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RESUMEN

Debido a las bajas producciones de camardn reportadas en los ultimos afios en
Ecuador por la presencia del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV, por sus
siglas en inglés), las estrategias para disminuir la incidencia del virus han sido
enfocadas hacia la salud de estos organismos. La hipdtesis de este estudio plantea
que los probioticos Vibrio hepatarius (P62) y Bacillus sp.(P64), y los B-1,3/1,6-
glucanos (BG) estimulan el sistema inmune del camaron, haciendo que estos sean
mas resistentes a brotes infecciosos. Esto permitira mejorar la salud y Ia
supervivencia de los organismos e incrementar la produccion por ciclo de cultivo. Se
evaluaron dos protocolos de BG aplicados en el alimento en base a dosis (150 y
300mg.kg'1 de alimento) y dos protocolos con probioticos en base a frecuencias de
administraciéon. El primero (Probidtico 1) consistio en aplicar diariamente las
bacterias probidticas P62 y P64, desde el inicio de la corrida, hasta el final del
cultivo. En el segundo protocolo (Probiotico 2), las bacterias probidticas P62 y P64
se aplicaron diariamente a partir de la quinta semana de cultivo hasta la cosecha.
Tanto los probidticos como los BG fueron aplicados en el alimento. Todos los

protocolos fueron comparados contra un tratamiento control.

Pese a los problemas de hipoxia observados en el cultivo (producto de una mala
respuesta a la fertilizacion), y de un brote de WSD a mitad del ciclo de cultivo; se
obtuvo diferencias significativas en produccion (librasha') y FCA en los

tratamientos BG-1 y probiotico 1; logrando incrementar la produccion sobre el 48% y



vil

52% respectivamente, obteniéndose ademas una disminucion de un 60% en el FCA
en ambos casos. La supervivencia y densidad de cosecha de los organismos, no fue
estadisticamente significativa a pesar de ser numéricamente mayores en los

tratamientos que el control.

El costo de los tratamientos probidtico 1 y BG-1 en sistemas de produccion se
justifica por la baja inversion adicional sobre los costos de produccion, alta

rentabilidad y tasa de retorno.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camar6n constituye una de las actividades de la acuicultura que ha
tenido mas rapido crecimiento a nivel mundial en los ltimos afios, constituyéndose

en un gran promotor de divisas y empleo.

En Ecuador antes de la presencia del virus de la mancha blanca (WSSV, por sus
siglas en inglés) en el afio 1998, el cultivo de camardn llegd a producir mas de 252
millones de libras con un ingreso de $900 millones (USD), generando mas de
1'200.000 puestos de trabajo (Guerrero, 2006). El rendimiento del cultivo en aquella
época era alto (2000 libras.ha'l) y la supervivencia de los organismos alcanzaba entre
el 55 y el 60%. Esta cifra bajo drasticamente a partir de la presencia del WSSV con
supervivencias que no lograban superar el 10% y rendimientos bajos de produccion
(400 libras.ha™). El virus provoco altas mortalidades en los animales causando un
colapso en la industria camaronera. A inicios de 1999, la Camara Nacional de
Acuicultura (CNA) inform6 que apenas el 25% de la industria de camarén en
Ecuador estaba produciendo y que hasta el 2004 la industria dejo de percibir mas de

$3.000 millones (Regueira, 2001; Guerrero, 2006).

Ante la desesperacion del sector productivo, muchas medidas se tomaron para mitigar
las pérdidas econdmicas y controlar el virus. La comunidad cientifica se dispuso a
tratar de controlar la epidemia a través de métodos preventivos sin producir efectos

nocivos en el medio, enfocandose en algunos casos directamente en el sistema de



defensa del camarén. Se realizaron investigaciones de tipo fisioldgico y gendmico
del WSSV vy se desarrollaron métodos de diagndstico a fin de investigar posibles
portadores del virus, tratando de controlar ya sean las entradas del virus o su

desarrollo en los estanques.

De toda la experiencia acumulada desde 1999, uno de los efectos mas destacados
sobre la resistencia al WSSV, es la inmunoestimulacion del sistema inmune del
camaron producido por las altas temperaturas en el sistema de cultivo. Durante el afio
2001, CENAIM realizd6 varios experimentos exponiendo camarones juveniles
Litopenaeus vannamei al WSSV a diferentes temperaturas (Sonnenholzner et al.,
2002a). Los resultados consistentemente demostraron una supervivencia superior al
95% cuando los camarones eran expuestos al virus con una temperatura del agua de

33°C.

El uso de invernaderos se implementd como estrategia para incrementar las
temperaturas y la produccion de camardén. Sin embargo, el alto costo en la
implantacién de esta tecnologia en las piscinas camaroneras, ha sido una limitante
para el sector productor. Una de las alternativas mas economicas y discutidas que ha
provocado un efecto protector ante el WSSV, es el uso de cepas probidticas y/o
B-1,3/1,6-glucanos (BG). Se han logrado obtener muy buenos resultados de
inmunoestimulacion en los organismos mejorando su salud y supervivencia bajo

condiciones de laboratorio y estacion experimental. Sin embargo; en el campo los



resultados muchas veces han sido poco reproducibles. No existe un protocolo que
garantice la efectividad del uso de inmunoestimulantes en cultivo. El propoésito de
este estudio, es encontrar las dosis y los protocolos de aplicacion de BG y
probidticos (Vibrio hepatarius, P62y Bacillus sp, P64), a fin de incrementar de forma
significativa la produccion de camaron (densidad de cosecha) en estanques de cultivo

semi-intensivos (16 animales por metro cuadrado).



2. ANTECEDENTES

2.1. ESTRATEGIAS DE INMUNOMODULACION E INMUNOESTIMULACION

DEL CAMARON

A pesar de los importantes avances zootécnicos que ha implicado el desarrollo de la
industria camaronera, este sector cuenta con pocas herramientas para identificar y
enfrentar los problemas epidemiolégicos que lo afectan, recurriendo por lo general a
intentar soluciones de emergencia cuando los problemas ya estan presentes o a
practicas de manejo preventivas, las mismas que en su mayoria, no estan sustentadas

por bases cientificas que garanticen su eficacia (Peeters y Rodriguez, 1999).

