen y Hanna, 1994; Song et. al, 1993; De la Peiia et. al, 1993; Sotomayor, 2000).

El V. harveyi estd ampliamente distribuido tanto en ambientes marinos como

estuarinos, en peces y camarones aparentemente sanos y enfermos, en poblaciones
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silvestres y en cultivo, ha sido reportado como patégeno causante de vibriosis en
ostras y camarones (Pinctada maxima, Penaeus monodon y Penaeus japonicus) (Pass
et. al, 1987; Lavilla - Pitogo et. al, 1990).

Estudios realizados por Néder (1989) en postlarvas de camaron determinaron la
presencia de bacterias de diferentes géneros tales como Vibrio ssp., Pseudomonas

spp. Aeromonas spp., y Flavobacterium spp.

A finales de la década de los afios ochenta aparecié en el Ecuador un brote de
vibriosis masiva denominado "Sindrome de la Gaviota" el cual afectd a un gran
nimero de piscinas de pre-engorde y engorde de Litopenaeus vannamei, localizadas
en el Estero Salado, Rio Guayas. Segun Lightner, (1992) este sindrome fue causado
por especies del género Vibrio. En muestras de hemolinfa de los camarones
afectados por el "Sindrome de la Gaviota” se logré aislar especies de Vibrios como

V.alginolyticus y V. parahaemolyticus (Anderson, 1998).

Vibrio penaeicida otra especie patdogena identificada como causante del denominado
Sindrome del 93 (Goarant et. al, 1998; Saulnier et. al, 2000) se presentd en piscinas
de engorde y tanques de reproductores en Nueva Caledonia, es un tipo de vibriosis

que afecta a juveniles y reproductores de Penaeus stylirostris (Goarant et. al, 1998).

En Taiwan segun De la Pefia, (1993) se observaron mortalidades por causa de V.

vulnificus en cultivos de Penaeus monodon 'y P. japonicus.
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Anderson et. al, (1998), logro6 aislar especies de vibrios como V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus en medio TCBS a partir de muestras de hemolinfa de camarones
infectados. El V. parahaemolyticus es frecuentemente reportado como patdgeno para
ciertos crustaceos marinos segun Thompson (2004), mientras que el V.alginolyticus
se encuentra también en el medio marino y segin Lightner (1998), también puede

formar parte de la microbiota normal en las piscinas camaroneras.

2.2 TECNICAS DE CULTIVO MICROBIOLOGICO

METODO TRADICIONAL

El método microbioldgico clasico, segiin Carrasco (2004) consta de las siguientes
fases: (1) Dilucion de la muestra, (2) Cultivo en medios de cultivos generales, los
mismos que proporcionan las condiciones de crecimiento para todos los
microorganismos de la muestra,(3) Cultivo en medios especificos; para la seleccion
de grupos de organismos,(4) Conteo e (5) Identificacion taxondmica mediante la

evaluacion de parametros bioquimicos.

Para estudiar las bacterias es necesario que sean cultivadas en un medio ya sea
liquido 6 so6lido. Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes que van desde
azucares simples hasta sustancias complejas como la sangre o el extracto de caldo de
carne. Para aislar o purificar una especie bacteriana a partir de una muestra formada
por muchos tipos de bacterias, se siembra en un medio de cultivo sélido donde las

células que se multiplican no cambian de localizacion; tras muchos ciclos
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reproductivos, cada bacteria individual genera por fision binaria una colonia
macroscopica compuesta por millones de células similares a la original. Si esta
colonia individual se siembra en un nuevo medio crecerd como cultivo puro de un

solo tipo de bacteria.

Muchas especies bacterianas son parecidas morfoldégicamente por lo que es imposible
diferenciarlas con el uso del microscopio; en este caso, para identificar cada tipo de
bacteria, se estudian sus caracteristicas bioquimicas sembrandolas en medios de
cultivo especiales. Asi, algunos medios contienen un producto que inhibe el
crecimiento de la mayoria de las especies bacterianas, pero no la del tipo que

deseamos averiguar si esta presente.

El método tradicional es ventajoso por varias razones como ser sencillo en su manejo
y uso econdmico lo que permite estimar la diversidad bacteriana en sistemas de
cultivos mediante conteos directos o cultivo de bacterias viables en placas (Kirk,

2004).

Existen varios tipos de medios de cultivos que son utilizados segun el requerimiento

del microorganismo, estos medios se clasifican segun:
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» Estado fisico en que se encuentran; medios liquidos sirven para cultivar cepas
puras y medios solidos, generalmente son utilizados para aislar bacterias y
semisolido (Intriago, 1998).

» Composicion; medios complejos, definidos.

» Utilizacion; selectivos y diferenciales.

Medios Complejos
Son utilizados cuando no se conocen los requerimientos nutricionales de alguna

bacteria en particular, dificil de cultivar (Calero, 1998).

Medios Definidos
Son aquellos que requieren la adicion de cantidades precisas de compuestos organicos
o inorgénicos altamente purificados y factores de crecimientos que son requeridos por

ciertas bacterias.

Medios Selectivos
Permite el desarrollo de un grupo de bacterias, inhibiendo al mismo tiempo el

crecimiento de otros grupos.

Medios Diferenciales
Estos medios permiten diferenciar determinadas caracteristicas metabdlicas que

presentan ciertos grupos bacterianos. Debido a la composicion especial que
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presentan estos medios identifican especies bacterianas por la coloracion tipica que

tienen al combinarse con algiin producto del metabolismo bacteriano.

2.2.1 MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

Algunas bacterias pueden crecer satisfactoriamente en cualquier medio de cultivo,
otras necesitan medios especiales. Entre los requerimientos para el crecimiento
microbiano tenemos requerimientos fisicos como temperatura, pH, presion osmotica
y requerimientos quimicos del agua, fuentes de carbono, contenido de nitrégeno y

oxigeno.

Otros medios de cultivo contienen determinados azlicares que solo pueden utilizar
algunas bacterias. En algunos medios se anaden indicadores de pH que cambian de
color cuando uno de los nutrientes del medio es fermentado y se generan catabolitos
acidos. En otros casos si las bacterias son capaces de producir fermentacion, generan
gases que pueden ser apreciados cuando el cultivo se realiza en un tubo cerrado

(Carvana, 1989).

Otros medios de cultivo permiten la identificacion de bacterias que producen
determinadas enzimas al digerir ciertos nutrientes que tiene dicho medio: algunas de
ellas presentan enzimas hemoliticas capaces de romper los globulos rojos (Agar

sangre).
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Agar Thiosulfato Citrato Sales Biliares (Thiosulfate Citrate Bile Salt, TCBS)

Medio selectivo y diferencial para el desarrollo de vibrios patdgenos por aislamiento,
segun Kobayashi et. al, (1963) este medio inhibe el crecimiento bacteriano para
algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae, género Pseudomona y bacterias
gram positivas debido al pH 8,6 y al 0,5% de NaCl que contiene, este medio ayuda a
al identificacion por medio de la diferenciacion de especies que fermentan la sucrosa
es empleado para aislamientos de muestras ambientales y como medio diferencial
para V. cholerae ,V. parahaemolyticus y V. vulnificus, ya que estos fermentan

basicamente la sacarosa.

Elliot et. al (1995), recomienda enriquecer el medio con agua de peptona alcalina de
pH 8,6 conel 1 62 % de NaCl. Ademas de recuperar Vibrios con la utilizacion de
este medio selectivo y diferencial, realizd también una comparacion en cuanto a
crecimiento y concentracion de Vibrios presentes en las placas de medio TCBS en
relacion a las de medio no selectivo, confirmando la teoria que este medio es
exclusivo para Vibrios, utilizd este medio suplementandole el 0,5% (w/v) de NaCl

para estudiar las caracteristicas morfologicas del género Vibrio.
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Agar Marino (Marine Agar, AM)
Medio especifico para bacterias marinas donde crecen diferentes especies. Sung
(2001) utilizd6 Agar marino 2216 (Difco® ) para realizar conteos totales de bacterias

heterotréficas en muestras de agua de cultivo de Penaeus monodon.

Agar Sulfito, Polimixina y Sulfatiacina (Agar Sulfito, Polimixina and
Sulfatiacina, SPS)

Se utiliza para el crecimiento y diferenciacion de Vibrio vulnificus y V .
parahaemolyticus, se observa una morfologia de las colonias similares que en el
medio TCBS (Carvana, 1989), otros autores determinaron que este medio es

exclusivo para aislamiento de V. Vulnificus de muestras de origen ambiental.

Agar para Vibrio vulnificus (Vibrio vulnificus Agar,VV)

Este medio fue desarrollado para observar especificamente caracteristicas
morfologicas a demds del crecimiento y aislamiento de Vibrio vulnificus, es
considerado como una alternativa para el medio TCBS, debido a la poca eficiencia
que el TCBS tiene para recuperar V.vulnificus. Para obtener este medio Brayton et.
al, (1983) modificé la composicion del agar TCBS con nutrientes, debido a que el
medio TCBS tiene en su composicion elementos inhibitorios como el Citrato de sodio

que inhibe el crecimiento del V.vulnificus Harwood, (2004).
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Agar Nutritivo (Nutritive Agar, AN)
Medio econdmico para microorganismos no muy exigentes en requerimientos

nutritivos.

Agar para la enumeracion de Vibrio vulnificus (Vibrio vulnificus Enumeration
Agar, VVE)
En este medio las colonias de Vibrio vulnificus se presenta de color azul verdosa, es

utilizado para realizar el test bioquimico de una muestra a analizar.

Agar para recuento en placa (Plate Count Agar, PCA)
Medio general que carece de sustancias inhibidoras e indicadores, sirve para

determinar el nimero total de microorganismos en diferentes muestras.

Agar Cetrimide
Este medio inhibe el crecimiento de la mayoria de organismos Gram negativos, puede

ser utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas.

Agar Tripticasa de Soya (Tripticasa Soy Agar, TSA)
Medio para el crecimiento de microorganismos exigentes en requerimientos nutritivos
aerobios y anaerobios, es un medio que permite el crecimiento de distintas especies es

recomendado para el aislamiento y purificacion de bacterias antes de realizar pruebas
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bioquimicas a la muestra. La aplicacion del NaCl depende de la necesidad de la

investigacion y de los requerimientos bacterianos (Sung, 2001).

MacConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo y diferencial para la deteccion de
organismos coliformes y patdogenos entéricos.

Este medio es ligeramente selectivo debido a la concentracion de sales Biliares que

presenta, ya que inhiben el crecimiento de microorganismos Gram positivos.

Agar sangre

Es un medio de uso general que permite el crecimiento tanto de microorganismos
exigentes como no exigentes, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias, aunque no
es un medio de eleccion para anaerobios. Permite visualizar reacciones hemoliticas

que producen muchas especies bacterianas.

Agar de Kliger (KIA)
Medio diferencial y complejo se utiliza por que facilita la demostracion de varias
caracteristicas enzimaticas de ciertas bacterias, también se lo emplea para observar el

comportamiento bacteriano en condiciones aerobiosis y anaerobiosis.
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Determina la capacidad que tiene un organismo para atacar hidratos de carbono
especificos que se encuentran en un medio de crecimiento basico con produccion o no

de gases y posiblemente produccion de SH2.

2.2.2 MEDIO DE CULTIVO LIQUIDOS

Caldo Triptico de soya (Triptic Soy Broth, TSB)

Este medio permite el crecimiento de diferentes especies bacterianas que se
encuentran en una muestra a analizar, por ser versatil y altamente nutritivo, es

recomendado para usos generales de laboratorio.

