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RESUMEN

Segun investigaciones realizadas en varios paises, la implementacion de un policultivo entre
camaron marino Penaeus vannamei Yy tilapia Oreochromis sp. reduce la concentracion de
Vibrio spp. (UFC/mL) en el agua de cultivo. A pesar de que la vibriosis es una de las
enfermedades bacterianas que ha producido mayores pérdidas en la industria camaronera, la
implementacion de este sistema de policultivo ha sido lenta. EIl presente trabajo tiene como
objetivo evaluar el efecto que tiene un policultivo camardn — tilapia, un sistema que no ha sido

evaluado en Guatemala hasta el momento.

El sistema fue semi-intensivo de 30 camarones/m? con 15.54 g/m? de tilapia introducida
cuando los camarones alcanzaron un peso promedio de 5 gramos. El efecto fue evaluado
durante 31 dias, y los resultados se compararon con un sistema tradicional de monocultivo de

camaron a la misma densidad de cultivo.

Las variables evaluadas fueron concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL), densidad de
Chlorophytas (cel/mL), transparencia (cm) y salinidad (ppt). La determinacion de la
concentracion de Vibrio spp., se hizo mediante analisis microbiolégico de muestras de agua
sembradas en Agar TCBS. Se diferenciaron vibrios fermentadores de vibrios no
fermentadores y en CHROMagar™ Vibrio; se identificaron dos especies de vibrios V.
alginolyticus y V. parahaemolyticus, no obteniendo una diferenciacion entre V. vulnificus y V.
cholerae. La densidad de Chlorophytas se determind por conteos directos al microscopio
empleando una camara de Sedwick Rafter. La transparencia se midi6 con un Disco de Secchi,

y la salinidad se midié con un refractometro de campo.

Al finalizar los 31 dias de investigacion no se observd diferencia significativa en la
concentracion de vibrios totales en el agua del el tratamiento con policultivo (p= 0.4601) al
compararlo con el agua del tratamiento con monocultivo. En el recuento total de Chlorophytas
(cel/mL) se observé diferencia estadistica significativa entre tratamientos, mostrandose una
mayor concentracién de Chlorophytas en el policultivo (p= 0.0005), generando un medio
microalgal estable. Los resultados fueron analizados estadisticamente aplicando la Prueba T

para dos muestras emparejadas al 95% de confianza.



ABSTRACT

According research carried out in several countries, the implementation of a polyculture
between marine shrimp Penaeus vannamei and tilapia Oreochromis sp. reduces the
concentration of Vibrio spp. (UFC / mL) in the culture water. Vibriosis is one of the bacterial
diseases that have produced greater losses in the shrimp industry. However, its implementation
has been slow; in Guatemala the effect of a polyculture shrimp-tilapia has not been evaluated

so far.

Density was 30 shrimp/m?, a tilapia load of + 15.54 g/m? were introduced when the shrimp

reached an average weight of 5 grams. The effects were evaluated over a 31 day period.

The variables evaluated were concentration of Vibrio spp. (UFC/mL), total Chlorophytas
(cel/mL), transparency (cm) and salinity (ppt). Water samples were analyzed using
microbiology techniques, plated in TCBS Agar to differentiate fermenting from non-
fermenting vibrios. Samples were also plated in CHROMagar™ Vibrio  for identification
species identifying. Three species of vibrios (V. alginolyticus, V. parahaemolyticus and V.
vulnificus/V. cholerae) were identified with the CHROMagar ™ Vibrio culture medium. At
the end of the 31 days of research there was no significant statistical difference in total vibrios
concentration in shrimp culture water (p= 0.4601) of tilapia treatment compared to treatment

without tilapia.

The total count of Chlorophytas (cel/mL) in the water had a statistically significant difference,
being higher in the treatment with polyculture (p= 0.0005), Generating a stable microalgal
medium indicating an increase in Chlorophytas concentration. The results were statistically

analyzed by applying T-test for two paired samples at 95% confidence level.
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1. INTRODUCCION

La implementacion de un policultivo entre camardén marino Penaeus vannamei y tilapia
Oreochromis sp., segun investigaciones realizadas en otros paises, reduce la concentracion de
Vibrio spp. (UFC/mL) en el agua de cultivo (Eleanor, 2010; Hernandez, 2012).

Las bacterias del género Vibrio spp. se encuentran normalmente en los ambientes estuarinos y
marinos, muchas de ellas asociadas al camardn como agentes patdgenos, asi como componentes
normales de su microflora. Las infecciones por vibrio generalmente son el resultado de estrés
crénico o agudo por trauma fisico, condiciones ambientales extremas, secundarias a infecciones
causadas por otros patdgenos o por formas altamente virulentas (United States Departament of
Agriculture [USDA], s. f.).

La vibriosis, es una de las enfermedades bacterianas que ha producido mayores pérdidas en la
industria camaronera, debido a que las bacterias del género Vibrio spp. han ocasionado
mortalidades hasta del 100% en la produccion, provocando pérdidas billonarias (Navarrio, 2014).
Esto ha hecho necesaria la utilizacion de antibidticos para controlar las infecciones causadas por
estos patodgenos, sin embargo, el uso de estos compuestos en el cultivo de camaroén ha facilitado el

desarrollo de bacterias resistentes.

La presente investigacion evalud el efecto de la implementacion de un policultivo camardn —
tilapia en la concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL), comparandose con un monocultivo de
camaron. Las variables que se evaluaron fueron: concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL),
concentracion total de Chlorophytas (cel/mL), transparencia del agua (cm) y salinidad (ppt)

determinando su efecto durante 31 dias de cultivo.