Factores como la contaminacion ambiental y malas practicas de cultivo, limitan o
inmunodeprimen el sistema defensivo de los camarones, lo que favorece la aparicion
de enfermedades; por lo tanto, es recomendable encontrar y aplicar alternativas para
estimular el sistema inmune de estos organismos, mejorando asi la produccion, sin
tener que recurrir a tratamientos quimicos que puedan poner en peligro la

sustentabilidad de los recursos naturales (Alpuche, 2003).

Ante esta problemadtica existe un interés, en el uso de inmunoestimulantes y en
encontrar nuevas formas de manipular el sistema inmune del camarén a fin de

controlar y prevenir infecciones que se dan en un cultivo.



Se ha demostrado que algunos compuestos, como los sacaridos, los péptido-glicanos
y los glucanos, son capaces de estimular el sistema inmune no especifico del
camaron, activando y fortaleciendo los mecanismos naturales de defensa contra
bacterias, virus y otros patdégenos, permitiendo que los animales soporten mas
eficientemente las condiciones estresantes de cultivo y respondan contra agentes

extrafios vivos o no vivos (Rodriguez, 2005).

Otra alternativa es el empleo de probidticos y sus enzimas, los cuales son manejados
con mayor frecuencia a nivel de laboratorios productores de larvas y en estanques de
cultivo comercial. Varios de estos probidticos cumplen con el principio de exclusion
competitiva de bacterias patogenas, para ello demandan nutrientes en el tracto
digestivo de los camarones, con el fin de reducir las posibilidades de colonizacion y
desarrollo de otros micro-organismos, que sean patégenos o puedan convertirse en
nocivos. Ademads también cumplen otras funciones como la eliminacion de malos
olores y sabores, reducciéon de catabolitos y organismos no deseables como
cianobacterias y aceleracion en la degradacion de sedimentos. Esto toma mucha

importancia en los cultivos de bajo recambio 6 recambio “cero”, como se puede

apreciar en varios casos exitosos en desarrollo en nuestra region (Berger, 2000).

El sistema inmune se puede también modular mediante aditivos nutricionales como
vitaminas C y E, las que promueven un buen funcionamiento de las células

inmunitarias teniendo un efecto positivo sobre el sistema inmune del camardn



(Molina, 2002). Dietas con alto contenido de vitamina C, incrementan la resistencia
al estrés en postlarvas de Penaus monodon y Penaeus (Litopenaeus) vannamei. Las
vitaminas pueden mejorar la respuesta inmune al influir sobre la eficacia del
funcionamiento celular, pero no pueden ser definidos como inmuoestimulantes ya que

no provocan una situacion de alerta inmunitaria (Rodriguez, 2005a).

Investigaciones desarrolladas en el CENAIM muestran que el éxito de la
inmunoestimulacion, dependera también de la capacidad inmunoestimulable del
camaron y que ante la carencia de animales con esta cualidad, se pueden explorar dos
estrategias para potenciar los resultados. La primera es la combinacion de
estimulacién con hipertermia, y la segunda es la inmunoestimulacion desde los
estadios larvarios a fin de promover un mejor desarrollo de los tejidos inmunes

(Rodriguez et al., 2003).

2.2. INMUNOESTIMULACION CON UTILIZACION DE BG

El término glucano se refiere, genéricamente a una variedad de homo polisacaridos
naturales que incluye polimeros de celulosa, laminarina, almidéon etc. Estos
compuestos abarcan cadenas ramificadas y no ramificadas de unidades de glucosa
unidas por enlaces glucosidicos (1-3), (1-4), (1-6) que pueden ser a. y B (Sanchez,
1997). De estos enlaces los  (1-3) rompen la linealidad de la molécula, impidiendo
la formacion de fibrillas, favoreciendo su solubilidad y la formacion de soluciones

viscosas.



Los BG son microparticulas con un didmetro de alrededor de 2-4 micras, compuestos
de mas de un 9.5% de glucosa, conteniendo alrededor de 83% de residuos
glicosidicos y un 7.5% de terminales no reductoras (Duvic & Soderhéll, 1994). Este
tipo de polisacarido se encuentra en la pared celular de bacterias, levaduras y hongos,
los cuales tienen dos componentes: fibrilares y amorfos. Los primeros contienen la
quitina y celulosa, conformando las microfibrillas. Mientras que los amorfos o

matriciales contienen el glucano (Duvic y Soderhill, 1994).

Los BG se pueden obtener a partir de cereales como la avena y el sorgo (Rodriguez et
al., 1998), bacterias Sclerotinia sclerotiorum, levaduras Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, considerando este ultimo entre los de mayor actividad

biologica (Taobada et al., 2001).

Rodriguez (2000), describe a los glucanos como potentes inductores de los
mecanismos no especificos de defensa del hospedero, moduladores de la inmunidad
celular, humoral y del sistema reticulo endotelial. Esto esta interrelacionado con la
deteccion y eliminacion de patdgenos extrafios, microorganismos y parasitos que
evidencien un peligro potencial para el huésped (Soderhill y Cerenius 1992, Vargas-
Albores y Yepiz -Plascencia 2000), lo que se les atribuye la capacidad de incrementar
la resistencia contra enfermedades bacterianas (Nanba et al, 1997), virales
(Hashimoto et al., 1997), fungales (Estrada et al., 1997), parasitarias (Sanchez et al.,

1995) y tumorales (Vetvicka et al., 1997).