Es utilizado para el mantenimiento de cepas bacterianas en congelacion durante
largos periodos (medio crioprotector) o para recuperar cepas bacterianas. Alavandi
(2004), utiliz6 este medio para la seleccion de bacterias probidticas a partir de

muestras de camarones juveniles de Penaeus monodon.

Caldo Luria Bertani (Luria Bertani Broth, LB)
Medio utilizado para aislar y preservar cepas bacterianas, se caracteriza por presentar
una variedad de nutrientes, los mismos que permitiran el crecimiento y el desarrollo

de diferentes microorganismos de sistemas estuarinos, dulceacuicolas y marinos.
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2.2.3 TECNICAS DE AISLAMIENTOS PARA OBTENER CULTIVOS PUROS
Técnica de inoculacion
Es una técnica usada para el aislamiento de colonias permite el recuento de bacterias

viables en la muestra si se conoce exactamente el volumen de la muestra sembrada.

Si la siembra se ha realizado de forma correcta podran diferenciarse las colonias de

acuerdo a su tamafio, forma color y textura (Carvana, 1989).

Aislamiento (cultivo puro)

Existen varios métodos para el aislamiento: (1) Sembrado por estrias en medio
solido,(2) Incorporacion en medio s6lido fundido (vertido en placas), (3)Dilucion en
un medio liquido, (4) Cultivo y agitacion en agar (“roll tubes”), (5)Aislamiento a

partir de una sola célula.

Siembra por estria en medio solido

Se utiliza para aislar colonias bacterianas, (Figura #1) es indispensable confirmar la
pureza de los aislados, éstos deben presentar las siguientes caracteristicas:

-Se desarrolla el mismo tipo de colonias en sub-cultivos sucesivos.

-Las células presentan la misma morfologia (Tincién de Gram).

-Todas las bacterias presentan la misma motilidad.
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Fig #1 Método de siembra por estrias
Vertido en placas
Esta técnica es utilizada para analisis ambientales y conteos bacterianos totales esta
técnica consiste en mezclar una determinada cantidad de una dilucion de la muestra

en el medio de agar fundido (Montealegre, 2002) Figura #2.

Fig. #2 Método de aislamiento de colonias bacterianas: Agar fundido en placas

Dilucion en medio liquidos
Se utiliza para bacterias que tienen poco crecimiento en medio solido; consiste en
preparar una serie de diluciones sucesivas, la concentracion bacteriana que exista se

comprobara por la turbidez que se presente en los ultimos tubos de las diluciones
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También se utiliza para estudiar bacterias marinas especialmente las de pequeios

tamanos (Atlas y Bartha, 2002).

Cultivo y Agitacion en agar (roll tubes)
Este método se utiliza para reducir o inhibir el acceso de oxigeno de los
microorganismos, es adecuado para anaerobios estrictos, y para ciertas bacterias

reductoras de sulfato.

Aislamiento a partir de una sola célula

El método consiste en diluir una suspension (cultivo de enriquecimiento) de tal forma
que 1 gota (2mm de didmetro) logre contener una sola célula, luego se coloca gota en
el porta objeto para proceder a observar con el microscopio de contraste de fase y

seleccionar asi la muestra.

2.2.4 PRESERVACION DE CULTIVOS

La preservacion se utiliza como una herramienta para mantener los aislados
bacterianos y asi evitar alteraciones en nimero, variedad y distribucion de los
mismos, también es empleada para prevenir los cambios genéticos que podrian
presentarse en alguna de las especies bacterianas.

Entre los principales métodos de preservacion tenemos: (1) Sub-cultivo, (2)Secado,

(3)Liofilizacion y (4) Congelacion

23



Subcultivo
Consiste en resembrar el microorganismo cada cierto tiempo en un medio adecuado;
generalmente se utiliza agar inclinado. Este método es valido para cortos periodos de

preservacion (7 - 15 dias).

Secado

La deshidratacion (eliminacion del agua) es un método de conservacion que reduce
dréasticamente el metabolismo de los microorganismos. Sin embargo, no todos los
microorganismos sobreviven a estos métodos de secado, por lo que se hace necesario
afiadir agentes protectores, estos métodos son particularmente utiles para conservar

microorganismos productores de esporas como hongos actinomicetos.

Liofilizacion
Consiste en congelar rapidamente una suspension de microorganismos y eliminar el
agua como vapor de agua directamente del hielo sin pasar por el estado intermedio

liquido (sublimacion). Los liéfilos se conservan entre 0 y 5°C durante muchos afos.

Congelacion
Consiste en eliminar la disponibilidad de agua para los microorganismos, luego las
células deshidratadas son almacenadas a bajas temperaturas a — 80 ° C ,a—140 ° C

en vapor de nitrégeno, 6 a —196° C en nitroégeno liquido (Pico, 2004).
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Ventajas y Desventajas de la preservacion
Ventajas

I-Mantenimiento de la viabilidad de los aislados.
2-Pureza

Desventajas

1-Cambio de la poblacion a través de seleccion.
2-Cambios genéticos.

3-Costo de equipos.

2.2.5 CUANTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS
Hay dos métodos principales para el recuento de microorganismos:
1-La observacion directa o conteo directo.

2-Procedimiento indirecto o recuento de viables.

2.2.5.1 CONTEO DIRECTO De Viables (Direct viability count, DVC)

Consiste en observaciones directas al microscopio (Jones y Mollison 1948; Frederick
1965; Gray et al.,1968; Harris et al 1972; Daley y Hobbie 1975; Byrd y Cowell 1992
fide Atlas y Bartha, 2002 . EIl conteo directo permite calcular el numero de
microorganismos en hébitat marinos, agua dulce o terrestres a pesar de las grandes
diferencias en el tamano de las poblaciones y los estados fisioldgicos que se dan en
estos habitat, este método suele ser directamente proporcional a la biomasa, por lo

tanto puede emplearse para calcular la biomasa microbiana (Atlas y Bartha, 2002).
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Inmunofluorescencia directa
Se utiliza para la diferenciacion y conteo de microorganismos de muestras
ambientales (Atlas y Bartha, 2002) especialmente para bacterias no cultivables

presentes en ecosistemas acuaticos.

Tincion de contraste con DAPI
Sirve para la deteccion y el recuento de bacterias planctonicas, se basa en detectar el
DNA, pues el colorante DAPI (4,6 - Diamino — 2 — Fenilindol) se une

especificamente a este (Atlas y Bartha, 2002).

2.2.5.2 CONTEOS INDIRECTOS: Técnica de conteo de viables

Se destacan dos métodos:

Técnica de conteo en placas

Es utilizado para la enumeracion de microorganismos viables y favorece el
crecimiento de un grupo especifico de microorganismo con esta técnica se debe tener
en cuenta: Composicion del medio, condiciones de incubacion, y periodo de

incubacién.

Técnica del numero mas probable ( Most Probable Number, MPN)

Se basa en estimar la variabilidad que presentan las bacterias normalmente distribuida

en un medio, esta técnica es practica y consiste en obtener muestras repetitivas del
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mismo tamafio para luego valorarlas mediante un mismo promedio, a este promedio
se lo conoce como MPN el mismo que es estandarizado a través de rangos de una
tabla, si estos estan dentro de los rangos preestablecidos se los consideran como tubos
positivos. Se la utiliza frecuentemente para bacilos coliformes. Atlas y Bartha,

(2002), Oblinger, (1995).

2.3 ESTUDIO DE POBLACIONES BACTERIANAS UTILIZANDO

TECNICAS MICROBIOLOGICAS TRADICIONALES

Los estudios realizados por Zobell (1946); Moriarty & Hayward (1982) indican que
aproximadamente un 90% de las colonias que crecen en placas de agar sembradas con
agua de mar son Gram-negativas. Segun estos estudios, los microorganismos Gram-
positivos esporulados no abundan en la columna de agua aunque su importancia es

mucho mayor en los sedimentos.

Alvarez (2000) analizé muestras de agua en piscinas de tilapia, utilizando como
medio Agar Tripticasa Soya (TSA) suplementado con 1,5% de cloruro de sodio
(NaCl), obteniéndose de este analisis conteos bacterianos entre 8x10° y
2,8x10’'UFC.ml" a la vez reportd que el 95% de los aislados bacterianos fueron

bacilos Gram negativos.
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Lizéarraga — Partida (1986), demostrd a través de un estudio en Campeche, México
que los cambios climaticos son factores que condicionan el desarrollo de las bacterias
tanto en el agua como en sedimento, llegandose a encontrar las mdas altas
concentraciones de bacterias en época de lluvias para el sedimento y en época seca

para el agua de un sistema lacustre.

En estudios realizados en el sedimento de piscinas de cultivo de Penaeus monodon
analizadas en medio TCBS Lavilla - Pitogo, (1998) report6 la ausencia de Vibrios en
las muestras de sedimento seco; mientras niveles de 9,5X10° de UFC. g'1 de Vibrios

fueron detectados en muestras de sedimento htimedo.

Vaseeharan (2003), realizd un analisis microbiologico en piscinas de cultivo de
Penaeus monodon a partir de muestras de postlarvas y agua del tanque de cultivo,
observando que las especies de Vibrio predominantes fueron Vibrio harveyi'y
V.anguillarum con una concentracién de 12X10*> CFU.ml" y 12X10* CFU.g"
obtenidas mediante andlisis bacteriano cuantitativo, llegdndose a comprobar que
dicha concentracion provocod mortalidad en el cultivo de postlarvas de Penaeus

monodon.

Ruangpan (1995), también realizé un andlisis microbioldgico en animales enfermos
de cultivo (P. monodon), en donde los resultados demostraron que el 70% de los

aislados obtenidos fueron de Vibrio harveyi.
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Alvarez (2000), en un estudio realizado a ejemplares de Litopenaeus stylirostris
sanos y enfermos (juveniles y adultos) detectd Vibrio harveyi en medio TCBS,
comprobando que esta especie forma parte de la flora normal de las especies
analizadas, provocando epizootias en poblaciones bajo cultivo y en poblaciones

silvestres sometidas a confinamiento.

Yasuda y Kitao (1980), estudiaron la poblacion bacteriana presente en el intestino de
larvas y juveniles de camarones Penaeus japonicus, empleando agar TCBS, logrando
detectar que en todos los estadios larvarios la composicion bacteriana estuvo
constituida principalmente por Vibrios, no solo en el intestino de los animales sino

también en el agua de los tanques de cultivo.

Para cuantificar y caracterizar la flora bacteriana en piscinas de cultivo de Penaeus
monodon Chen, (1992); Frelier et. al, (1992) utilizé un medio selectivo para Vibrios
(TCBS) que le permitié valorar niveles de Vibrios luminiscentes en camarones.
Ruangpan (1995) utilizé el mismo medio para aislar, bacterias de muestras de agua de
mar, obteniendo un total de 180 aislados de Vibrios luminiscentes y no luminiscentes
en cultivos de P. monodon analizados en diversas areas de Tailandia, de los cuales el
57% fueron obtenidos en agar TCBS suplementando con un 6% de NaCl
comprobando que esta concentracion no inhibe el desarrollo de vibrios luminiscentes,
ni altera la facultad de emitir luz que presentan. Debido a la capacidad de ciertos

Vibrios luminiscentes y no luminiscentes de ser tolerantes a ciertas concentraciones
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de salinidad estos no s6lo pueden formar parte de la microbiota normal de sistemas de

cultivos sino que también pueden estar presentes en sistemas estuarinos.