2. ANTECEDENTES

En Filipinas un grupo de investigadores sembraron camarones en tanques de concreto con
agua de mar a 34 ppt, y después agregaron tilapias hibridas rojas (Oreochromis mossambicus x
Oreochromis niloticus) de dos tamarfios (16 organismos de 55 g y 6 organismos de 250 g). La
bacteria luminosa (Vibrio harveyi) fue inoculada en el agua a una densidad de 10* UFC/mL.
En la investigacion se demostrd que bacterias asociadas con el mucus y las heces de los peces
contribuyen a una actividad anti V. harveyi, con resultados positivos obtenidos en un lapso de
5 a 7 dias (Eleanor, 2010).

Un estudio realizado en el Laboratorio de Investigacion del Medio Ambiente (ERL) de la
Universidad de Arizona, evalud el efecto de la adicion de la tilapia del Nilo O. niloticus a
diferentes densidades, en el desempefio del crecimiento del camaron blanco del Pacifico
Penaeus vannamei. La tasa de crecimiento y conversion alimenticia del camaron, tanto en

policultivo como monocultivo, fueron evaluados bajo diferentes densidades de peces.

Las proporciones de camaron y la tilapia fueron de 20:8 individuos en el tratamiento uno (T1),
20:4 en el tratamiento dos (T2) y de 20:2 en el tratamiento tres (T3), mientras que en el
tratamiento cuatro (T4), unicamente fueron sembrados camarones, participando como grupo
control con una relacion de 20:0. El experimento se realiz6 durante cuatro semanas, con agua
a 10 ppt de salinidad. En este estudio se demostré que el cultivo integrado de camarén y
tilapia, con un sistema de tanques secuenciales, es técnicamente viable e incrementa la
produccién de camarén, la cual es mas alta que en el monocultivo, sin ninguna interaccion

adversa entre los peces y camarones (Hernandez, 2012).

Un estudio realizado en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion Ambiental de la
Universidad de Arizona evaluo el crecimiento de los camarones P. vannamei en un sistema de
policultivo utilizando tilapia roja (O. mosambicus x O. niloticus) distribuida en pequefios
acuarios a varias densidades, para medir el efecto de la tilapia en el cultivo de camardn,
empleando un sistema de recirculacion de agua, para ofrecer una referencia técnica productiva,
demostrando la factibilidad del policultivo de camaron con tilapia, optimizando la

infraestructura existente.



Al final de este estudio se concluy6 que la tilapia y el camaro6n cultivados en forma conjunta
en un sistema de policultivo simultaneo o secuencial, podrian proveer un método alternativo
de produccion para las granjas camaroneras, lo que conduciria al desarrollo de una industria

acuicola mas sostenible (Hernandez, 2011).

En una investigacion realizada en Filipinas se adopt6 un cultivo de aguas verdes en un canal
reservorio cultivando peces y estableciendo una poblacién de plancton estable. En la practica
de sistema de aguas verdes se utilizaron organismos juveniles de tilapia con un peso promedio
de 10 y 15 gramos, a una densidad de alrededor de 15,000 a 20,000 peces/Ha. Los peces
fueron alimentados a razén del 3% de su biomasa y se cultivaron hasta alcanzar una biomasa
maxima entre 1,000 y 1,500 kg/Ha. Una vez alcanzada la biomasa, se realizaron cosechas
parciales de manera rutinaria para mantener la biomasa; esto equivale a una relacion de 200 a
300 Kg de tilapia en el reservorio, por cada tonelada de camaron en las piscinas de engorde.
Se observo que el agua del rio que entraba al reservorio presentd una concentracion en vibrios
de 10° UFC/mL, reduciéndose a niveles de 10> UFC/mL después de tres a siete dias en el

reservorio con tilapia (Cruz, 2008).

La implementacion del policultivo ha presentado efectos positivos en el cultivo de camarén, a
pesar de ello su efecto no ha sido evaluado en Guatemala hasta el momento, la presente
investigacion tiene como objeto evaluar el efecto que tiene un policultivo camaroén-tilapia, en

la concentracion de vibrios en el agua de cultivo.



3. MARCO TEORICO

3.1 Produccion de camaron blanco Penaeus vannamei

La primera reproduccion artificial de camardn blanco P. vannamei se logro en Florida en
1973. Después del resultado positivo en su produccion se inicidé su reproduccion y cria en
cautividad, extendiéndose por toda Centro y Sur América. Posteriormente, en el afio 2000 se
extendio el cultivo a Asia extendiéndose la produccion de esta especie. Actualmente los
principales paises productores son: China, Tailandia, Indonesia, Brasil, México y Ecuador,
entre otros (MAGA, 2014). Debido a la presion en el medio ambiente en los Gltimos afios, se
ha identificado la incidencia de enfermedades como el Sindrome de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda [AHPNS], provocando en los ultimos afios mortalidad masiva en
explotaciones acuicolas en diferentes paises. Esta enfermedad es producida por un agente
infeccioso, una cepa de Vibrio parahaemolyticus u otras especies de Vibrio spp. con capacidad
de producir toxinas hepatotdxicas. (Herzberg, 2016).

En Guatemala los productores de camardn se han impuesto como reto mantener sus mercados
actuales y diversificar su oferta exportable. A pesar de los problemas en la industria
camaronera, se ha experimentado el crecimiento en y la produccion se acerca a los niveles de
produccion antes de la crisis financiera del 2009, que sacudi6 las economias del mundo y
causd una baja en la demanda de productos del mar (Darddn, 2015).

3.2 Microflora normal de camarones

En los crustdceos es muy comudn encontrar bacterias en sus 6rganos internos, incluso en la
hemolinfa, en organismos sin signos aparentes de enfermedad y por lo tanto considerados
aparentes sanos. Si bien es cierto que el tiempo de permanencia de bacterias en el sistema
circulatorio de los camarones es de pocas horas e incluso minutos, es usual encontrar en

- . . - . 3
organismos aparentemente sanos una carga bacteriana variable, generalmente inferior a 10
unidades formadoras de colonia [UFC]/mL de hemolinfa. Entre las bacterias encontradas en la
hemolinfa de camarones algunos vibrios son considerados como habitantes naturales de los

sistemas acudticos. Las especies identificadas en la hemolinfa de P. vannamei son Vibrio



parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri y
Vibrio vulnificus (Gémez, s. f.).