Las proteinas de fijacion de BG (BGBPs) (Duvic y Sdéderhdll, 1990), son
componentes importantes del sistema inmune, estas proteinas se unen a los BG
formando un complejo que reconoce un receptor en las superficie de los hemocitos,
causando la degranulacion y la activacion del sistema profenoloxidasa (proPO)
(Barranco ef al., 1991). En el camardn el sistema proPO es un complejo integrado de
varios factores, que involucran moléculas de reconocimiento, células y sus
actividades efectoras. Localizado en el interior de los hemocitos granulosos y
semigranulosos, puede ser liberado por estimulacion de peptidoglucanos (PG), BG o
lipopolisacaridos (LPS). Una vez liberado el contenido granular, la proPO es
transformada, por accion de una proteinasa, en fenoloxidasa activa (PO). Esta tltima
es responsable de la oxidacion de fenoles a quinones, los cuales se polimerizan en
melanina, la misma que tiene propiedades microbicidas (Vargas et al, 1999;
Soderhéll & Smith, 1983; S6derhdll1992). De esta manera se potencializa el estimulo

del sistema inmune evitando el dafio sobre el tejido del camaron.

Entre los principales efectos benéficos de la utilizacion de BG se pueden destacar los
mencionados por Otero (2001):

e Proteger al camarodn ante situaciones de estrés.

e Estimular el sistema inmune celular y humoral del camaroén.

e Inducir a los hemocitos a la captura y exclusion de patdégenos.

e Incrementar la supervivencia y el crecimiento

e Fortalecer la salud en los estadios tempranos del camaron

e Mejorar la conversion alimenticia.



Un estudio realizado por Raa (2000), sefiala que los -1,3-glucanos tienen una buena
definicién estructural quimica actuando sobre el sistema inmune de peces y moluscos.
En P. monodon los B-1,3-glucanos actian de manera positiva sobre el sistema

inmune, incrementando la resistencia contra vibrios (Sung et al. 1993, Sung et al.

1996).

Los BG extraidos de la pared celular de levaduras incrementan la resistencia en P.
monodon contra la infeccién de vibrios y el sindrome de la mancha blanca (Chang,
1999). Chang et al. (2000), observaron que los -1,3-glucanos mejoraron la actividad
fagocitica y hemocitica, adhesion celular y produccion de anion superdxido, cuando

fueron ingeridos en las dietas.

La inmunoestimulacion por via oral, incorporando las sustancias inmunoestimulantes
en el alimento, seria el método mas practico para los sistemas de cultivo de camaron.
Otero (2001) sefiala 150 mg de B-1,3/1,6 glucano.kg™ de alimento para juveniles

como la concentracion adecuada para observar un efecto positivo.

Cheng-Fang, et al., (1999) demostraron la efectividad de la incorporacion de B-1,3-
glucanos (Schizophyllum commune) en la dieta, para mejorar la resistencia de
postlarvas (PL15) y juveniles (5,5 = 0,5g) de P. monodon ante el virus del sindrome
de la mancha blanca (WSSV). Ellos utilizaron dosis de 2g.kg™ de alimento durante

15 dias en postlarvas y 10 y 20 dias en juveniles. Los camarones fueron desafiados
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con WSSV y después de 120 dias, lograron obtener supervivencias 5.5% y 13.3% los
que recibieron el tratamiento con [-1,3-glucanos; mientras que en el control (sin (-

1,3 glucanos) no se obtuvo supervivencias después de 4 dias de desafio.

Adicionalmente estudios realizados por Cornejo (2001), mostraron que
inmunoestimulando postlarvas PL-15 con [B-1,3-glucanos se obtuvo un efecto
protector que se extendid durante 2 meses, con una supervivencia del 34% contra el
11% del control (sin diferencias significativas). Los animales que recibieron una
segunda dosis de inmunoestimulacion durante la corrida tuvieron una supervivencia

del 48 %, siendo esta significativamente mayor al control.

La concentracion de los inmunoestimulantes y el método de aplicacion es muy
importante para observar el efecto protector. Sung et al. (1994), encontraron efectos
positivos en infecciones experimentales con bacterias en P. monodon a
concentraciones de 0,5 y 1 mg de B-1,3-glucano.ml” de agua, pero este no fue
efectivoa 0,25y 2 mg.ml'1 de agua. El efecto protector durd hasta 18 dias después de

la inmersion.

Itami et al. (1998), reportaron que la administraciéon de un porcentaje de B-1,3-
glucanos diluidos en una solucion de agua de mar es efectiva en el control de

vibriosis en el langostino de kuruma Penaeus japonicus.
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En peces como en el Salmon del Atlantico Sur, el efecto de los -1,3 y B-1,6 glucanos
originarios de S. cerevisiae, indujo proteccion significativa contra la furunculosis.
Estos polisacaridos fueron inyectados por via intramuscular y la proteccion no fue

observada hasta después de once semanas (Rorstad et al., 1993).

Estudios realizados en CENAIM, han logrado detectar estimulacion de produccion de
superoxido y actividad antibacteriana del plasma utilizando -1,3/1,6-glucanos en
P. vannamei (Otero, 2001), en tanto que utilizdndolos en combinaciéon con alta
temperatura disminuyen la prevalencia de WSSV en postlarvas (Valladares, 2006).
Por otra parte, en estanques experimentales se han obtenido resultados muy
prometedores en densidad de cosecha utilizando BG como inmunoestimulantes

(Rodriguez, 2003).

La utilizacion de BG como inmunoestimulantes en la acuicultura ha levantado
muchas expectativas y controversias. El efecto protector de los inmunoestimulantes
ha sido bien documentado en condiciones controladas de experimentacion (Sung et
al. 1994; Chang et al. 1999). Sin embargo, en términos practicos su utilizacion en
piscinas se ha acompafiado de problemas de crecimiento, sin observarse en muchos
casos un real efecto protector (Rodriguez et al, 2000). Condicidon que podria estar

relacionada tanto a la calidad de los productos utilizados.
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No existen protocolos que garanticen la efectividad del inmunoestimulante en los
cultivos de cada especie. Los resultados en campo pueden no ser buenos para el
productor ya que la informacion es muy diversa sobre el uso de los BG respecto a sus
dosis, frecuencias y modo de aplicacion (bafio, dieta); ademas, su efecto en los
organismos también depende de su fuente (hongo, levadura), estructura molécular

(B-1,3/1,6) y grado de pureza (Cornejo, 2001; Raa, 2000; Rodriguez, 2006).