Oanh (1997), realiz6 un estudio en Vibrio cholerae a diferentes concentraciones de
NaCl para demostrar cual es la concentracion que inhibe su crecimiento utilizando
para ello Agar TCBS al que le adiciono 1% de peptona, 0,3% caldo nutritivo y 6% de
NaCl obteniéndose con esta ultima concentracidon resultados favorables en el
crecimiento, mientras que al 8 % y 10% de NaCl no se registré crecimiento,
indicando que las variaciones en concentraciones de NaCl inhibe el crecimiento de

Vibrios.

En la India se realiz6 un estudio en el cultivo de camaroén sobre la composicion de la
flora bacteriana analizada a través de conteos de placas totales, con la utilizacion de
Agar TSA para muestras de agua de mar y agua de tanques de larvas, obteniéndose
un rango entre 1X10°y 1X10* UFC.ml" y 1X10* a 1X10° UFC. ml" de bacterias

respectivamente (Otta, 2001).

Rengpipat, (2003) efectud conteos de Bacillus spp. (especie bacteriana utilizada como
probiodtico en los sistemas de cultivos), de muestras de hepatopancreas de camarones
y muestras de agua para obtener resultados que le permitieran estimar rangos de
concentraciones y realizar comparaciones para conocer donde la especie bacteriana

llegaba a adaptarse y colonizar mejor. Los rangos de concentraciones que se obtuvo
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de las muestras en este estudio fueron de 1X10%a 1X10° UFC.g"' en hepatopéancreas y
1X10*a 1X10° UFC.ml" en las muestra de agua.

La concentracion bacteriana reportada por Barnes & Hughes, (1982) en muestras de
agua de mar fue de 1X 10° a 1X 10° UFC.ml™", mientras que para Salmuelsson (2003
fide Lopez, 2004) en sistemas acuaticos naturales, el rango reportado estuvo entre

1X10° y 1X10" UFC.ml™",

Bayot et. al, (2001) reportaron concentraciones de 1 X 10*a 1 X10° UFC.ml" de
bacterias totales en la columna de agua en estanques de cultivo extensivos de
Litopenaeus vannamei en Ecuador en tanto para Sung et. al, (2001, fide Lopez, 2004)
en piscinas de sistemas extensivo de cultivo de Penaeus monodon los valores

reportados se ubicaron entre 8 X 10* y 3 X10° UFC.ml ™.

Para Carrasco (2004) los microorganismos en sedimento alcanzan densidades
poblacionales muy altas con rangos entre 1X 10" y 1X 10° UFC.g"', mientras que en
un estudio previo en CENAIM (datos no publicados) las concentraciones registradas

en sedimento de piscinas camaroneras se ubicaron entre 1X10° y 3X10° UFC.g"

2.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION BACTERIANA
2.4.1 Tincion de Gram:
Es un proceso de tincion diferencial que permite detectar la estructura de la pared

celular de la bacteria, las divide en dos grupos Gram negativas y Gram positivas
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segun su estructura y la habilidad de retener el cristal violeta cuando son decoloradas
por un solvente organico como el etanol (Figura #3).

Bacteria Gram Positiva Bacteria Gram Negativa
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Fig. #3 Estructura de la pared bacteriana Gram positiva (+) y Gram negativa (-)

Se denominan bacterias Gram positivas a aquellas que retienen la tincion del cristal
violeta azul y bacterias Gram negativas las que quedan rosadas al tefiirse con el

colorante de contraste.

Existen otros tipos de tinciones, como la tincidon simple que utiliza un solo colorante,
por lo que todas las estructuras celulares se tifien con la misma tonalidad (Tinta china,
Azul Metileno de Loeffler, Azul de lactofenol); Tincién diferencial en la que se
utilizan varios colorantes combinados, las estructuras celulares se diferencian en
funcién de los diferentes colorantes que se fijan de acuerdo con su propia constitucion

quimica y tincion estructural.
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2.4.2 IDENTIFICACION BIOQUIMICA
Consiste en utilizar medios de cultivos especificos para identificar caracteristicas
metabolicas (San Miguel, 1996). También se los utiliza para la caracterizacion y

diferenciacion de cepas o especies bacterianas mediante lecturas diferenciales entre

aislados (Parra, 2001)

Entre los principales medios utilizados tenemos:
M¢étodos primarios: catalasa, oxidasa, OF (Oxido — Fermentacion), crecimiento en

aerobiosis y anaerobiosis y motilidad.

M¢étodos secundarios: produccion de pigmentos, produccién de indol a partir de

triptofano, produccion de coagulasa, de fenilalanina, de aminasa, etc.

-Catalasa: Se utiliza para determinar la capacidad de producir la reaccion de catalisis

del peréxido de hidrogeno.

-Oxidasa: Detecta la presencia de la enzima citocromo - oxidasa que es capaz de

reducir el oxigeno.

-Indol: Determina la capacidad que presenta la bacteria de desdoblar indol a partir de
la molécula triptéfano. También es utilizada para diferenciar en la fermentacion de

lactosa en cepas de Escherichia coli
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-Voges — Proskauer: Determina la capacidad que algunos microorganismos de
producir un producto final neutro acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de la

fermentacion de la glucosa.

-Citrato de Simmons: Se basa en determinar si un organismo utiliza citrato como

fuente de carbono para el metabolismo (Parra, 2001).

-Oxido — Fermentacion: Indican el tipo de metabolismo oxidativo o fermentativo al

utilizar la glucosa como sustrato.

-MR (Rojo de metilo): Mide la acidez producida por una bacteria en crecimiento en el

caldo MR .

-Triple azucar e hierro Triple Sugar Iron (TSI): Se utiliza para la identificacion de
bacilos entéricos Gram negativos, basandose en la produccién de sulfuro de

hidrégeno y fermetancion de tres azlcares: dextrosa, lactosa y sucrosa.

-Pruebas de Inhibicién: Consiste en utilizar ciertos compuestos que inhiben el
crecimiento de ciertas bacterias. Asi tenemos al especifico de vibrios Agente
Vibriostatico (0/129) (2 — 4 diamine- 6-7 disopropyl — pteridine disk). Diferencia el

género Vibrio de otros bacilos Gram negativos (San Miguel, 1996).
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-Pruebas de Decarboxilasas (Lisina y Ornitina): Determina la capacidad enzimatica

de un organismo para decarboxilar un aminoacido para formar una amina.

-Arginina Deshidrolasa: La arginina es transformada en ornitina, amonio y diéxido de

carbono.

-Nitrato: Determina la capacidad de un organismo de reducir el nitrato en nitritos o en

nitrogeno libre.

-Pruebas de Amilasa y Lipasa: Su objetivo es determinar la capacidad que tiene un

organismo de producir enzimas proteoliticas (amilasa y lipasa respectivamente).

-Pruebas de Halofilia: Se lo emplea para bacterias marinas y otras no marinas que

presentan tolerancia al NaCl en diversas concentraciones.

2.4.3 OTROS METODOS DE IDENTIFICACION
Método de Cromatografia Gaseosa
Se utiliza para identificar productos metabdlicos, en particular para la identificacion

de bacterias anaerobias no esporuladas como: Bacteroides, Fusobacterium, etc.
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Analisis Fenotipicos
Son aquellos que se basan en aportar informacion fisioldgica de los microorganismos
mediante la expresion génica para de esta forma diferenciar cepas, a través de las

propiedades bioquimicas.

Analisis Lipidicos

Son procesos que determinan la biomasa microbiana, la abundancia relativa de
poblaciones microbianas especificas de un ecosistema acuaticos o terrestre, también
permiten identificar a las bacterias Gram negativas especificamente la composicion
de la pared celular (lipopolisacaridos).Entre ellos tenemos al analisis de Perfiles de
acidos grasos de ester de metil (Fatty Acid Methyl Esters, FAME) y Andlisis de

fosfolipidos y acidos grasos (Phospholipid Ester Fatty Acid, PLFA)

Métodos Inmunologicos

Consiste identificar cepas bacterianas mediante en la utilizacion de anticuerpos
policlonales y monoclonales. Son adecuados para detectar antigenos en estudios
epidemioldgicos de enfermedades bacterianas (San Miguel, 1996). Entre estas
técnicas tenemos el Dot blot que se la utiliza para la deteccion especifica de bacterias
aisladas de una muestra y el Colony Blot permite conocer el porcentaje de colonias

bacterianas positivas en una muestra a partir de una placa de agar.
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Métodos Seroldgicos
Ensayo de Inmunoabsorbancia de Enzima Ligada (Enzyme Linked

Inmunosorbent Assay, ELISA)

Esta técnica se caracteriza por ser rapida, de gran sensibilidad y especificidad para
proporcionar resultados. Utilizan anticuerpos marcados y enzimas para la
identificacion y cuantificacion de antigenos en bacterias, virus y proteinas (Nieto,
1995). Encontramos dos variaciones del método ELISA: ELISA Competitivo y

ELISA Directo.

Técnicas de Tipificacion Serologica

Es la técnica mas usada para la identificacion y evaluacion de la distribucion de
diferentes serotipos; esta técnica requiere la extraccion del antigeno de interés a partir
de colonias puras de un cultivo y mezcla con los antisueros especificos de referencia.
Permite obtener resultados rdpidos para la identificacion de patdgenos como
bacterias, parasitos y algunos virus. Este método consiste en recubrir células
bacterianas con anticuerpos especificos, causando el anticuerpo presente aglutinacion,
esta reaccion puede ser observada en pocos minutos sin requerir un equipo

especializado.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

El area de estudio se encuentra ubicada en la zona de Palmar (Peninsula de Santa
Elena) en donde se tom6 muestras de dos tipos de cultivo: semi-intensivos

(Camaronera OPUMARSA) e intensivos en la estacion experimental de CENAIM.

Las muestras fueron analizadas y preservadas en el Laboratorio de Microbiologia del
Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas “Edgar Arellano”

CENAIM localizado en el kilémetro 41 via a Manglaralto provincia del Guayas.

3.2 PISCINAS EXPERIMENTALES

Los muestreos fueron realizados por un lapso de cuatros meses en tres piscinas, dos
de cultivo semi - intensivo (Pis 15 — Pis 20) de 5Ha y 3Ha con una densidad de
siembra de 13 animales/m” respectivamente ubicadas en la Camaronera OPUMARSA

y una de cultivo intensivo de 0,25Ha con 80 animales/m” en la estacion experimental

de CENAIM Invernadero (G-1).

3.3. COLECTA DE MUESTRA
Seleccion de sitios de muestreo
Se establecieron un numero de puntos representativos para cada sistema muestreado,

para ello, se dividi6 imaginariamente las piscina en secciones iguales 8 y 7 secciones
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para las piscinas Pis 15 y Pis 20 respectivamente y 6 secciones para el invernadero.

Los muestreos se realizaron semanalmente.

Muestras de Agua

La muestra fue tomada a media columna de agua en cada punto previamente
establecido de la piscina, utilizando frascos estériles de 500 ml rotulados

adecuadamente.

Muestras de Sedimento

-Se utilizo un tubo de PVC (core) estéril.

-El core fue introducido a una profundidad de Scm del sedimento de la piscina.
-Luego la muestra fue colocada en fundas plésticas previamente rotuladas.

-Después de ser recolectadas las muestras fueron transportadas en frio hasta su

posterior tratamiento en el laboratorio de Microbiologia.