3.3 Vibriosis

La enfermedad ocasionada por bacterias del género Vibrio spp. se describe como una
vibriosis. Los vibrios son organismos oportunistas, que ocasionan enfermedad solamente
cuando el organismo hospedero es inmuno-deficiente o estd fisiolégicamente estresado.
Generalmente esta enfermedad es atribuible al cultivo intensivo y a condiciones ambientales
adversas. Estas bacterias, pertenecientes al grupo de gamma-proteobacterias son bacilos Gram
negativos, generalmente mdviles (Defoirdt, 2007). Todos los vibrios son ubicuos en el
ambiente marino y todas las especies, a excepcion de Vibrio cholerae y Vibrio mimicus,

requieren cloruro de sodio en el medio de cultivo (Lynn, 2008).

La vibriosis ha sido la causa de mortalidades en cultivos de camaron en paises productores del
mundo entero y afecta tanto en la fase larvaria, como en fase de engorde en estanques de
cultivo. Los brotes de vibriosis se dan usualmente cuando hay un cambio subito de las
condiciones ambientales, produciéndose un aumento en la velocidad de la reproduccion
bacteriana, superandose asi las cargas toleradas por los camarones (Cuéllar, 2013). La
determinacion de la carga bacteriana se hace en UFC; en el caso de larvas o post-larvas sera
UFC/mL o por cada “X” numero de animales. En el caso de hemolinfa o agua, el resultado se
da en UFC/mL. En P. vannamei la concentracién maxima recomendada es de 10° UFC/mL en
hemolinfa y 10° UFC/g en hepatopancreas (Cuéllar, 2014). El crecimiento bacteriano de
colonias amarillas debe ser mayor del 50% en comparacion con las colonias verdes en agar
TCBS (Cuéllar, 2010).

Las mortalidades debido a la vibriosis se presentan cuando los camarones estan estresados por
factores como: mala calidad del agua, elevadas densidades, alta temperatura del agua, baja
concentracion del oxigeno disuelto y una baja tasa de recambio de agua (Rao, s. f.), en la tabla
namero uno se resumen las caracteristicas de las enfermedades bacterianas causadas por

vibrios.



Tabla No. 1. Caracteristicas de las enfermedades bacterianas causadas por Vibrio spp.

Tipos de vibriosis
Camarén manchado

(Brown spot disease)

“Black splinter”
(Astilla negra)

Vibriosis Sistémica

mas comunes del camaroén

Signos clinicos

* Infecciones en la cuticula, apéndices o branquias.

* Lesiones localizadas en tonos de café a negro, en los cuales la
cuticula se encuentra erosionada.

« Involucra a otras bacterias oportunistas como Aeromonas spp.,
Spirillum spp. y Flavobacterium spp.

* Si no es controlada se agrava dando lugar al desarrollo de “black
splinter” o astilla negra dando lugar a una vibriosis sistémica.

» Forma crénica de vibriosis. El organismo presenta pequefias
lesiones localizadas en la cuticula que se infectan secundariamente
con especies de Vibrio spp. y se melanizan. La infeccion progresa
hasta desarrollar areas ennegrecidas en el tejido muscular.

 Esta forma de vibriosis es mas comun en camarones adultos
debido a que son organismos mas territoriales y se hieren con
mayor frecuencia.

» Esta enfermedad se considera una infeccion generalizada que
involucra varios sitios como: cuticula, hepatopancreas, 6rgano
linfoide, glandula antenal, corazén, hemolinfa y musculo estriado.
* Los camarones presentan sefiales de estrés severo: opacidad en
musculatura abdominal y anorexia, expansién de cromatéforos y
flexion ocasional del abdomen cerca del tercer segmento
abdominal.

* Se les observa nadando erraticamente en la superficie y a orillas
de los estanques.

* La coagulacion de la hemolinfa es muy lenta y turbia.



Tipos de vibriosis

Sindrome de la gaviota

Vibriosis luminiscentes

Enfermedad  de
necrosis  aguda
hepatopancreas
(AHPND/EMS)

Fuente: Prado, 2003.

la
del

Signos clinicos

* Esta es una manifestacion mas de vibriosis. Su nombre proviene
de la presencia de gaviotas que se alimentan de camarones
moribundos que nadan en la superficie y en las orillas de los
estanques.

* La bacteria mas frecuentemente aislada de estos camarones es un
Vibrio spp. que produce colonias verdes en agar TCBS.

* Se asocia con algunos factores ambientales como alta
temperatura, cambios en la salinidad y elevadas concentraciones
de nitrégeno.

* También se han visto involucrados factores como: conteos
inusualmente altos de bacterias en las tomas de agua, delicado
estado de salud en los camarones debido a la presencia de virus,
gregarinas y altos niveles de nutrientes en la entrada de agua con
baja recirculacion.

« V. harveyi es la bacteria causal de la vibriosis luminiscente y
como la mayoria de las bacterias del género Vibrio spp., constituye
parte de la flora normal de las aguas costeras y lagunares.

« Se adhiere a las superficies de los crustaceos marinos o se
establece en el tracto digestivo al ser ingerido.

« Los camarones en etapa juvenil son los mas afectados.

« Este tipo de bacteria dafia el hepatopancreas invadiéndolo
masivamente.

« V. parahaemolyticus y otras especies de Vibrio spp. con
capacidad de producir toxinas hepatotoxicas son los agentes
causales de esta enfermedad, los signos tipicos comienzan dentro
de los 10-30 dias despues de la siembra de post larvas causando
atrofia significativa del hepatopancreas, intestino blanco,

hepatopancreas palido y con puntos negros (OIE, 2013).