2.3. INMUNOESTIMULACION CON UTILIZACION DE PROBIOTICOS

El uso de probioticos ha beneficiado al sector acuicola por las ventajas observadas en
relacion a la prevencion de enfermedades en organismos cultivados como peces,
moluscos y especialmente crustaceos, aumentando la supervivencia y densidad de

cosechas dadas en una produccion (Cedefio, comunicacion personal).

Parker (1974), define a los probidticos como microorganismos y sustancias que
contribuyen al balance microbiano intestinal. Otros investigadores, definen a los
probidticos como células microbianas que son administradas de tal manera que
pueden ingresar al tracto gastrointestinal y mantenerse vivas, mejorando la salud y
desplazando organismos patogenos bajo el principio de exclusion competitiva

(Douillet, 1998; Gomez et al.,1998).

Naidu et al. (1999), describe a los probidticos como complementos nutricionales a

base de microorganismos que de forma beneficiosa afectan la fisiologia del huésped
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modulando la inmunidad sistematica y mucosa, asi como mejorando el equilibrio

microbiano al prevenir la colonizacion de bacterias indeseables en el tracto intestinal.

Muchas experiencias obtenidas con probioticos, han demostrado hasta el momento
que no existe una Unica cepa que cubra con todas las expectativas en relacion a la
supervivencia, crecimiento y produccion de animales cultivados (Burgos, 2005).
Varios estudios han destacado que el uso de mezclas probidticas son mas efectivas
que las cepas independientes en el control de patdogenos, ya que la posibilidad de
establecer poblaciones probidticas a pesar de las variaciones ambientales es mayor

(Douillet, 2000; Balcazar, 2002).

En la actualidad existe una gran variedad de cepas prdbioticas disponibles en
acuicultura, y cada una de estas bacterias, pueden reaccionar de diferente manera
segun el medio de cultivo, ambiente o tipo de organismos cultivados. Bacterias que
han sido usadas con éxito como probidtico, pertenecen al genero Vibrio (Griffith,
1995; Garriques y Arevalo, 1995), Bacillus spp. (Moriarty, 1998; Rengpipat et al.,

1998) y la especie Thalassobacter utilis (Maeda y Liao, 1992).

En Ecuador uno de los primeros probioticos usados comercialmente en acuicultura
fue una cepa de Vibrio alginolyticus, que ya desde 1992 ha permitido mejorar
sustancialmente el rendimiento en estanques de camarones (Verschuere et al., 2000).
Los vibrios son bacterias gram-negativas, poseen forma de bacilos rectos o curvos; se

presentan en medios anaerdbicos y poseen caracteristicas quimiorganotroficas que les
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permite tener un metabolismo de tipo respiratorio y fermentativo; su crecimiento es
estimulado por iones de sodio para la mayoria de las especies y su temperatura

Optima de crecimiento varia entre 20 y 30 °C (Bergey, 1994).

Dentro del género Vibrio no hay mucha informacion sobre la interaccidon en
organismos acuaticos. Aunque estudios demuestran que vibrios y aeromonas
componen el 85% de la flora bacteriana en el intestino del camaron (Moss et al.,
2000); su uso como probidtico es muy controversial ya que algunas especies son
patogenas para animales marinos invertebrados y vertebrados y ciertas especies estan

relacionados a enfermedades del camardn, como Vibrio harveyi (Bergey, 1994).

Uno de los microorganismos mas usados como probiotico por sus efectos benéficos
sobre la calidad del agua y el efecto bactericida sobre otras bacterias exdgenas de
naturaleza patogénica, es la bacteria Bacillus subtilis. Sin embargo; su uso en el
alimento ha mostrado efectos negativos en el crecimiento y supervivencia de ciertos

crustaceos y peces (Giinther & Jiménez; 2004).

Los Bacillus son bacterias gram-positivas que se caracterizan por su forma bacilar,
poseen una habilidad fisiologica para resistir al calor, pH y salinidad extremas y
pueden ser aerObicos o anaerdbicos facultativos (Bergey, 1994). Otra de sus
caracteristicas es la de reducir el nuimero de patéogenos por su capacidad de

competencia y secrecion de enzimas contra bacterias gram-negativas, logrando evitar
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una propagacion en las especies cultivadas (Wang et al., 1999; Iriato & Austin,
2002). Su propiedad de formar esporas le permite adherirse al alimento seco con
facilidad (Moriarty, 1998; Queiroz & Boyd, 1998; Kennedy ef al., 1998; Rengipat et
al., 1998; Sugita et al., 1998) y su habilidad de degradar materia organica y reciclar
nutrientes permite mejorar la calidad del agua en el medio de cultivo (Moriarty, 1997;

Bergey, 1994).

En el género Bacillus no hay indicios de que estos puedan aportar genes de
resistencia antibidtica a vibrios o bacterias gran-negativas (Rabinowitz & Roberts,
1986) ni han sido referidos como causantes de patologias relacionadas en acuicultura

(Gullian, 2003).

Es trascendental tener un buen criterio de seleccion de bacterias probioticas, pues
estas deben ser evaluadas por métodos de colonizacion, habilidad de competencia
contra patogenos, inmunoestimulacion y efectos de crecimiento en el organismo

(Gatesoupe, 1999; Gomez-Gil et al., 2000).