3.4. MEDIOS DE CULTIVOS

Se utilizaron medios so6lidos y liquidos:

-Agar Marino (DIFCO ®) para el crecimiento de bacterias marinas.
-Agar TCBS (DIFCO ®) para el crecimiento especifico de Vibrios.
-Agar TSA (DIFCO ®) para aislamiento de colonias.

-TSB (DIFCO ®) para congelar aislado de cepas bacterianas y preservar a -80 °C.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar Marino.

Medio especifico para el desarrollo de bacterias marinas heterotroficas, permite
obtener un conteo total de la flora bacteriana de la muestra. Se prepara disolviendo
55,1 gramos de agar marino en un litro de agua destilada, debido a que no es
totalmente firme en estado de solidificacion se le adiciona bactoagar al 0.5%, luego se
lo esteriliza por autoclave (SIBATA SCIENTIFIC TECHNOLOGY LTD, modelo

DS-300) durante 15 minutos a 121° C y 15libras de presion.

Agar TCBS (Agar Thiosulfato Citrato Sales Biliares).

Medio selectivo utilizado para el cultivo y aislamiento de Vibrio. Su selectividad esta
dada por pH alto y la presencia de sales biliares. Su preparacion consiste en disolver
89 gramos de medio en un litro de agua destilada, ajustando la concentracion de
NaCl a un 0,5% peso/volumen (w/v), llevando a ebullicién (hornilla eléctrica
CERAN SCHOTT) hasta su total homogenizacién sin presencia de grumosy

esterilizacion.

Agar TSA (Agar Tripticasa de Soya).
Permite el crecimiento de varias especies bacterianas es recomendado para el
aislamiento y purificacion de colonias bacterianas previa a su identificacion

bioquimicas. Su preparacion consiste en disolver 40 gramos de medio en un litro de
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agua destilada, elevando la concentracion de NaCl y del agar al 2%, por ltimo se

esteriliza por autoclave durante 15 minutos, a 121° C y 15 libras de presion.

TSB (Caldo Triptico de Soya)

Medio de cultivo que permite el crecimiento de diversas bacterias, se utiliza como
medio para congelar las cepas bacterianas. Su preparacion consiste en disolver 30
gramos de medio en un litro de agua destilada, con un 2% de concentracion de NaCl
y 20% (V / V) de glicerol luego se esteriliza por autoclave durante 15 minutos, a 121

° Cy I5libras de presion.

3.5 TECNICAS DE SIEMBRA:

-Las siembras se realizaron siguiendo la metodologia tradicional empleando
diluciones sucesivas en una relacion 1:10 para las muestras de agua y sedimento.
-Cada tubo de ensayo empleado para las diluciones contiene 9 ml de solucion salina
al 2% con NaCl, estéril.

-Para realizar las diluciones de la muestra de sedimento se utilizé un frasco con 90 ml
de solucion salina con 10g de muestra.

-Luego se colocd 100 ul de cada dilucion en su respectiva caja petri, en Agar Marino

como en Agar TCBS.
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-Posteriormente se realiz6 la siembra por el método de directo (barrido) que consiste
en extender la muestra con ayuda de un asa de vidrio en forma de baston (asa de
Drygalski), previamente esterilizada al calor.

-Las placas fueron incubadas en la (INCUBADORA CONTROLLER) Model SI 450
Sibata Scientific Technology LTD, en posicion invertida entre 28 - 30 °C por 24

horas para las muestras de agua, y 48 horas para las muestras de sedimento.

3.6. CONTEO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS

COLONIAS

-Se realizo el conteo total de Unidades Formadoras de Colonias presentes en cada
placa (UFC.ml"' 6 UFC.g") para muestra de agua y sedimento respectivamente.

-Los conteos se realizaron con la ayuda del contador de colonias (IUCHI) Digital
Colony Counter DC-3.

-Luego se procedio a realizar la identificacion morfologica de las colonias (ver anexo
# 8) segin el Manual de Norrell & Mesley (1997), en donde luego a cada cepa se le

asign6 un codigo, para asi reportarlas por muestreos.

3.7 AISLAMIENTO Y PRESERVACION DE COLONIAS:
-Una vez transcurridas las 24 horas de incubacion para muestras de agua y 48 horas

para las muestras de sedimento, se procedié a seleccionar las colonias que crecieron
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en la placa de la dilucion de mayor nimero de colonias, el aislamiento de cepas
bacterianas se realiz6 en base a caracteristicas morfoldgicas (ver 3.6) (Anexo # 9).
-Las colonias seleccionadas fueron aisladas siguiendo el método de siembra por
estrias.

-El aislamiento se realiz6 en placas de agar TSA al 0,5% NaCl con un asa de platino
previamente esterilizado.

-Luego los aislados fueron incubados entre 28 ° C y 30 ° C por 24 horas.

-Los aislados que no crecieron en el medio de cultivo TSA fueron resembrados en
Agar Marino e incubados entre 28 ° C y 30 ° C por 24 horas.

-Las colonias aisladas que crecieron fueron resuspendidas en medio de congelacion
adecuado (TSB-Glicerol 20%) y colocados en microtubos de 1,5 ml estériles.
-Finalmente los microtubos fueron etiquetados con sus respectivos codigos y

colocados en cajas de congelacion para luego ser mantenidas a -80 °C.

3.8 TECNICAS DE IDENTIFICACION BACTERIANA:

3.8.1 Tincion Gram:

Se realizo la tincion segun el protocolo del manual practico de Bacteriologia Marina
(Castro, 1989) brevemente:

-Realizar un frotis de la muestra sobre un portaobjeto.

-Cubrir con el colorante cristal violeta por 1 minuto enguajar con agua y escurrir
despacio.

“"Adicionar la solucion de Gram (yodada) por 2 a 3 minutos y enguajar lentamente.
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-Luego afiadir la solucién decolorante (alcohol), inclinando ligeramente la placa.
-Agregar la solucion de safranina durante 30 a 60 segundos, lavar suavemente con
agua y dejar secar al ambiente.

-Observar con el objetivo de inmersion (100X), adicionando una gota de aceite de

inmersion sobre la placa.

3.8.2 Método de Ryuss:

-Se realiz6 segun el protocolo descrito en Castro (1989), con la utilizacién de
Hidréxido de potasio (K OH 3%)

Consiste en disolver la muestra bacteriana sobre una gota de K OH y con ayuda de
un palillo de madera se observo la formacion de un pequetio hilo caracteristica, que
permiti6 identificarlas como bacterias Gram negativas esto es debido a la

composicion de lipolisacarido que presentan las paredes bacterianas.

3.9 REGISTRO DE PARAMETROS ABIOTICOS:

Los pardmetros abioticos fueron tomados junto al muestreo y fueron registrados y
reportados en sus respectivas hojas de campo.

Se tomaron y registraron los siguientes parametros:

1- Temperatura (°C) y Oxigeno Disuelto mg.L™!

Fueron medidas con la utilizacion de un equipo (YSI — 85) Incorporated Yellow
Springs, Ohio con sensor de temperatura incorporado el mismo que debe estar

previamente calibrado.
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2-pH
Este parametro fue tomado, utilizando un equipo de mano pH testr2 “double

junction”.

3- Salinidad (g.L™)
Se utilizé un refractometro de mano marca ATAGO, Modelo 5/Mill este fué

calibrado con agua destilada antes de su utilizacion.

3.10 MATERIA ORGANICA TOTAL (AGUA — SEDIMENTO)

MO EN AGUA

El analisis se lo realiz6 en el laboratorio de Andlisis Ambiental Seco y Himedo y en
el Laboratorio de Andlisis Ambiental Quimico del CENAIM, siguiendo el protocolo
estandar descrito por Boyd C., (1992) brevemente:

-Se utilizo el filtro G/C 42,5mm didmetro (Whatman) previamente hidratado por 24
horas.

-Luego el filtro se coloco en la estufa a 103° C por 24 horas.

-Posteriormente se dejé enfriar el filtro por 20 minutos para después proceder a
pesarlo (Mettler AE 240).

-Se filtré 100 ml de la muestra utilizando del equipo de filtracion.

-Luego se llevo el filtro a la estufa por 24 horas a 103 °C.

-Se dejo enfriar el filtro por un lapso de 20 minutos y se peso (Mettler AE 240 ).
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-Luego los filtros fueron colocados en crisoles y llevados a la mufla a 550 °C por 30
minutos.

-Después se dejo enfriar el filtro para volver a pesarlo.

Para el calculo del contenido de materia orgdnica de las muestras se utilizo la

siguiente formula:

MO =(B-A)1000ml/L /V

Donde:

MO= Materia organica (mg.L™")

B = Peso del filtro con la muestra antes de la mufla (mg)

A = Peso del filtro con muestra después de la mufla (mg)

V= Volumen de la muestra en (ml)

MO EN SEDIMENTO

El analisis en sedimento se lo realiz6 siguiendo el protocolo estandar descrito por
Boyd C., (1995).

-La muestra de sedimento de cada muestreo fue homogenizada, y posteriormente
colocadas en cajas petri para ser secadas en la estufa por 48 horas a 60 °C.

- Las muestras fueron trituradas mecanicamente y luego fueron colocadas en un
mortero para obtener muestras de textura mas fina.

-Se emplearon crisoles previamente lavados con acido y secados en la estufa a 60 ° C
por 2 horas.

-Posteriormente los crisoles se dejaron enfriar por 10 minutos, y se pesaron (AND

Electronic Balance FY 300), para después colocar en cada crisol 2 gramos de

sedimento.
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-Finalmente se colocaron los crisoles en la mufla por un lapso de 8 horas a 350 °C,
luego se dejaron enfriar por 15 minutos, y se peso.

Con los datos obtenidos se procedi6 a utilizar la siguiente formula:

100 -[(wf —wt / wts-wt) *100]=%MO

Donde:

% OM =Concentracion de materia organica (%)

WT= Peso tarado del crisol (g)

WF = Peso final de la muestra (g)
WTS =Peso tarado del crisol + (2 g.) de la muestra

3.11 SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES EN AGUA:

Se lo realizo segun la metodologia ya establecida en Standard Methods (1995).

-El filtro utilizado G/C 42,5mm didmetro (Whatman) fue hidratado por 24 horas.
-Luego el filtro se colocd en papel aluminio previamente rotulado y se llevo a la
estufa por 24 horas a 103 ° C

-Posteriormente el filtro se dejo enfriar por 20 minutos, y se pesé (Mettler AE 240).
-Enseguida se filtr6 100 ml de la muestra utilizando del equipo de filtracion.

- Luego se levo el filtro a la estufa a 103 °C por 24 horas.

-Se dejo enfriar por 20 minutos para luego ser pesado (Mettler AE 240).

Con los resultados obtenidos se aplicd la siguiente formula para el calculo de SST:
SST=Pf— Pm1 * 10000 (mg.L™")

Donde:

SST = Solidos Suspendidos Totales (mg.L™")

Pf= Peso del filtro (mg.L’l)
Pm1= Peso del filtro con la muestra (mg.L’l)

47



3.12 ANALISIS DE DATOS:

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para detectar las diferencias entre los
conteos bacterianos en los dos sistemas de cultivo muestreados (intensivos con
invernadero, semi — intensivos).

Se calcularon los porcentajes de bacterias identificadas como Gram + y como Gram -
para cada uno de los sistemas estudiados y se determind la existencia 0 no de
diferencias significativas.