3.4 Transmision y diagnostico de vibriosis

Es posible la transmision vertical y horizontal, presentandose en instalaciones de maduracion,
larvicultura y en fincas de engorde (Cuellar, 2013). El diagnostico de la infeccion de vibrio se
basa en los signos clinicos y la demostracion histologica de la bacteria Vibrio spp. en las
lesiones, nddulos o hemolinfa. La muestra es sembrada en un medio de agar marino general o
selectivo para Vibrio spp. agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa [TCBS]. Las colonias pueden
ser observadas después de 12 a 18 horas si se incuban a una temperatura de 25 a 30 °C (Rao,
s.f.).

En agar TCBS los vibrios fermentadores de sacarosa (V. cholerae, V. alginolyticus, V. harveyi,
V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. metschnikovii) presentan un aspecto de colonias
de tamafio mediano, lisas, opacas y amarillas. Mientras que el V. parahaemolyticus es un
vibrio fermentador de glucosa pero no fermentan sacarosa y presenta colonias de color verde.
Se requieren pruebas bioquimicas y/o seroldgicas adicionales para lograr una identificacion
final y la diferenciacion de las especies fermentadoras de las no fermentadoras de sacarosa
(BD, 2013).

3.5 Cultivo de camarones en aguas verdes

El cultivo en aguas verdes es una técnica que incluye el uso de fitoplancton como
Chlorophytas que cambian la coloracién del agua a verde, ddndole grandes beneficios a la
flora bacteriana y tracto digestivo de algunos peces (Fuentes, 2013). Este método ha sido
utilizado con la finalidad de prevenir las enfermedades de camardn en granjas acuicolas. La
tilapia actia como un agente de bio-control en el cultivo de camaron, la tilapia crece dentro
del cultivo mientras que el agua verde que produce ayuda a controlar el crecimiento de
bacterias luminosas las cuales afectan el desarrollo de camarones de mar y de rio (Aquahoy,
2009).

El agua verde es la ultima biotecnologia desarrollada para ayudar a prevenir y controlar la
diseminacion de enfermedades acuicolas como vibriosis o bacterias luminosas, permitiendo el

incremento de la produccién de camardn. Entre los métodos para combatir las enfermedades



acuicolas, el sistema de agua verde ha sido el mas efectivo, funcional y fue promovido como
una tecnologia amigable, debido a que inhibe el crecimiento del patdgeno, mejora la calidad
del agua y ayuda a estimular el sistema inmunolégico de las especies que son cultivadas
(Aquahoy, 2009).

No cualquier tipo de microalga es adecuada en un estanque de cultivo de camarén. Las
diatomeas y algunos flagelados son considerados deseables. Sin embargo otras, como algunas
especies de Cianophytas, son consideradas especies indeseables para el cultivo, la tabla
namero dos, muestra los valores deseables de diferentes grupos de microalgas para el agua de
cultivo (Cordova, 2004).

Tabla No. 2. Densidades deseables de fitoplancton en estanques de cultivo de camarén.

Componente de Minimo (cel/mL) Maximo (cel/mL)

fitoplancton

Bacillariophytas y 20,000

Chrysophytas (diatomeas)

Chorophytas (green algae) 50,000

Cyanophytas (algas verde 10,000 40,000
azules)

Dinophytas (dinoflagelados) -- 500
Total de células en el 80,000 300,000

fitoplancton

Fuente: Cordova, 2004.



3.6 Dinamica del sistema de aguas verdes
Los aspectos benéficos del uso de tilapia para el cultivo de camaron son:
e Supresion de la proliferacion de V. harveyi
e Mejora de la calidad del agua
e Mejora de la calidad de los sedimentos
e Promueve el crecimiento de Chlorella sp. como microalga dominante

e Reduce la acumulacion de materia organica a través del consumo directo por parte de

la tilapia
e Bio-perturbacion de los sedimentos
e Produccion de compuestos anti-microbianos naturales (mucus y heces)

e Reduccion de la concentracion de UFC/mL de Vibrio spp. (Cruz, 2008).

3.7 Tratamientos bioldgicos simples para la reduccion de bacterias en sistemas acuicolas

El mucus actia como un agente antimicrobiano ya que funciona como parte del sistema
inmune de los peces y puede ser utilizado como un bioremediador en acuicultura de camarén
(Rosario, s. f.). El mucus de los peces es una de las barreras més importantes contra los
patdgenos y contiene sustancias con accién antimicrobiana, anticuerpos (inmunoglobulinas) y
enzimas (lisozimas y otras enzimas, las cuales destruyen las paredes celulares de las
bacterias). Asi, de esta forma, el mucus impide la colonizacion de la piel por bacterias y
hongos (Kubitza, 2013).

Mediante la implementacion de métodos biolégicos simples se ha podido reducir la cantidad
de bacterias luminiscentes de 7.5 UFC/mL en agua de cultivo y 1.0' UFC/gramo en los

sedimentos (Southeast Asian Fisheries Development Center [SEAFDEC], s. f.). Estas técnicas
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pueden ser controladas bajo una rigurosa gestion del agua y la sanidad, para prevenir la
entrada de vibrios en el agua de cultivo y mediante la reduccién del estrés entre los camarones,
siendo recomendable un incremento en la tasa de recambio diario de agua y una reduccion en
la biomasa del estanque mediante cosechas parciales para reducir las mortalidades causadas

por la vibriosis.

La vibriosis luminiscente puede ser controlada en el hatchery mediante el lavado de los huevos
en yodo y formaldehido, evitando la contaminacion por las heces de los reproductores. V.
harveyi puede ser inactivado en la columna de agua mediante dioxido de cloro. Los inmuno-
estimulantes también han tenido éxito en reducir las mortalidades de los camarones asociados

con vibriosis (Panorama Acuicola, 2009).