Actualmente en Ecuador, CENAIM dispone de varias cepas probidticas
seleccionadas, V. alginolyticus (1li) (Morales, no publicado), Vibrio hepatarius
(Thomson et al, 2004) (P62), y Bacillus sp (P64) (Gullian et al., 2003). Con estas
bacterias se han obtenido buenos resultados en supervivencia y colonizaciéon en
L. vannamei en laboratorio (Gullian ef al., 2003); y en campo, combinando las cepas

P62 y P64 (Cedefio et al., 2005).
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2.3.1. Mecanismos de accion de los probioticos

Existen varios mecanismos de accion de los probidticos; una de sus principales
funciones es el desplazamiento 6 la exclusion de cepas patdégenas mediante su
capacidad de competir por alimento, nichos ecoldgicos y espacio de crecimiento en el
organismo, en el medio y en las superficies solidas de un cultivo (Gatesoupe, 1993;

Intriago & Jones ,1993; Intriago, 1996).

Se ha encontrado que ciertas cepas probioticas (Lactobacillus acidophilus) actian en
base a su capacidad de producir sustancias antimicrobianas capaces de combatir
bacterias enteropatdégenas como Escherichia coli, Salmonela typhimuriun,
Sthaphylococus aureus 'y Clostridium (Aguirre, 1994); hoy en dia, algunas cepas han
sido modificadas genéticamente para atacar a un género especifico de bacteria

patoégena como el género Vibrio (Austin et al., 1995).

Otro de los mecanismos de accion de los probioticos, es la importante funcion que
cumplen en la digestion y absorcion de nutrientes (Intriago & Jones ,1993). Muchos
de los organismos acuaticos mantienen un equilibrio en el tracto gastro intestinal
entre organismos benéficos que comunmente colonizan y viven en el epitelio
intestinal y los organismos patogenos. Cabe recalcar que en algunos hospederos,
dependiendo de la capacidad del probidtico, su estancia puede ser breve y sensible a
cambios ambientales como temperatura u otros factores como estrés y alimento.
Estos cambios provocan que este equilibrio se rompa y que los microorganismos

patogenos se vean beneficiados (Maeda, 1992; Yasuda & Kitao, 1983).
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2.3.2. Efectos

Dentro de un medio de cultivo en el campo acuicola, los probiodticos pueden
beneficiar de muchas maneras tanto a los organismos sembrados y/o al sistema como

tal.

Los probidticos pueden mejorar la actividad digestiva de los organismos por sintesis
de vitaminas, cofactores, mejoramiento de la actividad enzimatica y absorcion de
nutrientes (Fuller, 1989; Gatesoupe, 1999; Jory, 1998; Ziemer y Gibson, 1998). Esta
propiedad puede ser la causa por la cual exista un incremento de peso en los
organismos expuestos a este tipo de bacterias pero pueden proporcionar diferentes

resultados segtn las diferentes condiciones de cultivo (Gullian et al., 2003).

Moriarty (1999), sefiala que con el uso de probidticos en acuicultura; la salud de los
animales mejora por la remocion o disminucion de la densidad de poblacion de
patdgenos, mejorando la calidad del agua a través de una degradacion mas rapida de
la materia organica. Por otra parte en el caso de ciertas cepas (Bacillus sp, V.
alginolyticus) ha permitido tener en los animales un indice inmunitario mayor

respecto al tratamiento control (Gullian, 2001).

2.4. CULTIVOS SEMI- INTENSIVOS EN ECUADOR

El sistema de cultivo semi-intensivo es el procedimiento de produccion de camaron

mas aplicado en nuestro pais y en Latinoamérica. Alrededor del 58% de las
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camaroneras en Ecuador utilizan este sistema y en menor escala son aplicados los

métodos de cultivo extensivo e intensivo (Marriott, 2003).

Este sistema comprende una densidad de 8 a 20 PL.m2™". Los costos de operacion y
administrativos son relativamente moderados porque debe invertirse en alimentacion,
fertilizacion, mano de obra, controles de produccion y en utilizacion de combustibles

para aireacion y bombeo en los recambios de agua.

El area de piscinas semi-intensivas es muy variable, entre 2 y 30 ha. Sin embargo, el
tamafio ideal desde el punto de vista de manejo es entre 4 y 8 ha. La profundidad
operacional promedio debe estar entre 1.00-1.25m; la profundidad minima no debe
ser menor de 1m, y la profundidad maxima no debe sobrepasar los 2m (Jory, 2001).

Los rendimientos promedios de este sistema son de alrededor de 1.000 kg.ha™ afio,
con una duracion de cultivo entre 120 y 140 dias por cosecha (Regueira, 2001). En
las granjas de camarén donde se prefiere usar alimento suplementario durante el ciclo
de crecimiento, se obtienen un buen indice de conversion (FCA), los cuales se
encuentran entre 1:1 a 1,3:1 libras de alimento por libra de camarén (Talavera et. al.,

2005).

Mientras mayor sea la densidad de siembra bajo este sistema, se crea una mayor
dependencia de la tecnologia, pues el riesgo de que la cosecha falle por
enfermedades, alimentacion insuficiente, o estrés de las especies sembradas aumenta

con la cantidad de camarones por hectarea (Marriott, 2003).
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Anteriormente, en este sistema se utilizaban estanques especiales para precria en
donde se colocaban a los juveniles hasta alcanzar la resistencia necesaria para poder
ser sembrados o transferidos a las piscinas de engorde (Marriott, 2003). Sin embargo,
la utilizacion de esta tecnologia no fue muy eficiente por la evolucion de cuadros
patologicos y posteriores eventos de mortalidad que podrian presentarse debido a la
estancia de animales a altas densidades por periodos que podrian superar los 30 dias

en temporadas de escasez de larva (Bravo, 2004).

Otra técnica aplicada en sistemas semi-intensivos que permite un mejor monitoreo de
la evolucion de las larvas que se siembran durante los primeros dias de cultivos, es la
utilizacion de corrales o los encierros. En Ecuador se han desarrollado algunos tipos
de disefios dependiendo de las caracteristicas de las piscinas, de las densidades de
siembra y hasta de las costumbres de la zona (Bravo, 2004). Las desventajas que se
pueden presentar en este tipo o estrategia de cultivo, estd dada principalmente en el
manejo, control, preparaciéon y operacion de los encierros y piscinas durante la

corrida.