Para cumplir con las asunciones de homogeneidad de varianza (Prueba de Levene)
los datos en caso ser necesario fueron transformados. Cuando se encontrd diferencias
significativas entre tratamientos, se aplico el test de contraste de Scheffé a un nivel de

significancia o = 0,05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS MICROBIOLOGICO:
Para el andlisis microbiologico se realizaron 17 muestreos (periodicidad semanal)

entre los meses de Agosto del 2004 y Enero del 2005.

4.1.1 MUESTRAS DE AGUA:
Los conteos bacterianos son expresados en Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

para cada muestra, los resultados son presentados en la Figura #4 y Anexo #1.
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Agua-Invernadero G1
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Fig. #4 Unidades formadoras de colonias obtenidas en AM y TCBS para muestras de agua, a)Piscina
15, b)Piscina 20, c¢)Invernadero G-1.

Los andlisis de muestras de agua para bacterias totales fueron realizados en agar
marino (AM) tanto en los sistemas semi—intensivos (Pis #15, Pis #20) como intensivo
(Invernadero G-1). Las concentraciones minimas y maximas de bacterias totales
fueron diferentes para cada sistema de cultivo durante el transcurso de los muestreos
(Tabla #1), estadisticamente se detect6 diferencias significativas entre los dos tipos de

sistemas de cultivo (p<0,05).

Tabla #1 Conteos bacterianos (UFCmI™") méximos y minimos en Agar Marino para muestras de agua.

AM
(UFCmI™)

PISCINA Min Max
P15 8,00x10' 3,44x10°
P20 3,50x10° 3,30x10"

Invernadero 6,45);102 3,43);104

Los conteos de Vibrios fueron realizados en agar TCBS reportdndose que las
concentraciones maximas entre las piscinas del sistema semi—intensivo fueron

iguales, pero se mostraron diferentes en relacion al sistema intensivo (Tabla #2).
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Estadisticamente se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre los dos

tipos de sistemas de cultivo.

Tabla #2 Conteos bacterianos (UFCmlI™") méximos y minimos en Agar TCBS para muestras de agua.
ND= No detectable

TCBS
(UFCml™)

PISCINA Min Mix
P15 ND 3,15x10°
P20 ND 3,15x10°

Invernadero ND 8,90x1 0’

Frecuentemente se han reportado relaciones entre invertebrados acuaticos y la
microbiota bacteriana presente en el medio, tanto en alimento, agua como en el
sedimento y en ocasiones se ha relacionado la presencia de un elevado nimero de
microorganismos con las mortalidades que se presentan en los sistemas de cultivo, en
nuestro estudio, los rangos de concentraciones obtenidas para bacterias totales en
sistemas semi—intensivos se ubicaron entre 8x10' y 3,44x10° UFCml' y entre
3,50x10° y 3,30 x 10* UFCml", piscinas 15 y 20 respectivamente, en tanto las
concentraciones obtenidas en el sistema intensivo se ubicaron entre 6,45x10> y

3,43x10* UFCml™.

En un estudio previo realizado por CENAIM (datos no publicados) se obtuvieron
concentraciones promedios de 3x10* UFCmI™ para bacterias totales en un sistema de

cultivo extensivo, en tanto en un sistema intensivo se registré una concentracion de
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2x10* UFCml™ respectivamente, los que fueron inferiores a los registrados en nuestro

estudio.

Normalmente la concentracion bacteriana en el agua cultivo de camar6n o en aguas
costeras heterotroficas es comunmente inferior a 1x10° UFCml" (Maeda, 1992),
estos niveles se mantienen bajos en el agua debido a que las bacterias sirven como
alimento para protozoarios, proceso que generalmente permite conservar
concentraciones bacterianas a niveles bajos. Samuelsson (2003 fide Lopez, 2004)
compard la concentracion bacteriana de sistemas extensivos de cultivo de camaroén,
rango entre 1x10° y 1x10” UFCml”, con ambientes naturales (1x10° UFCml" )
observando que la concentracion de bacterias en ambientes naturales es muy similar a
la que se presenta en los sistemas de cultivos extensivos. Por otro lado Sung et. al
(2001 fide Lopez, 2004) reportd un rango de concentraciéon entre 8x10* y 3x10°
UFCmlI™" en cultivo de Penaeus monodon, similar al reportado por Bayot et. al, (2001

fide Lopez 2004) 1x10%a 1x 10° UFCml™ para cultivos de Litopenaeus vannamei.

A pesar de que numerosos estudios citan que las concentraciones en el agua de
cultivo de camaron o en aguas costeras heterotroficas se ubican en valores cercanos a
1x10° UFCml, otros estudios como el realizado por Calderén (1998), en las
camaroneras ubicadas en la zona del Golfo de Guayaquil mencionan el orden de

magnitud de 1x10” UFCml"' como la concentracién mas comun encontrada en las
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piscinas analizadas. Maeda (1992), también reporté6 una concentracioén elevada
cercana a 2,46x10° UFCmlI™ en sistemas de cultivo extensivos de Penaeus vannamei.
En lo que concierne a niveles de Vibrio, nuestro estudio registrd valores entre cero y
3,15x10> UFCml™ para los sistemas semi-intensivos, concentracion que fue inferior al
valor méaximo obtenido en el sistema intensivo 8,90x10*> UFCml™. Sin embargo las
concentraciones de vibrios en ambos sistemas fueron superiores a las obtenidas en un
estudio previo de CENAIM (datos no publicados), en el que los sistemas extensivos e
intensivos registraron valores de 1x10> UFCml™ y 2x10' UFCml™' respectivamente.
Algunos autores como Lavilla—Pitogo (1998), relacionan los problemas de mortalidad
con la presencia de determinadas concentraciones de vibrios en los sistemas de
cultivo, asi, en un estudio realizado a piscinas de cultivo extensivo de Penaeus
monodon, Lavilla-Pitogo relaciona un rango de 1x10° a 1x10* UFCml' con
mortalidades, sin embargo, aunque las concentraciones obtenidas de Vibrios en
nuestro estudio estuvieron cercanas a este rango, no existid ninglin problema de

mortalidad en los cultivos.

Para Lopez (2004) en cambio la reduccion en la diversidad de Vibrios implica estrés

ambiental y puede emplearse como un indicador frecuente de enfermedades en

penaeidos.
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4.1.2 MUESTRAS DE SEDIMENTO:

Las muestras de sedimento fueron analizadas semanalmente para obtener
concentraciones de bacterias totales (AM) y Vibrios (TCBS) en los respectivos
sistemas (Figura #5 y Anexo #1), aunque las concentraciones minimas y maximas
para cada piscina mostraron rangos diferentes (Tablas #3 y #4), el analisis estadistico
no mostrd diferencias significativas (p>0,05) para los conteos de bacterias totales y

Vibrios entre los sistemas de cultivo semi—intensivos € intensivo.

Tabla #3 Conteos bacterianos (UFCmI™") maximos y minimos en AM para muestras de sedimento.

AM
(UFCg™)

PISCINA Min Max
P15 1,47 x 10° 3,71 x 10’
P20 1,05 x 10° 4,00 x 10°

Invernadero 4,70 x 10° 9,52 x 10°

Tabla #4 Conteos bacterianos (UFle’l) maximos y minimos en Agar TCBS para muestras de
sedimento. ND=No detectable

TCBS
(UFCg™)

PISCINA Min Max
P15 ND 4,60 x 10*
P20 ND 8,90 x 10*

Invernadero ND 8,00 x 10*

En un estudio realizado por Carrasco (2004), este manifiesta que las concentraciones
de bacterias totales en sistemas extensivos de cultivo de especies marinas estan entre
1x10” y 1x10° UFC.g". Lavilla-Pitogo, (1998) en muestras de sedimento de un

cultivo de Penaeus monodon obtuvo una concentracion de bacterias totales entre

54



4,3)&104 y 3,7)(105 UFC.g’l, en tanto las concentraciones bacterianas reportadas para
sistemas semi-intensivos en nuestro estudio son superiores a las reportadas por
Lavilla-Pitogo (1998) en cultivo de Penaeus monodon, pero sin embargo son menores

a los reportados por Carrasco.

En lo que respecta a concentraciones de Vibrio nuestro estudio present0 en el sistema
semi—intensivo concentraciones de 8,90x10* UFC.g"' y 4,60x10* UFC.g" para las
Piscina #20 y #15 respectivamente, en tanto el sistema intensivo registro valores de
8x10* UFC.g", estas concentraciones son elevadas respecto a la concentracion de
9x10* UFC. g'1 obtenida en un sistema intensivo por CENAIM, (datos no publicados),

y a la concentracion de 9,5x10° UFC g reportada por Lavilla-Pitogo, (1998).

Calderon (1998), menciona concentraciones de Vibrios muy variables en los sistemas
de cultivo de camardn, niveles de vibrio entre 1x10° y 1x10” UFC g son reportados
para diversas piscinas ubicadas en el golfo de Guayaquil, influenciados
probablemente por la gran variacion de condiciones fisicas y quimicas del sedimento
y el agua. Lizarraga- Partida (1979), sostiene que cada sistema presenta una
comunidad auténoma de bacterias que se adaptan de acuerdo a las condiciones

fisicas, quimicas, geoldgicas y bioldgicas que presenta el medio.
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TCBS de las piscinas a)Pis #15, b)Pis #20, c)Invernadero G-1
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4.2 CARACTERIZACION DE AISLADOS BACTERIANOS.

IDENTIFICACION DE AISLADOS: BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y

GRAM NEGATIVAS

Se analizaron en total 723 aislados obtenidos de los sistemas de cultivos estudiados
(muestra de agua-sedimento) 521 aislados en sistemas semi-intensivos (Piscinas 15y
20) y 202 aislados en el sistema intensivo (Invernadero G-1). Los porcentajes de
aislados identificados como Gram positivos y Gram negativos para las muestras de

agua y sedimento de cada piscina son presentadas en el Anexo #2.

4.2.1 MUESTRAS DE AGUA

El porcentaje de aislados Gram negativos obtenidos de las muestras de agua en los
sistemas fue de 84,6%; 79,1% y 78,7% para las piscinas 15, 20 y G-1 en tanto los
porcentajes promedios de aislados Gram positivos fueron de 15,4%, 20,9% y 21,3%
respectivamente (ver Anexo #2), a pesar de que existieron diferencias porcentuales
entre los aislados bacterianos Gram positivos y Gram negativos (Tabla#5),
estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre los dos tipos de

sistemas de cultivos (p>0,05).

AGUA AGUA SEDIMENTO SEDIMENTO
PROMEDIO GRAM+ GRAM - GRAM+ GRAM -

SEMI-INTENSIVO 18,1% 81,9% 33% 66,9%
INTENSIVO 21,3% 78,7% 54,5% 45,6%

Tabla #5 Porcentajes promedio de aislados Gram positivos y Gram negativos de sistemas en muestras
de agua y sedimento durante el tiempo de muestreo.
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En general las bacterias Gram negativas son las que predominan en los ambientes
marinos, también forman parte de la flora normal en penaeidos (Hisbi, 2000). Segin
Guzman (2000), las bacterias Gram negativas presentan una interrelacion negativa
con larvas de camarén provocando enfermedades y por consiguiente mortalidades
masivas debido al mal manejo y/o utilizacion inadecuada de alimentos, calidad del
agua, materia organica y densidad del cultivo, produciendo ademas alteraciones en la
comunidad bacteriana presente e incidiendo en el crecimiento de bacterias
oportunistas en el sistema de cultivo. Los resultados obtenidos en este estudio,
corroboran que los aislados obtenidos para ambos sistemas en muestras de agua en su
mayoria son Gram negativos, Alvarez (2000), report6 que de los aislados obtenidos
en sistemas extensivos de cultivo de Litopenaeus vannamei un 67% eran Gram
negativos y un 33% Gram positivos, con estos porcentajes y los obtenidos en un
estudio previo realizado por CENAIM (datos no publicados) que citan 69,6% de
aislados Gram negativos y 30,4% de aislados positivos, se observa claramente esta
dominancia de las bacterias Gram negativas en el agua de los sistemas de cultivo

extensivos.