En la siguiente grafica se muestran los diversos procesos asociados con la presencia de tilapia
que ayudan a reducir la concentracion de Vibrio spp. en el agua como una técnica bioldgica
simple para mejorar las condiciones en cultivo de camardn, se muestran las acciones primarias

y secundarias de los benéficos del uso de tilapia para el cultivo de camarén (Figura No. 1).

de Produccion de
compuestos anti-

microbianos naturales

Bioturbacion
los sedimentos

Promocion de Ingestion de desechos
Chlorella como organicos
especie dominante

v 4 v
Mejor calidad de Mejor calidad del Supresion del crecimiento
los sedimentos agua de Vibrio spp.

Figura No. 1. Diagramacion de los diversos procesos asociados con la presencia de tilapia que
ayudan a reducir la concentracion de Vibrio spp. en la mejora de la calidad del agua y de los
sedimentos (Cruz, 2008)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto que produce un policultivo de camardn blanco vy tilapia en la concentracion

de Vibrio spp. en el agua de cultivo.

4.2 Obijetivos especificos

e Determinar como afecta el policultivo camaron — tilapia la concentracion de Vibrios

spp. en el agua.

e Determinar la composicion fitoplancténica en el agua de un policultivo de camaron.

12



5. HIPOTESIS

HO: La implementacion de un policultivo entre camaron blanco Penaeus vannamei y tilapia

Oreochromis sp. no reduce la concentracion de Vibrio spp. en el agua de cultivo.

H1: La implementacion de un policultivo entre camardn blanco Penaeus vannamei y tilapia

Oreochromis sp. reduce la concentracion de Vibrio spp. en el agua de cultivo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Ubicacion geogréfica

La investigacion se llevo cabo en los meses de septiembre a noviembre del afio 2016, en la
finca Acuamaya S.A., la cual se encuentra localizada en el kilometro 164 carretera a El
Salvador, departamento de Jutiapa, municipio de Pasaco. Se encuentra a una altitud de 7
metros sobre el nivel del mar y se localiza a 13°48°15"" de latitud y a 90°13"13"" de longitud
(Morales, 2004).

La finca Acuamaya S.A. trabaja con dos sistemas de cultivo, sistema intensivo y sistema
hiper-intensivo. El sistema intensivo es manejado en cuatro fases, con el objetivo de facilitar
la distribucion del alimento. El sistema hiper-intensivo se hace en 5 piscinas revestidas con

linner, y aireacion continua debido al alto requerimiento de oxigeno por la carga de biomasa.

En la figura se muestra un croquis de la Finca Acuamaya S.A. en donde se localizan las
piscinas utilizadas para el cultivo de camardn y se identifican las piscinas usadas en la

investigacion, las cuales forman parte del sistema intensivo (Figura No. 2).

@ Policultivo

ke

B 7
9
}

¥ Monocultivo

Figura No. 2. Croquis de Finca Acuamaya S.A. se observa la localizacion de las piscinas

donde se llevo a cabo el estudio (Bolafios, 2006)
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6.2 Variables

Variable independiente Indicador
Monocultivo (TO)
Tipo de cultivo s
Policultivo (T1)
Indicador
Variables dependientes
UFC/mL
Concentracion de Vibrio
spp. en el agua.
Transparencia cm
Chlorophyta cel/mL
Salinidad ppt

6.3 Variables respuesta

Las variables respuesta evaluadas fueron concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL),
concentracion de Chlorophytas (cel/mL) y transparencia (cm). La variable concentracion de
Vibrio spp. sirvié para determinar el efecto que tiene la tilapia en el agua de cultivo de
camarodn. Paralelamente, como cofactor se analiz6 la salinidad debido a que es un factor que
promueve el crecimiento de Vibrio spp. La concentracion de Chlorophytas (cel/mL) ayuda a
controlar el crecimiento de bacterias que afectan a los camarones. Otras comunidades de
microalgas fueron también analizadas para tener una referencia de la composiciéon porcentual
de poblaciones. La transparencia del agua, junto a las otras variables crea condiciones que
contribuyen con el desarrollo del camaron. Se registro la calidad del agua para asegurar que

ésta no fuera una limitante durante la evaluacion.
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6.4 Disefio experimental
6.4.1 Descripcion de los tratamientos
En esta investigacion se evaluaron dos sistemas de cultivo de camaron:

Tratamiento control (TO): monocultivo de camarén a una densidad de 30 cam/m? y peso
promedio de 5 gramos. Tratamiento uno (T1): policultivo de camarén blanco y tilapia,
trabajando con una densidad de 30 cam/m? con un peso inicial de 5 gramos y una carga total
de tilapias de 15.54 g/m?.

Los camarones se alimentaron en base a su biomasa, con alimento balanceado de 25% PC, con

una frecuencia de tres veces al dia. No se suministrd alimenté directamente a las tilapias.

La concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL) se evalué una vez por semana durante cuatro
semanas a partir de tres puntos dentro de cada piscina (salidas y puntos muertos). En los
puntos muertos el agua se mantiene mas estancada promoviendo la propagacion de vibrios, y
en la salida se concentra el agua de todos los puntos de la piscina, por lo tanto son los puntos
donde se encuentra el agua méas pobre del sistema. La comunidad fitoplanctdnica se evalué de
acuerdo a la concentracion de Chlorophytas, Cianophytas, Bacillariophyta (cel/mL). Esta se
analizo una vez por semana durante cuatro semanas, tomando la muestra de un solo punto de
cada piscina (salida). Este es el punto normal de colecta de muestras de agua para la

evaluacion de fitoplancton en piscinas de cultivo de camaron.

6.4.2 Modelo estadistico

Estas variables se evaluaron mediante el analisis estadistico t-Student, para comparar dos

variables pareadas de observaciones con respecto a una variable numérica.

6.4.3 Numero de repeticiones

Se evaluaron dos tratamientos y dos réplicas por tratamiento.
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6.4.4 Tamafo y forma de las unidades experimentales

Se definieron cuatro unidades experimentales para la investigacion, siendo estas piscinas de
engorde de camardn con una superficie de 44.31 hectareas. Donde 18.1 ha corresponden a las
piscinas con policultivo y 26.21 ha a las piscinas control. Las piscinas contaron con un sistema
de aireacion mecanica que se activd durante la noche si el oxigeno bajaba de 3 mg/L,

manejando 14 HP/Ha en aireacion.