Antes de la presencia del WSSV en Ecuador las densidades de siembra de los cultivos
semi-intensivos se manejaban entre 15 a 20PL.m2"'. Una de las estrategias que tomo
el productor para evitar brotes de WSSV en los cultivos, fue manejar bajas
densidades de siembra (5 a 7PL.m2"). Actualmente se manejan entre 8 a 10PL.m2""
y no se ha logrado subir estas densidades, sin tener algln tipo de brote infeccioso en

los primeros dias de cultivo. (Donoso, comunicacion personal).
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Rodriguez et al. (2003), indican que las primeras semanas de cultivo son las de mayor
riesgo y las mdas importantes de controlar en cualquier estrategia de manejo que
pretenda incrementar la produccion en sistemas semi-intensivos bajo condiciones del
WSSV. Con la utilizacion de inmonoestimulantes y probidticos se pretende
incrementar las densidades de siembra y cosechas, mejorando la salud de los
camarones y la resistencia ante las enfermedades existentes en un cultivo de

produccion.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizo en la Estacion experimental de la Fundacion CENAIM-
ESPOL ubicada en la provincia del Guayas, localidad de Palmar, entre los meses de

Febrero y Abril del 2006.

3.1. CARACTERISTICAS DE PISCINAS EXPERIMENTALES

El cultivo se realizé en 8 piscinas de 400m2™" del sector A y 12 piscinas del sector B
de la estacion (Anexo 1). Las piscinas tienen una superficie promedio de 400m2™
una pendiente de fondo de 0,8%, la altura de los muros es de 1,50m y columna de
agua de 1,0m con capacidad de almacenamiento de 400m3™'. Los muros laterales de
division entre piscinas tienen una corona superior de 1m. Los muros que llevan la
tuberia para la distribucion de agua y los ductos de drenaje de los efluentes tienen un

ancho superior a los 3,0m. Todos los muros tienen una pendiente de 1,5:1,0.

N ntrada de agua

Figura 1. Piscina modelo de la estacion utilizada en el bioensayo.
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El sistema de abastecimiento de agua consta de un canal de aduccidon que es
alimentado en marea alta por una bomba con motor Caterpillar de 120hp y capacidad
de 9.000 gpm. El agua pasa del canal de aduccion al reservorio de la estacion por una
compuerta. Una bomba de 11hp del reservorio alimenta un sistema de tuberias que

finalmente lleva el agua a todas las piscinas.

El tiempo de llenado de las piscinas es de 2 horas y el tiempo de drenado de 40 min.
Las compuertas estan ubicadas en su totalidad dentro de las piscinas y tienen las
dimensiones necesarias para colocar un bolso de pesca y permitir a dos personas

maniobrar durante la cosecha.

El sistema de drenaje consta de un ducto cerrado ubicado en la base del muro
compartido que recibe el agua de las piscinas y que esta ubicado del mismo lado del
sistema de distribucion de agua. Los ductos tienen una pequeia pendiente hacia los

pantanos de entre 0,1 y 0,05%.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1. Animales Cultivados

Se obtuvieron los organismos provenientes del laboratorio EGIDIOSA ubicado en
San Pablo, en el estadio Nauplio 5. Fueron cultivados en CENAIM siguiendo el
protocolo de rutina del centro, el mismo que incluye el suministro del probidtico V.
alginolyticu, (cepa Ili). Posteriormente desde PL5 hasta PL18 las larvas pasaron a 3

tanques externos de 8TM, correspondientes a 3 tratamientos distintos. En el primero



23

se aplico los probidticos V. hepatarius, P62; Bacillus sp, P64. Estos fueron aplicados
al agua como un inéculo para obtener una concentracion final de 1x10° UFC.ml™" en
el tanque. En el segundo se aplico BG en el alimento a una concentracion de 150
mgkg” de alimento. El tercero correspondi6 al control. Todos los tratamientos
estuvieron a 31+ 1°C (incluyendo el control). Esta temperatura se consiguio
empleando una cubierta de plastico de invernadero sobre los tanques.

Finalmente se efectud la siembra directa de los camarones a una densidad de 16

. -1
animales.m2".

3.2.2. Cepas probioticas

Las cepas fueron almacenadas en CENAIM en recipientes plasticos estériles a una
temperatura de -40°C. Cada semana se transport6 a la Estacion (Palmar) el volumen

calculado de cepas probioticas para la aplicacion correspondiente de alimento.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue completamente aleatorio. Se utilizaron en total 20
piscinas para los 5 tratamientos: probidticos, BG y control (4 réplicas por

tratamiento).

En el tratamiento con probidticos se designaron 2 protocolos de aplicacion. El
primero (Probiotico 1) consistid en aplicar diariamente las bacterias probioticas P62

y P64 en el alimento, desde el inicio de la corrida (siembra), hasta el final del cultivo
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(cosecha). En el segundo protocolo (Probiotico 2), las bacterias probidticas P62 y
P64 se aplicaron diariamente en el alimento a partir de la quinta semana de cultivo

hasta la cosecha.

El tratamiento con BG se manejo en base a dosis diferentes: en el primer protocolo
(BG-1) inicialmente se aplicé una dosis de 150 mg.kg" de alimento, la misma que fue
ajustada a 300 mg.kg'1 cuando los animales recibieron una tasa de alimentacion
menor al 5 % de la biomasa. En el segundo protocolo (BG-2) se utilizo inicialmente
300 mgkg' la misma que se ajustd hasta alcanzar los 600 mg.kg"' cuando los

animales recibieron una tasa de alimentacion menor al 5 % de la biomasa.