En el caso del sistema intensivo, también prevalecieron los aislados Gram negativos
78,72% contra un 21,28% de Gram positivos, a pesar de esto, los porcentajes
obtenidos difieren de los porcentajes observados en un estudio previo de CENAIM
(datos no publicados) en donde los que predominaron fueron los aislados Gram

positivos con un 93.1% frente a un 6,9% de Gram negativos.
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4.2.2 MUESTRAS DE SEDIMENTO

Los porcentajes de los aislados de las muestras de sedimento fueron en su mayoria
aislados Gram negativos 67,8% y 66 % y Gram positivos 32,2% y 34% para las
piscinas 15 y 20 respectivamente. En el sistema intensivo, los aislados Gram
positivos fueron mayoria con un 54,5% en relacion a los aislados Gram negativos con
un 45,6% (Anexo #2). Estadisticamente se encontraron diferencias significativas (p<
0,05) al comparar entre sistemas dentro de los aislados Gram positivos y Gram

negativos.

Las bacterias Gram negativas (caracteristica de Vibrios) son predominantes en los
ambientes marinos, segun Brisou et. al (1975), constituyen la mayor parte de la flora
intestinal de crustaceos y de su entorno (Siavichay, 1997, Vandenberghe et. al 1998;

Conejero & Hedreyda, 2003).

Alvarez (2000), indica que las bacterias Gram negativas son las que predominan en el
sedimento de los sistemas extensivos constituyendo cerca de un 80% de la poblacion
en relacion a las bacterias Gram positivas, en otro estudio Moriarty & Hayward
(1982), citan que las bacterias Gram positivas constituyen aproximadamente un 20%

de la microbiota total presente en sedimentos.
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Un porcentaje de 93.1% de aislados Gram positivos contra 6,9% de Gram negativos
fueron observados en un estudio previo de CENAIM (datos no publicados) en
sistemas intensivos, lo que corrobora los resultados obtenidos en nuestro estudio.

En contraste, los resultados de Alvarez (2003), difieren de los porcentajes reportados
para sistemas semi-intensivos en nuestro estudio, pues reporté que la mayoria de los
aislados fueron aislados positivos un 77% en comparacion a los aislados Gram

negativos un 23% .

4.3 PARAMETROS ABIOTICOS
4.3.1 TEMPERATURA
Las temperaturas maximas y minimas registradas en los sistemas de cultivo son

presentadas en la Tabla #6 para las piscinas #15, 20 y el Invernadero G-1.

Tabla #6 Registro maximos y minimos de Temperatura en los sistemas muestreados.

TEMPERATURA (°C)
PISCINA Min Miax
P15 23 28,4
P20 23,3 27
Invernadero 30,4 34

La temperatura de la dos piscinas del sistema semi-intensivo mostré gran similitud
(Figura #6 y Anexo #3) durante el tiempo de muestreo, a pesar de que la fluctuacion

de temperatura del agua era significativa durante el dia, la temperatura registrada en
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el agua se mantuvo en el rango 6ptimo (25°C a 30°C) establecido por Boyd (1998),
para especies de climas tropical o subtropical. Esparza (1993), en un estudio
realizado en piscinas de cultivo de camardn registré una temperatura maxima y
minima de 33,6°C y 26,0°C para sistemas semi-intensivos y de 28,4°C y 22,5°C para
sistemas intensivos, estos datos confirman la gran influencia de las condiciones
ambientales sobre la variabilidad de este pardmetro, las estaciones climaticas

presentes en el aflo ejercen un efecto directo sobre las temperaturas registradas.

En el sistema intensivo se observo que durante los dos primeros meses de muestreos
las fluctuaciones de temperatura se mantenian entre 29°C y 32°C para luego culminar
con rangos elevados de 33°C y 34°C, estas altas temperaturas se explicarian por el

uso del invernadero, el cual permitia que el agua retenga el calor captado durante el

dia.

La temperatura es una variable marcada por la estacion y caracteriza en ciertos casos
el mayor o menor grado de produccion segun la zona de cultivo. Para Modesta
(1998), mantener en el agua temperaturas mayores de 28°C acelerara el proceso de
muda del camarén lo que permite tener un buen rendimiento en crecimiento, también
se considera como una variable importante para determinar la calidad del agua en los
sistema de cultivos, se considera un factor critico en el control del crecimiento

microbiano debido a que existen bacterias que se desarrollan satisfactoriamente a

61



determinados rangos de temperatura, por ejemplo algunas bacterias de sedimento

crecen mejor a una temperatura entre 30°C a 35°C segun Thamdrup et al (1998).

Las concentraciones de bacterias en las muestras de sedimento se mantuvieron
frecuentemente estables durante el tiempo de muestreo, probablemente se debe a que
ciertas comunidades bacterianas mesofilas fueron capaces de adaptarse y crecer a ese

rango de temperatura.
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Fig. #6 Valores de temperatura registradas durante el estudio a) Pis #15 — 20 b) Invernadero
G-1.
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4.3.2 SALINIDAD
Los rangos minimos y maximos de salinidad para las tres piscinas durante el

transcurso del muestreo son reportados en la Tabla #7

Tabla #7 Valores registrados de Salinidad maximos y minimos en los sistemas muestreados.

SALINIDAD ( g.L™)
PISCINA Min Max
P15 35 44
P20 37 45
Invernadero 36 39

A partir de los valores registrados de salinidad se determiné estadisticamente que no
existieron diferencias significativas entre los sistemas de cultivos. Para Modesta
(1998), mantener la salinidad alta ejerce un efecto bactericida sobre los sistemas de
cultivo, a pesar de esto existen comunidades bacterianas que se adaptan y se
desarrollan a diferentes concentraciones de salinidad segun la fisiologia de cada tipo
de bacteria, otros estudios nos indican que la reduccion excesiva de la salinidad causa
fisiologicamente estrés en los crustaceos (Kautsky, 2000). Para San Millan (1979),
tener temperaturas bajas y una salinidad muy alta son condiciones pocos favorables

para el crecimiento bacteriano en lo que concierne a bacterias patogenas.

Los datos registrados de salinidad del sistema semi-intensivo en las dos piscinas

presentaron gran similitud durante el ciclo de cultivo (ver Figura # 7), se observaron

salinidades entre 35g.L"' y 40g.L" durante los nueve primeros muestreos, ademas se
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observo que la salinidad en las piscinas muestreadas se incremento progresivamente
hasta llegar a salinidades de 44g.L"' y 45g.L", esto podria atribuirse a la evaporacion
causada por la elevada temperatura ambiental, propio de la estacion lluviosa durante
la que se realizaron las mediciones. En cuanto al sistema intensivo se observo que en
las primeras semanas la salinidad se encontraba cerca de 36g.L™", luego en la semana
nueve se registro un incremento cercano a 39g.L™ para posteriormente en el muestreo
11 registrar un decremento hasta cerca de 34g.L", para finalmente estabilizarse
nuevamente cerca del valor inicial, en este sistema la salinidad puede estar
influenciada primordialmente por el clima y en cierta manera por el manejo de las
reposiciones o recambios de agua en la piscina. Segiin Alvarez (2003), rangos de
salinidad entre 36g.L"" y 38g.L"" son considerados normales para el desarrollo de los
camarones, en nuestro estudio se registraron valores que estuvieron dentro de este

rango.
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Fig.#7 Salinidad registradas en los sistemas muestreados. a) Pis #15 20, b) Invernadero G-1

433 pH
Los valores maximos y minimos de pH registrados en las piscinas 15 y 20 e

Invernadero G-1 se presentan en la Tabla #8.

Los valores maximos de pH registrados durante el transcurso de los muestreos
realizados a las piscinas 15 y 20, podrian estar relacionados con la aplicacion de un
producto bioestabilizador (BIO,H ®) empleado en la camaronera OPUMARSA, esto
es evidente en el séptimo muestreo cuando se adiciond este producto a las piscinas se
observa un incremento en el pH (ver Figura #8), estadisticamente los datos obtenidos
de las piscinas semi-intensivas e intensiva no presentaron diferencias significativas

(p>0,05).
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Tabla #8 Valores maximos y minimos registrados de pH en los sistemas muestreados.

pH
PISCINA Min Max
P15 7,4 8,8
P20 7,4 8,9
Invernadero 7,7 9,2

Kautsky (2000), menciona que el cambio brusco de pH provoca muertes masivas en
el cultivo y puede provocar ciertas alteraciones en el medio. Los valores de pH en las
piscinas del sistema semi-intensivo mantuvieron cierta semejanza durante el
transcurso del muestreo (Figura#8) observandose en los primeros muestreos valores
de pH entre 7 y 8, pero a partir del séptimo muestreo en adelante se mantuvieron
valores de pH 8, mientras en el sistema intensivo los valores del pH se mantuvieron
dentro del rango entre 7 y 8 a excepcion del tercer muestreo que presentd un valor
alto de 9,2, estas variaciones diurnas de pH son atribuibles a una serie de procesos
bioldgicos que se dan en las piscinas de cultivo tales como la fotosintesis y
respiracion, lo que causa por ejemplo cambios en la concentracion del didoxido de
carbono disuelto y por tanto afecta el pH del agua. En el sistema intensivo, el dioxido
de carbono producido por las bacterias y el fitoplancton reacciona con el agua y
forma acido carbonico llegando a provocar una disminucion en el pH en los sistemas.
Los valores de pH registrados en nuestro estudio son adecuados para las bacterias
reductoras de materia orgéanicas, pues estas son eficientes en rangos de pH entre 7 y 8.

Boyd (1998), nos indica que las bacterias crecen mejor en medio neutral que en
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hébitat alcalinos. El pH 6ptimo para el crecimiento de especies acuaticas segiin Boyd

(1990), es de 6,5 y segiinTsai (1990 fide Boyd, 1998) de 9.

Especificamente para camarones penaeidos Boyd (1998), recomienda un rango

optimo de pH entre 5,5 y 8,5. El pH registrado en nuestro estudio en ambos sistemas

de cultivos se mantuvo dentro de este rango.
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Fig.#8 Datos registrados de pH en los sistemas de cultivos muestreados. a) Pis #15, 20,

b) Invernadero G-1

4.3.4 Oxigeno Disuelto (mg.L ")

Las concentraciones de oxigeno disuelto se mantuvieron constantes durante el

periodo de muestreo, los valores minimos y maximos para cada sistema de cultivo
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son presentados en la Tabla#9. Estadisticamente estas concentraciones no
presentaron diferencias significativas (p> 0,05). entre los sistemas de cultivo (semi-

intensivos ¢ intensivo).

Tabla #9 Valores maximos y minimos registrados de OD en los sistemas muestreados.