6.5 Manejo del experimento

6.5.1 Fase Pre-experimental
6.5.2 Implementacion de cultivo de tilapia Oreochromis sp.

Se implemento un cultivo de tilapia en las instalaciones de Finca Acuamaya con el objetivo de
reproducir tilapia Oreochromis sp. con tolerancia a salinidades de hasta 25 ppt. El proyecto

incluyo:

e [Fase de engorde y reproduccion
e Fase de levante y reversion

e Fase de aclimatacion.

6.6 Fase experimental
6.6.1 Implementacion de policultivo

Para la seleccion de las piscinas se tomaron en cuenta las variables: salinidad de las piscinas,
densidad del cultivo de camarén, tiempo de cultivo, peso del camarén, misma entrada de agua

y el mismo manejo.

El tipo de siembra en las cuatro piscinas fue siembra directa, en donde la larva fue sembrada

directamente a las piscinas de engorde, sin pasar por el area de pre-cria.
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Se evaluaron cuatro piscinas durante un periodo de un mes, las cuales iniciaron con una
salinidad de 17 ppt, una densidad de 30 cam/m?y un peso promedio en camarones de 5

gramos para evitar la depredacion por parte de las tilapias.

Antes de introducir las tilapias al cultivo de camaron se realiz6 un muestreo de agua de las
piscinas, analizandose la concentracion de Vibrio spp. (UFC/mL) y Chlorophytas (cel/mL) con
el objetivo de generar informacion de linea base de la calidad del agua en el sistema antes de
la investigacion y asi poder determinar el efecto de un policultivo en el tiempo.

Las tilapias fueron trasladadas, aclimatadas y sembradas en las unidades experimentales
utilizando una carga de + 15.54 g/m?.

6.6.2 Toma y traslado de muestras de agua para analisis microbiol6gico

Se tomaron muestras de agua en tres diferentes puntos de cada piscina: la salida y dos puntos
muertos. Las muestras se colectaron en frascos estériles, una vez a la semana durante cuatro
semanas. El transporte se hizo en una hielera y trasladadas hacia el laboratorio La Candelaria

Taxisco, Santa Rosa Guatemala, en donde fueron analizadas.
Los dias en que se tomaron las muestras fueron:

Mo- 10 dias antes de la siembra de tilapias (muestreo para generar la informacion de linea

base).

M- dia 4 de cultivo
M- dia 11de cultivo
Ms- dia 21de cultivo

M- dia 27de cultivo.

Nota: M = muestreo; subindice = niimero de muestreo, en secuencia correlativa
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6.6.3 Método de siembra de muestras de agua

Para la siembra de muestras de acuerdo a indicaciones del Laboratorio, se realizaron
diluciones 1/10 de todas las muestras de agua, utilizando el método de recuento total en placa.

Las muestras se incubaron durante 24 y 36 horas a 30°C.

6.6.4 Identificacion de cepas de Vibrio spp.

La identificacion de bacterias se realizdé por medios de cultivo selectivos. Inicialmente las
muestras de agua fueron sembradas en agar TCBS, un agar especifico para bacterias del
género Vibrio spp. Después de 24 horas de la siembra es posible observar bacterias
fermentadoras (amarillas) y no fermentadoras (verdes). Las bacterias fermentadoras utilizan la
sacarosa y se da un cambio en el pH del medio de cultivo, mientras que las bacterias no

fermentadoras no utilizan sacarosa por lo tanto su coloracion se mantiene verde.
A partir del crecimiento en el agar TCBS se identificaron dos diferentes tipos de Vibrio spp.:

e Vibrio fermentador (colonias amarillas)

¢ Vibrio no fermentador (colonias verdes)

Los vibrios se clasificaron en dos diferentes especies de Vibrio spp. por medio del agar
selectivo CHROMagar™ Vibrio. Esta clasificacion se realizé en base a la coloracién de las
bacterias. Con este método no fue posible diferenciar entre Vibrio vulnificus y Vibrio
cholerae. La identificacion de la coloracion de las colonias bacterianas en este agar se hace

mediante la siguiente clasificacion:

e Vibrio alginolyticus (colonias incoloras)
e Vibrio parahaemolyticus (colonias malva)

e Vibrio vulnificus/ Vibrio cholerae (colonias azul verdoso a azul turquesa)
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6.6.5 Cuantificacion de colonias de Vibrio spp.

Se cuantificaron las colonias de Vibrio spp. en cada una de las placas de agar a las 24 horas de
cultivo. Para la cuantificacion de UFC/mL se utilizo la siguiente férmula.

UFC/ml = NUmero de colonias x dilucién / volumen inéculo mL

6.6.6 Evaluacion de la comunidad fitoplancténica

Se tomo una muestra de agua de las salidas de las piscinas una vez por semana durante cuatro
semanas a partir la implementacion del policultivo (Figura No. 3). Las muestras fueron
analizadas microscépicamente con una camara de Sedgewick Rafter para el conteo de
microalgas. Se tomd 1 mL de la muestra colocandola en la camara y determinando la cantidad
de microalgas en cuatro cuadrantes. Para la determinacién final de la concentracion se utilizo

la siguiente férmula:

Numero de cel/ml= C x 1000

Donde:

C es el promedio de células contadas

Las microalgas se identificaron utilizando la guia de consulta de diversidad vegetal (Vallejos,
s.f.) y un afiche proporcionado a la Finca Acuamaya para identificacion de los tres principales
grupos de algas en acuicultura. Se encontraron microalgas de tres grupos: Chlorophytas,
Cianophytas y Bacillariophytas. Es necesario indicar que en las piscinas de cultivo se utiliza
fertilizantes Ferti-lake el cual promueve fitoplancton y zooplancton, también se aplica Silica-
lake para el aumento de la concentracién de diatomeas, las cuales son benéficas en el cultivo

de camaron.
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Figura No. 3. Muestras para analisis de microalgas (Trabajo de campo, 2016)

6.6.7 Evaluacion de pardmetros de calidad del agua

Se realizaron muestreos rutinarios para el cultivo de camardén de los parametros de oxigeno
disuelto (mg/L) y temperatura (C°) (en horarios de 8:00 PM, 11:00PM, 2:00 AM y 5:00 AM),
transparencia del agua (cm) y salinidad (ppt) (tres veces a la semana) y pH (una vez a la
semana) de las piscinas, para mantener un control y mejorar las condiciones fisicoquimicas de

las piscinas.