Los BG solo se aplicaron en el alimento en dos ocasiones especificos de cada mes los
cuales se determinaron de acuerdo al ciclo lunar. 1) La primera aplicacion se realizo
la semana posterior a la luna nueva. 2) La segunda aplicacion se inicid 2 dias
anteriores a la luna llena prolongandose durante todo el aguaje. Esto se hizo con la
finalidad de aprovechar la sincronizacion del ciclo de muda con el ciclo lunar.
Tedricamente con este procedimiento, los animales recibieron BG durante las etapas
de postmuda a premuda temprana cuando el camar6on aumenta su capacidad de ingerir

alimento (Cadena, 2001).

El producto comercial utilizado es un derivado de la pared celular de Saccharomyces
cerevisiae de cadenas [-1,3-glucano con ramificaciones [3-1,6-glucano

desproteinizadas y libres de mananos.
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3.4. MANEJO DE ALIMENTACION

El alimento se distribuy¢ al voleo alrededor de cada una de las piscinas una vez al dia
(17HO00). Las 3 primeras semanas se alimentd segun la estimacion del crecimiento
del camaron (12% -10% de la biomasa). A partir de la cuarta semana hasta el final
del cultivo la alimentacion se ajusto segin la biomasa real existente de cada piscina,
obtenidas a partir de los muestreos semanales (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla de alimentacion utilizada desde la cuarta semana del cultivo como referencia

para este estudio. (Nicovita camarén de mar).

Peso del Tasa de alimentacion
camaron (gr.) | (% de peso corporal) | Supervivencia (%)
0,5 10,0 100
1 8,0 95,0
2 6,0 93,8
3 4.5 92,6
4 3,5 91,4
5 3,0 90,2
6 3,0 89,0
7 2,8 87,8
8 2,6 86,6
9 2,5 85,4
10 2,0 84,2
11 1,8 83,0
12 1,8 81,8
13 1,8 80,6
14 1,8 79,4
15 1,7 78,2
16 1,7 77,0

3.4.1. Aplicacion de cepas probioticas

Los recipientes que contenian las cepas bacterianas P62 y P64 a una concentracion de
1x10°® cel.ml™ fueron descongelados 20 minutos previos a la adicién en el alimento.
La relacion del probiotico a utilizar fue de: 1ml de cepa P62 y 1ml de cepa P64 por

kg de alimento, el procedimiento consistio de:
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e Preparar una soluciéon en 98ml de agua de mar filtrada, mas 1 ml de cada cepa
P62 y P64 por kg de alimento.

e Luego esta solucidon se aplica al alimento, revolviendo hasta que esta quede
completamente absorbida.

¢ Finalmente el alimento se recubre con aceite de pescado a razon de 50 ml por

kg de alimento.

3.4.2. Aplicacion de BG en el alimento

e La dosis especifica de BG (150 mg; 300 mg.kg" de alimento) se disuelve en
agua de mar filtrada (100 ml.kg'1 de alimento).

e [Esta solucion se aplica al alimento, revolviendo hasta que este quede
completamente impregnado.

e Finalmente se recubre el balanceado con aceite de pescado a razén de

50 mL.kg" de alimento.

3.5. MUESTREOS

Los muestreos fueron realizados semanalmente a partir del dia 21 de cultivo. En cada
muestreo se tomo aproximadamente 98 camarones de cada piscina para obtener el
peso promedio y densidad en cada una de ellas. Estos datos sirvieron para el ajuste
de la dosis del alimento y para llevar un control y estimacion de la produccion.

Los muestreos fueron realizados atarrayando en diferentes secciones de la piscinas
(1-3 veces) segun el numero de camarones disponibles. La atarraya utilizada poseia

un didmetro de 4m, un ojo de malla de 4mm y una eficiencia de trabajo del 60%.
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3.6. PARAMETROS ABIOTICOS

Durante el cultivo se registraron los siguientes parametros:

- Temperatura y Oxigeno disuelto (OD) del agua.- Se realiz6 su lectura todos los dias

en dos horarios: 06h00 y 18h00. Se utilizd6 un equipo YSI- 85 con sensor de

temperatura incorporado.

- Salinidad.- Se tomo cada vez que hubo incidencias de lluvias fuertes, utilizando un
refractometro de mano marca ATAGO, Modelo 5/Mill.

- Fertilizacion.- Se fertilizo al inicio del cultivo por una sola ocasion a razon de 20 kg
de urea y 7 kg de Stper fosfato triple por ha, con relacion N:P de 6:1.

- Productividad primaria.- Se efectud 2 cuantificaciones del fitoplancton en los
estanques con ayuda de una camara neubauer y microscopio.

- Se registro las reposiciones de agua en cada una de las piscinas por filtracion y
evaporacion; se mantuvo los niveles de agua en cinco tablones, lo que corresponde

a una profundidad Im.

Los recambios fueron hasta del 50% del volumen del agua de la piscina, y fueron

efectuados estrictamente para controlar el excesivo crecimiento de fitoplancton y para

superar problemas causados por bajas concentraciones de OD.

3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Con todos los datos obtenidos se verifico las asunciones de normalidad, empleando la

grafica de normal probability plot (Data desk 6.1) y homogeneidad de varianzas
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utilizando la prueba de Levene’s (Statistic 5.1). Con este ultimo programa también se
realizd el analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 90 y 95%.
Cuando el ANOVA mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos se aplico

el test de comparacion de medias Tukey al 90 y 95% de confianza.

Con los datos que no presentaron normalidad y homogeneidad se efectu6 una
., 1. . . . .
transformacion (X '); en el caso de la supervivencia por trabajar con porcentajes se
procedio a realizar la transformacion arcoseno.y”2 ya que esta permite realizar una
transformacion a grados, obteniéndose de esta forma una distribucion normal de los

datos.

3.8. MUESTREOS PARA DIAGNOSTICOS

Para determinar la prevalencia de WSSV en las larvas cultivadas se realizaron anélisis
de PCR, al inicio (PL5) y final del pre-acondicionamiento (PL18) antes de ser
transportadas a las piscinas. Para cada analisis se muestre6 aleatoriamente 60
postlarvas de cada tratamiento.