OXIGENO DISUELTO (mg.L™)
PISCINA Min Max
P15 4,2 7,9
P20 2,6 7
Invernadero 1,96 5,72

Los niveles de oxigeno disuelto observados en las piscinas de sistema semi-intensivo
fueron similares durantes los cuatros primeros muestreos, luego las concentraciones
de oxigeno disuelto en la piscina #15 mostraron valores ligeramente superiores en

relacion a la piscina #20 hasta el ultimo muestreo (Figura #9).

En el sistema intensivo los niveles de oxigeno disuelto fueron considerados bajos 3 y
2 mg.L"' en el tercer y noveno muestreo. Estas variaciones en el contenido de
oxigeno disuelto en el agua de las piscinas se debe en parte a los procesos bioldgicos
realizados por la presencia de poblacion bacteriana, fitoplancton y la densidad de los

animales cultivados.
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El rango optimo de contenido de oxigeno disuelto en el agua para el cultivo de
camarones penaeidos se encuentra entre 4 y 5,5 mg.L"(Boyd, 1998; Alvarez 2003),

en nuestro estudio los valores registrados se mantuvieron dentro de este rango.

Kautsky (2000), indicd que los niveles bajos de oxigeno disuelto son cominmente un
problema en piscinas que tienen altas densidades de poblacion también es un factor
que incrementa la sensibilidad de los camarones Penaeidos a la presencia de vibriosis.
En general mantener rangos bajos de oxigeno puede reducir el crecimiento y provocar
deficiencias en la alimentacion de los organismos cultivados. Las concentraciones de
oxigeno disuelto influyen de manera directa sobre el crecimiento del camaréon
(Modesta, 1998) no asi sobre las comunidades bacterianas, pues las bacterias pueden
ser facultativas (crecimiento en condiciones aerdbicas y anaerobicas). Asi en las
capas iniciales del sedimento del fondo de las piscinas la respiracion bacteriana es

aerobica y en las capas profundas se vuelve anaerobica (Boyd,1995 fide Krebs 2003)
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Fig. #9 Valores de OD registrados en los sistemas muestreados. a) Pis #15 —20, b) Invernadero G-1

Los parametros abioticos en los sistemas de cultivos son factores importantes que
influyen sobre el crecimiento del camaron, fluctuaciones excesivas de estos factores
pueden incrementar el estrés y la susceptibilidad de los animales hacia enfermedades
de etiologia bacteriana, Kautsky (2000). Durante este estudio los pardmetros
abioticos registrados presentaron leves fluctuaciones, lo que no provocod grandes
variaciones en la comunidad bacteriana presente en los cultivos, pues los niveles
registrados de colonias bacterianas se mantuvieron dentro rangos observados en otros

estudios.

4.3.5 MATERIA ORGANICA (M0)
MO EN AGUA
Las concentraciones maximas y minimas de materia organica en el agua para la Pis

#15-20 y en el invernadero G-1 durante el transcurso de los muestreos se presentan
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en la Tabla #10, estadisticamente existieron diferencias significativas (p< 0,05) entre
los sistemas estudiados.

Tabla #10 Valores maximos y minimos de MO en muestras de agua en los sistemas muestreados.

MATERIA ORGANICA EN AGUA (mgL™")
PISCINA Min Miax
P15 47 76,7
P20 53,2 103,8
Invernadero 63,4 2579

Las concentraciones de materia orgénica obtenidas en nuestro estudio (Figura#10,
Anexo#4) son superiores a las citadas por San Millan (1979), quien indica los niveles
de materia organica en el agua de mar se mantienen dentro de un rango que no

sobrepasa los 10 mg.L™".

Las bacterias cumplen un rol importante en el reciclaje de nutrientes y sobre todo en
la descomposicién de materia orgénica, también se relaciona su presencia con la
calidad de agua del sistema de cultivo, San Millan (1979), estima que un 40% de esta

materia organica es descompuesta por bacterias mientras que el resto se oxida.
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Fig.#10 Concentracion de materia orgdnica en muestras de agua. a) Pis #15 —20, b) Invernadero G-1

Los datos reportados de materia organica en el agua en la piscina #15 se mantuvieron
en un rango entre 50 y 76 mg.L™' durante el tiempo del muestreo a excepcion del
séptimo muestreo donde se registré una concentracion de 83 mg.L™' (Figura # 10). En
la piscina #20 durante el transcurso del muestreo no se observaron grandes
variaciones a excepcion del quinto y octavo muestreo en los que se registraron
concentraciones de 103 mg.L™" y 98,3 mg.L", durante los dos Gltimos muestreos

también se registraron niveles altos de 98 mg.L" y 101 mg.L™.
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En el sistema intensivo los niveles de materia orgéanica registrados durante el
transcurso del muestreo se mantuvieron en un rango entre 50 mg.L" y 150 mg.L" a
excepcion del primer muestreo en donde se reportd una concentracion de 250 mgL™,
atribuible a que las piscina habia sido llenada recientemente y podrian contener gran
cantidad de solidos organicos e inorgédnicos en suspension, lo que favoreceria también
el crecimiento de organismos fitoplanctonicos que aportarian al contenido de Materia
organica. Los niveles altos de materia orgdnica en las piscinas se deben
principalmente al aporte del plancton, la adicion de nutrientes y el detritus organico

que resulta de la degradacion del plancton, heces y alimento.

MO EN SEDIMENTO

Las concentraciones de materia orgdnica en sedimento mostraron diferencias
significativas (p< 0,05) entre los sistemas de cultivo (Anexo #5) Las concentraciones
minimas y maximas de materia orgénica en el sedimento registrados para la Piscina

#15 — 20 e Invernadero G-1 son presentadas en la Tabla #11.

Tabla #11 Valores maximos y minimos de MO en muestras de sedimento en los sistemas
muestreados.

MATERIA ORGANICA EN
SEDIMENTO (% )
PISCINA Min Miax
P15 3,16 8,12
P20 2,65 6,95
Invernadero 1,5 5,6
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La acumulacion de materia organica en el sedimento incrementa la demanda de
oxigeno disuelto en el agua y desarrolla ciertas condiciones que favorecen a varios
procesos bioquimicos realizados por las bacterias, obteniéndose de estos procesos en
ocasiones compuestos toxicos pero en cantidades minimas como amonio, nitrito y
metano, todos estos compuestos deben mantenerse en infimas cantidades en el medio

para evitar desequilibrios.

Los rangos de materia orgénica en el sedimento de los sistemas semi-intensivos
durante el transcurso del muestreo fueron similares (Anexo#8). Mientras que en el

sistema intensivo se reportd durante el tiempo de muestreo un rango entre 1,5 y 5,6%.

En los sistemas extensivos de cultivo la materia organica puede estar afectada por la
disminucion de CO, que necesitan ciertos organismos para realizar el proceso de la
fotosintesis, la muerte del fitoplancton que se encuentra en la piscina puede pasar a
formar parte del sedimento. La incidencia de altos niveles de materia orgénica en las

piscinas puede beneficiar el desarrollo de bacterias patdogenas en el sistema.
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Fig. #11 Valores registrados de materia organica en muestras de sedimento obtenidas en los sistemas
de cultivos muestreados. a) Pis#15, b) Pis#20, ¢) Invernadero G-1.

En las piscinas camaroneras existe una interaccion entre materia organica y bacterias,

producto de esta interaccion se forma un ambiente dindmico en donde encontramos
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especies predominantes como Vibrio, Aeromonas y Pseudomonas estos géneros
bacterianos por ser oportunistas pueden producir focos de infeccion debido a cambios

ambientales llegando asi a provocar enfermedades y mortalidades Lopez, (2004).

4.3.6 SOLIDOS SUSPENDIDOS (SST)
Los s6lidos en suspension del agua estdn formados por restos organicos e inorganicos

que forman parte del plancton y detritus producido por el sistema.

Los niveles de SST se mantuvieron sin grandes variaciones a lo largo del muestreo
(Anexo #6). Estadisticamente se comprobd que existen diferencias significativas
(p<0,05) entre los dos tipos de sistemas de cultivo a pesar que los niveles maximos y

minimos en ambos sistemas presentan rangos muy similares (Tabla #12).

Tabla #12Valores maximos y minimos registrados de SST en los sistemas muestreados.

SOLIDOS SUSPENDIDOS (mgL™")
PISCINA Min Max
P15 228 375
P20 226 330
Invernadero 277 433

Los niveles reportados en los sistemas semi-intensivos se mantenian en un rango
- -1 ., . . , .
entre 200mg.L"' y 400mg.L"', se observo también que los niveles de materia organica

en agua mantuvieron cierta relacion con los niveles obtenidos de SST, atribuible al
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hecho de que los SST abarcan tanto el solido en suspension tanto orgdnico como

inorganico.

Los rangos reportados en nuestro estudio se mantienen dentro de la concentracion

reportada por Boyd (1990), que indica valores entre 481 y 500mg.L"

En el sistema intensivo el rango reportado se ubicé entre 200mg.L™" y 500mg.L"
(Figura#12), rango que fue mayor al reportados por Lin and Nash (1996 fide Boyd,

1998) quien cita valores normales entre 30 y 190mg. L
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Fig.#12 Niveles de sdlidos suspendidos Totales (SST) durante los muestreos. a)Pis #15-20,
b)Invernadero G-1.
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5. CONCLUSIONES

1- Las concentraciones de bacterias marinas totales y de Vibrios obtenidas en la
muestras de agua para ambos sistemas fueron significativamente (p<0,05) superiores

en el sistema intensivo.

2- Las concentraciones de bacterias marinas totales y de Vibrios en las muestras de
sedimento en el sistema intensivo fueron superiores a los registrados en las piscinas

semi-intensivas pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05).

3- Los aislados bacterianos identificados en los sistemas intensivo y semi-intensivo
en las muestras de agua fueron en su mayoria Gram negativos (-), pero no se

registraron diferencias significativas entre los sistemas (p>0,05).

4- Los aislados Gram positivos (+), fueron dominantes en las muestras de sedimento
en el sistema intensivo, mientras que en el sedimento de los sistemas semi-intensivos
los aislados que predominaron fueron los Gram negativos (-), estadisticamente se

encontraron diferencias significativas entre los sistemas estudiados (p<0,05).

5- Las concentraciones minimas y maximas de MO y SST en el agua fueron mayores
en el sistema intensivo que en el sistema semi-intensivos y esta diferencia fue

estadisticamente significativa (p<0,05)
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6— El porcentaje de MO en sedimento en el sistema intensivo fue significativamente

inferior al que se registro en los sistemas semi-intensivos (p<0.05).

7— La utilizacion del método de Ryuss para la identificacion de aislados bacterianos

como Gram positivos (+) 6 Gram negativos (-), demostré ser una herramienta muy

util, rapida y sencilla de aplicar.

8- Los parametros abioticos, Oxigeno disuelto y pH del agua no presentaron

diferencias significativas entre sistemas (p>0,05).
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6. RECOMENDACIONES

1- Complementar con criterios y métodos bioquimicos la caracterizacion de los

aislados bacterianos para determinar las especies bacterianas presentes.

2- Incrementar la frecuencia de medicion de los pardmetros abidticos para conseguir
establecer correlaciones con los niveles bacterianos observados en los diferentes

sistemas a través del tiempo.