El oxigeno y la temperatura fueron medidos con un oximetro marca YSI 55 ®. Este equipo
fue calibrado de acuerdo a la salinidad de las piscinas. La transparencia del agua fue medida
con un disco de Secchi basandose en la dispersion de la luz por particulas en suspension del
agua, midiendo desde la superficie hasta la profundidad en centimetros a la que el disco
desaparece. Este parametro fue medido para evaluar el efecto que tienen las tilapias en la
transparencia del agua, la transparencia recomendable debe ser mayor a 30 y menor a 45 (cm),

para que la produccion del estanque se encuentre en optimas condiciones (Rojas, 2005).

La salinidad se determin6 con un refractdmetro de campo, calibrado con agua dulce. El pH
fue medido con medidor de pH de mano marca Checker ®, el cual fue calibrado antes de cada

muestreo.
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6.6.8 Andlisis de la informacion

La tabulacion de los datos se hizo a través del programa Microsoft Excel 2007. El analisis
estadistico se llevo a cabo con el programa estadistico MegaStat 2007, evaluandose a través de

Prueba T para dos muestras emparejadas con un nivel de confianza 95%.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Concentracién de Vibrio spp. (UFC/mL) en el agua de cultivo

De acuerdo a los resultados de los muestreos microbioldgicos del agua, el tratamiento con
tilapia no presentd diferencia estadistica en la concentracion Vibrio spp. (UFC/mL) al

compararla con la del agua del tratamiento control (p=0.6458) (Figura No. 4).

A pesar de que durante la investigacion el policultivo no presenté una diferencia estadistica
significativa en la concentracion de vibrios fermentadores (p= 0.4601) y no fermentadores (p=
0.9428), los niveles de vibrio se mantuvieron en los limites aceptables para cultivo el cual no
debe ser mayor a 10° UFC/mL. En la figura se evidencia que la concentracién de vibrios
fermentadores el tratamiento con monocultivo (TO) presentd una mayor variabilidad de
UFC/mL comparado con el tratamiento con policultivo (T1). Lo contrario sucedid con la
concentracion de vibrios no fermentadores, el tratamiento con monocultivo (TO) presentd una
menor variabilidad de UFC/mL comparado con el tratamiento con policultivo (T1) (Figura
No. 5). Las especies no fermentadoras se consideran mas patégenas para camarones, por lo
gue una menor Vvariabilidad en su concentracion se considera una condicién deseable en el

cultivo de camarén.
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Figura No. 4. Concentracion total de vibrios (UFC/mL) en el agua de los dos tratamientos.
TO= control, monocultivo de camarén. T1= policultivo experimental camardn — tilapia, en

relacion a la salinidad. (Trabajo de campo, 2016)
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7.2 Clasificacion de Vibrio spp. por especie

En las muestras de agua sembradas en CHROMagar ™ se identificaron dos especies de vibrio
en base a su coloracion, siendo estas: V. parahaemolyticus y V. alginolyticus, no obteniendo
una diferenciacion entre V. vulnificus y V. cholerae. En la (Figura No. 6) se observa la

concentracion de cada especie, en ambos tratamientos.

En esta investigacion se dio prioridad a la concentracion de UFC/mL de V. parahaemolyticus,
causante de la enfermedad necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND/EMS), que se
caracteriza por provocar mortalidades masivas de hasta el 100% de la produccién y es una
enfermedad de declaracién obligatoria por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE].
Durante el periodo de investigacion el V. parahaemolyticus se mantuvo dentro de los limites
considerados de bajo riesgo, aunque no se presentd una diferencia estadistica significativa

entre tratamientos (p= 0.0555) (Figura 7).

Las bacterias del género Vibrio han sido registradas como patdgenas oportunistas para el
cultivo de camarén, tanto en la fase larvaria como en la fase de engorda, causando

mortalidades y lento crecimiento de los organismos (Gémez, s.f.).
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Figura No. 6. Concentracion por especie de vibrios (UFC/mL) en el agua de los dos
tratamientos. TO= control, monocultivo de camaréon. T1= policultivo experimental camaron —
tilapia, en relacién a la salinidad. (Trabajo de campo, 2016)
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7.3 Comunidades fitoplanctonicas en el agua de cultivo

Durante la investigacion se analizd la concentracion de cel/mL de microalgas en el agua de
cultivo. Las Chlorophytas fueron las micro algas dominantes en el tratamiento con policultivo
durante el periodo de investigacion evidenciando asi el efecto de la tilapia Oreochormis sp. Se
detectd una diferencia altamente significativa entre tratamientos (p= 0.0005), en la figura
también se observa una mayor variabilidad de cel/mL en el tratamiento con policultivo (T1)
comparada con el tratamiento con monocultivo (TO) (Tabla No. 3); (Figura No. 7).

Las Bacillarophytas se muestran como un segundo grupo de microalgas dominantes dentro del
sistema. Es necesario indicar que en las piscinas se utilizan fertilizantes para el aumento de
diatomeas las cuales son benéficas en el cultivo de camardn. Las Cianophytas se presentaron
en una baja concentracién, indicando una buena calidad del agua en las piscinas con el
tratamiento experimental. En la figura se observa el comportamiento de la salinidad a través
del tiempo, siendo un factor determinante en la concentracion de microalgas debido a que no

todas son capaces de sobrevivir a altas salinidades.

Tabla No. 3. Densidades de fitoplancton en el agua de los dos tratamientos TO= control,
monocultivo de camaron. T1= policultivo camaron — tilapia.

Cel/mi Cel/ml Cel/mi
Muestreo Chlorophytas Bacillariophytas Cianophytas
0 17,500 16,000 125
1 18,625 15,375 125
2 19,375 16,750 750
3 26,500 24,125 125
4 21,125 23,750 125
Promedio Cel/ml 20,625 19,200 250
Cel/ml Cel/mi Cel/ml
Muestreo Chlorophytas Bacillariophytas Cianophytas
0 33,750 35,425 0
1 33,000 30,375 125
2 34,250 31,000 125
3 46,875 37,125 375
4 44,250 37,000 0
Promedio Cel/ml 38,425 34,185 125
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Figura No. 7. Concentracion total de microalgas (cel/mL) en el agua de los dos tratamientos.
TO= control, monocultivo de camaron. T1= policultivo experimental camardn — tilapia, en
relacion a la salinidad. (Trabajo de campo, 2016)
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El tratamiento con policultivo muestra una diferencia de la transparencia del agua en relacion
al tratamiento con monocultivo, previo a la siembra de las tilapias. Durante el tratamiento con
policultivo se observo que el agua mostré una coloracion mas verde en comparacion al

tratamiento con monocultivo (Figura No. 8).
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Figura No. 8. Transparencia (cm) en el agua de los dos tratamientos TO= control, monocultivo

de camaron. T1= policultivo experimental camarén — tilapia. (Trabajo de campo, 2016)
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8. CONCLUSIONES

La implementacion de un policultivo entre camaron blanco Penaeus vannamei v tilapia
Oreochromis sp. no redujo significativamente la concentracion de Vibrio spp. en el

agua de cultivo de camaron. Por lo tanto se acepta la hipdtesis nula.

La implementaciéon de un policultivo camardn — tilapia tuvo un efecto significativo

sobre la composicidn fitoplanctonica del agua de cultivo.

En el policultivo camaron - tilapia la concentracion de Chlorophytas fué
significativamente superior a la observada en el tratamiento con monocultivo

mantenido a la misma salinidad, generandose un medio microalgal estable.
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9. RECOMENDACIONES

Comparar el efecto que tiene un policultivo (camarén y tilapia) utilizando diferentes

densidades de tilapia para determinar la densidad que maés favorezca al cultivo.

Evaluar el efecto que tendria un sistema de policultivo, disefiando hapas para peces

dentro las piscinas para camaron.

Evaluar un policultivo entre camaréon y el pez pululo (Dormitator latifrons) el cual se

adapta facilmente a altas salinidades, para determinar el efecto de otra especie de pez.

Evaluar el efecto que tiene un policultivo entre camaron vy tilapia en época de invierno

para evitar que la salinidad afecte la sobrevivencia de tilapia.
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11. ANEXO

38



[vibrio [vibrio no
Fermentador fermentador [Total [Total
] ] Vibrio] Vibrio]
tratamiento |tratamiento |tratamient |Tratamient |Tratamient
Dia tratamiento 0 |1 0 ol o0 ol
0 400 195 335 230 735 425
4 680 400 340 925 1020 1325
11 80 500 400 650 480 1150
21 490 65 215 70 705 135
27 650 550 975 310 1625 860

Anexo No. 1. Muestreos de Vibrio spp. en agua de cultivo sembradas en agar TCBS (Trabajo
de campo, 2016)

Cel/ml Cel/ml Cel/ml

Dia Tratamiento | Chlorophytas Diatomeas Cianophytas
0|TO 17,500 16,000 125
0Tl 33,750 35,425 0
7|TO 18,625 15,375 125
7|T1 33,000 30,375 125
14|70 19,375 16,750 750
14|T1 34,250 31,000 125
21(TO 26,500 24,125 125
21| T1 46,875 37,125 375
28|T0 21,125 23,750 125
28| T1 44,250 37,000 0

Anexo No. 2. Especies de microalgas y concentracion (cel/mL) en el agua de los dos

tratamientos. TO= control, monocultivo de camar6n. T1= policultivo experimental camarén —

tilapia. (Trabajo de campo, 2016)
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Hypothesis Test: Paired Observations
0.000 hypothesized value
20,625.000 mean tratamiento O
38,425.000 mean tratamiento 1
-17,800.000 mean difference (tratamiento O - tratamiento 1)
3,797.203 std. dev.
1,698.161 std. Error
5 N
4 Df
-10.48 T
.0005 p-value (two-tailed)

Anexo No. 3. Andlisis estadistico con el programa MegaStat 2007. De la concentracion de
Chlorophytas (cel/mL) en el agua de los dos tratamientos. TO= control, monocultivo de

camarén. T1= policultivo experimental camaron — tilapia. (Trabajo de campo, 2016)
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Anexo No. 4. Parametros de cultivo Acuamaya S.A. Ciclo B (Trabajo de campo, 2016)
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Para la preparacion de 400 mL de agua se utiliz6 la siguiente metodologia:

e Medir 200 mL de agua de agua desmineralizada

e Medir 200 mL de agua salada

e Pesar 35.6 gr de agar TCBS

e Posteriormente colocar la mezcla en bafio maria calentar hasta ebullicion y hervir de 1
a 2 minutos.

e Distribuir en placas de Petri estériles.

Anexo No. 5. Preparacion de Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa TCBS

de acuerdo a las instrucciones del fabricante

e Medir 200 mL de agua desmineralizada para 15 gramos de CHROMagar™ Vibrio.
e Poner a calentar en bafio Maria hasta el punto de ebullicidn, secar y dejar que se ponga
tibio.

Anexo No. 6. Preparaciéon de CHROMagar™ Vibrio, de acuerdo

a las instrucciones del fabricante
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