3- Monitorear los sistemas de cultivo durante el transcurso de las dos épocas

estacionales anuales (seca y lluviosa) para estudiar el comportamiento y evolucion de

los diversos tipos de comunidades bacterianas en el cultivo.
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8. ANEXOS

Anexo #1 Conteo bacteriano en muestras de agua y sedimento (UFCml™; UFC.g'l) reportado como
bacterias totales (AM) y vibrios (TCBS) durante el transcursos del estudio. NC= No crecimiento

AGUA SEDIMENTO
PIS#15 AM TCBS AM TCBS
1 3.44E+03 0,00E+00 4.27E+06 0,00E+00
5,75E+02 2,00E101 1,73E+06 0,00E+00
3 1.87E103 0,00E+00 4,74E+06 0,00E+00
2 5,00E02 1,00E01 2,66E+06 1,00E103
5 8,00E+01 0,00E+00 3,59E106 0,00E+00
6 3,19E+03 1,20E+02 3,71E+07 0,00E+00
7 1,50E+02 0,00E100 3,00E106 0,00E100
8 3,85E102 NC 3,13E106 NC
9 105603 1L.OOE+01 3,04E106 1.50E+03
10 3,50E+02 0,00E100 147E+06 1,00E+03
11 NC 1,00E+01 5436106 4,00E103
2 2356403 1,00E+01 6,00E106 1,70E103
13 NC 0,00E+00 5.05E106 0,00E+00
14 1.50E+03 2,00E101 3,85E106 1,80E103
15 2,69E+03 1,OOE+01 4,04E+06 1,00E+02
16 2,25E+03 0,00E+00 539E106 1,70E103
17 8,60E+02 3,15E102 3,80E106 4,60E+04
PROMEDIO 142E103 3,28E101 5,97E106 3,67E103
PIS # 20
1 2.53E+03 0,00E+00 2215106 0,00E+00
2 7,70E+02 4,00E101 3,22E106 0,00E100
3 3,85E102 9,00E101 1,05E+06 0,00E+00
2 NC NC 4,15E+06 1,00E103
5 3,50E102 0,00E+00 2,00E+08 0,00E100
6 1,60E+04 0,00E+00 3,05E106 0,00E+00
7 3,30E104 0,00E+00 1,63E+06 0,00E+00
8 4,20E+02 NC 1,59E+06 NC
9 1,75E6+03 1L.OOE+01 3,50E106 5.40E+03
10 2,70E+02 1,00E+01 1,30E+06 3,00E+03
11 4.30E103 3,15E102 3,92E106 1.23E+04
2 1,56E103 4,00E101 4,51E+06 1,13E6+04
13 8,00E+02 2,00E101 1,48E+06 9,30E+03
14 3,85E103 2,00E101 6,40E106 1,98E+04
15 2,00E+03 0,00E+00 4.84E+07 2,75E+03
16 4,956103 3,00E+02 3,84E106 1,27E+04
17 3256103 4,00E101 5,08E106 8.90E+04
PROMEDIO 477603 5,00E101 2,92E107 1,04E+04
INVERNADERO G-
1
1 3436104 0,00E+00 9.50E108 8.00E+04
2 3,03E104 0,00E+00 1,75E+07 0,00E+00
3 6,45E102 0,00E100 1,70E+06 0,00E100
2 7,70E+02 NC 2,40E106 NC
5 4356103 0,00E+00 3,63E106 1.20E+03
6 1,80E+04 0,00E100 1,00E+06 1,00E+02
7 NC NC 4.85E+05 2,20E+03
8 230E+03 2,00E101 3,77E+06 1256103
9 2,93E+03 0,00E100 4,70E+05 1,00E+03
10 5,00E+03 8,00E+01 1,18E+06 1,76E+04
11 2,26E+03 9,00E101 5,08E107 1,0OE+02
12 2,85E+03 8,00E+01 4,65E+06 5,70E+03
13 5,76E103 8.90E+02 2,26E106 1,30E+04
14 3,90E+03 0,00E100 2,60E+06 1,36E+04
15 4,93E103 2,20E+02 3,39E106 5,80E+03
16 1,63E+04 1L40E+02 4,86E106 1,00E+02
17 5356103 1,00E+02 3,53E106 7,60E+03
PROMEDIO 8,80E103 1,08E+02 6,22E107 9,16E103
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PIS #15 AGUA% SEDIMENTO%
Muestreo GRAM+ GRAM- GRAM+ GRAM-
1 0,0 100,0 62,5 37,5
2 0,0 100,0 50,0 50,0
3 0,0 100,0 25,0 75,0
4 50,0 50,0 30,0 70,0
5 50,0 50,0 66,7 33,3
6 16,7 83,3 14,3 85,7
7 0,0 100,0 14,3 85,7
8 50,0 50,0 42,9 57,1
9 16,7 83,3 30,0 70,0
10 66,7 33,3 57,1 42,9
11 0,0 100,0 14,3 85,7
12 11,1 88,9 40,0 60,0
13 0,0 100,0 33,3 66,7
14 0,0 100,0 18, 81,8
15 0,0 100,0 20,0 80,0
16 0,0 100,0 14,3 85,7
17 0,0 100,0 14,3 85,7
Promedio 15,4 84,6 32,2 67,8
PIS # 20 AGUA% SEDIMENTO%
Muestreo GRAM + | GRAM - | GRAM + GRAM -
1 50 50 50 50
2 0 100 429 57,1
3 16,70 83,30 57,1 429
4 25 75 14,3 85,7
5 60 40 100 0
6 25 75 20 80
7 80 20 33,3 66,7
8 20 80 33,3 66,7
9 0 100 12,5 87,5
10 0 100 20 80
11 0 100 40 60
12 0 100 40 60
13 0 100 11,1 88,9
14 0 100 8,3 91,7
15 20 80 37,5 62,5
16 25 75 0 100
17 33,30 66,70 57,1 429
Promedio 20,9 79,1 34,0 66,0

Anexo#2 Porcentajes de los aislados Gram negativos y Gram positivos obtenidos durante los
muestreos para las piscinas PIS #15-20 e Invernadero G-1.
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Invernadero

G-1 AGUA% SEDIMENTO%
Muestreo GRAM + GRAM- | GRAM + GRAM-
1 33,3 66,7 57,1 42,9
2 0,0 100,0 80,0 20,0
3 80,0 20,0 60,0 40,0
4 40,0 60,0 100,0 0,0
5 0,0 100,0 25,0 75,0
6 66,7 33,3 50,0 50,0
7 25,0 75,0 40,0 60,0
8 20,0 80,0 77,8 222
9 14,3 85,7 60,0 40,0
10 37,5 62,5 28,6 71,4
11 20,0 80,0 28,6 71,4
12 0,0 100,0 54,5 45,5
13 0,0 100,0 57,1 429
14 0,0 100,0 444 55,6
15 0,0 100,0 25 75
16 25 75 100 0,0
17 0,0 100,0 37,5 62,5
Promedio 21,3 78,7 54,5 45,6
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Anexo#3 Parametros abidticos registrados en las piscinas PIS #15-20 e Invernadero G-1 durante el

estudio.

PIS #15
TEMPERATURA | SALINIDAD oD
# Muestreo °C) (gL pH | (mg.L")
1 24,6 35 8,1 48
2 242 35 7.9 5,1
3 23 40 8 5,7
4 24,2 40 7,7 4,45
5 26,5 40 8 6,6
6 25,2 40 7,4 4,9
7 25,5 38 8,8 5,35
8 24,6 40 8,2 4,6
9 25,1 40 8,4 7,9
10 24,9 43 8,44 5,7
11 24,8 39 8,53 3,94
12 23,9 41 8,36 3,8
13 243 40 8,4 5,48
14 23,8 41 86 | 3,12
15 26,9 43 8,7 6,57
16 26,4 44 8,6 4,55
17 28,4 43 8,3 4,2
PIS #20
TEMPERATURA| SALINIDAD oD
# Muestreo (°C) (g.L'l) pH | (mg'™"
1 24,8 37 8,1 48
2 23,5 37 7,4 5,24
3 23,3 40 7,8 5,8
4 24,4 40 7,7 4,18
5 25,4 39 7,4 43
6 24,7 41 7,4 4.4
7 25,4 41 8,9 3.4
8 24,8 39 8 3.4
9 24,2 40 8,45 7
10 24,8 43 8,4 4,15
11 25 40 8,36 2,6
12 24 43 8,54 2,6
13 24,8 45 8,35 4,2
14 23,7 41 8,6 3,27
15 25,6 45 8,3 4,44
16 26,3 44 8,6 32
17 27,1 44 8,6 4.9
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INVERNADERO G-1
# TEMPERATURA | SALINIDAD oD
Muestreo (°C) (g.L'l) pH | (mg.""

1 31 36 7.8 4,7
2 30,9 37 8 4,97
3 31,5 37 9,2 3,5
4 30,4 37 8,2 5,33
5 29,4 37 8,2 5,55
6 30,5 37 8,19 | 5,72
7 31,2 36 7.9 3,52
8 30,4 37 7.9 3,66
9 31,9 39 8 1,96
10 293 38 8 3,81
11 33,2 34 7.8 3,95
12 31,9 36 78 | 436
13 32,7 38 8 3

14 32,6 36 8 2,8
15 32,8 37 8 2,22
16 34 36 8 2,5
17 32,8 36 77 | 234

Anexo #4 Niveles de materia organica (mg.L") en el agua registrados en las piscinas PIS #15-20 e
Invernadero G-1durante el estudio.

MO AGUA (mg.L")

# Muestreo Piscina 15 | Piscina 20 | Invernadero
1 50 67,5 257,9
2 55,8 53,2 63,4
3 63,7 62,2 75,7
4 68,9 65,4 93,5
5 76,7 103,8 81,3
6 61,9 80,1 77
7 83 82 85
8 73,3 98,3 75
9 67,4 77,8 108
10 56,8 63,2 106
11 62 69 116,8
12 59 62 104
13 47 55 115
14 70 76 129,8
15 54,4 83,2 102,7
16 56 98 104,7
17 65 101 100,5
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Anexo #5 Porcentajes de materia organica en sedimento registrado durante el estudio en los sistemas
de cultivos

MO SEDIMENTO (%)
#Muestreo Piscina 15 | Piscina 20 | Invernadero
1 5,35 4,26 4,1
2 7,89 3,68 4,1
3 6,99 6,45 5,0
4 8,06 3,30 4,2
5 5,76 4,32 2,0
96 8,12 5,35 2,0

7,14 4,74 1,5
8 3,16 5,64 5,0

4,17 6,95 2,1
10 4,71 5,38 5,6
11 7,73 6,38 4,6
12 3,72 5,79 5,1
13 7,89 2,65 4,1
14 5,91 2,88 4,6
15 6,99 3,11 4,6
16 3,91 6,84 3,0
17 5,24 5,67 6,1

Anexo #6 Niveles de solidos suspendidos totales registrados durante el estudio en los sistemas de
cultivos.

SST (mg.L™)

# Muestreo Piscina 15 | Piscina 20 | Invernadero
1 219,5 307,5 418,4
2 228 226 2774
3 2343 240,1 294 4
4 254,5 2488 344,7
5 260,5 302,8 337,1
6 257 330,3 357.,5
7 375,4 3153 433,5
8 271,4 4223 304
9 255,3 277,9 403
10 254,2 303,4 305
11 358,2 3222 341,9
12 255 314 331,2
13 245 268 305
14 293 272 356,9
15 267,7 314,1 291,1
16 2742 326,9 303,3
17 238 321 332,6
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Anexo #7 Muestras recolectadas de agua y sedimento.

Anexo #8 Estructura morfoldgica que presentan las colonias bacterianas.
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Anexo #9 a) Aislamiento y b crecimiento bacteriano.

b) Crecimiento

a) Aislamiento