Durante el cultivo en piscinas de engorde, se tomaron muestras de camarones

enfermos para hacer un analisis de histologia.

3.9. ANALISIS MEDIANTE LA TECNICA DE PCR

Para la utilizacion de esta técnica se realizo la extraccion del ADN por medio del
Me¢étodo de CTAB descrito por Lo et al. (1996). Habiendo realizado la extraccion se

procedi6 al andlisis de deteccion de WSSV con la técnica del PCR anidado,
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utilizando los iniciadores de Kimura et al. (1996). Para el control interno del ADN
del camardn se utilizaron los iniciadores de 441-bp codante para subunidad18S del

ARN ribosomal (Tang y Lightner, 2000).

3.10. ANALISIS HISTOLOGICOS

La técnica utilizada para el respectivo andlisis histologico de los camarones se
realizd basado en el protocolo descrito por Bell y Lightner (1998). El muestro de los
animales se realizd durante el cultivo tomando animales que presentaban

comportamiento anormal y moribundos.
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4. RESULTADOS

4.1. TRATAMIENTO DE LAS LARVAS

Las postlarvas empleadas en este bioensayo (PL 18), fueron tratadas en CENAIM
durante 14 dias. El tratamiento con cepas probioticas y temperatura alta dié como
resultado una supervivencia del 94% y un peso promedio de 9,80mg.PL". Con los
BG y temperatura alta se obtuvo una supervivencia del 94% y un peso promedio de
8,69mg.PL"', mientras que en el control (larvas tratadas solo con temperatura alta) la
supervivencia y el peso fueron del 82% y 10,41mg.PL", respectivamente. Tanto los
probiodticos como los BG tuvieron un efecto sobre la prevalencia para WSSV, siendo
del 5 % para el tratamiento con probioticos y del 0 % para el tratamiento con BG,

contra el 10 % en el control (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de peso, supervivencia y prevalencia para WSV (£ Intervalo de

Confianza; IC) de los tratamientos evaluados.

Peso Prevalencia Prevalencia
Tratamiento (mg) Supervivencia de WSV-PL5 de WSV-PL18
(%) (%) (I0)
Control 10,4 82 0 10 (£8)
Probidticos 9,8 94 0 5 (£1)
BG 8,7 94 0 0

4.2. PARAMETROS AMBIENTALES

Durante el ciclo de cultivo, el rango de la temperatura del agua, para las 20 piscinas,
se ubico entre 31°C y 26,2°C con un promedio de 28,6 + 0,9°C a las 06h00 horas.
Mientras que a las 18h00, la maxima temperatura fue de 36,6 °C, la minima de 28,4

°Cy el promedio fue de 31,2 +1,2°C.
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La concentracion de OD, registré un valor promedio de 3,4 + 1,6 mg.L" a las 6:00
horas y de 9,2 £ 1,9 mg.L'1 a las 18:00. Desde el dia 28 de cultivo se observd una
clara tendencia a la caida en el OD, durante el muestreo de las 6:00 horas, llegando en
varias ocasiones a valores criticos de 0,2 a 1,9 mg.L" en las mafianas y maximos de
12,1 a 18,5 mg.L™" en la tarde. Estas bajas concentraciones de OD se mantuvieron
hasta el final del ciclo. Los recambios emergentes fueron del 40% y 50% del
volumen total de cada piscina es decir 150 m3™" a 188 m3™' de agua aproximadamente
(tabla 4). Debido a las complicaciones de manejo provocadas por los bajos niveles de

OD, la cosecha se realizo a los 85 dias, 15 dias antes de lo programado.

La turbidez promedio registrada en las piscinas fue de 40 £ 6,6 cm segun la lectura
del disco Secchi tomada al medio dia, con una concentracion de 280.000 cel.ml™
entre las 20 piscinas. En algunas piscinas el valor minimo de turbidez llegd a 20 cm

y el maximo a 70 cm.

La salinidad promedio en el ciclo de cultivo fue de 35,1 +2 UPS.

Tabla 3. Valores promedios por tratamiento de parametros fisicos registrados durante el

periodo de cultivo en el agua de las piscinas experimentales.

TRATAMIENTOS OD (mg.L'") T(°C) Turbidez (cm)
06H00 18H00 06H00 18HO0 12H00
Probioticos 1 3,37+3,6 9,1+3,9 28,5+2,3 31,1£2,6 40
Probidticos 2 3,29+43,5 9,1+4,4 28,542,3 31,1£2,5 40
BG-1 3,2843.9 9,347 28,6423 31,042,6 40
BG-2 371432 8,5:3,4 28,5:1,9 31,0024 40
Control 3,4243,9 9,9+45 28,8123 31,443,1 40




OD (mg/L)
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Tabla 4. Numero de recambios de agua realizados a fin de compensar las bajas

concentraciones de OD., para cada piscina por tratamiento.

Probidtico 1 Probidtico 2 BG-1 BG-2 Control
Piscinas A8|B10[B17|{B20] A2 | A4|B14{B19] A1| A9 [B12|B16]B11|B13|B18|B21|A5| A6 | A7 |B15
16-22 Marzo A2 2 20 1) 1 120 Of O 1 1 12 1 1 2
23-29 Marzo Of of Of O of 1f 1 11 11 2f o 1| 3 2[ Of 141 1 1 O
30-05 Abril N1 20 1111 21 11 20 0f 11 21 O 11 1 O 2J1f 1 0f 2
06-12 Abril A0 11 1) 3 21 Of Of 11 4 O 1 11 1 11 0f2f 1f 1 0
13-19 Abril 120 1 13 1 11 13 3 1 2 1 12 1 2f 1
Total Recambios | 4| 4| 5 4| 7[ 101 5 5 4 9 71 5 6| 7[ 3[ 58 5 5] 5
20
—8—6:00 OD.(mg/L)
+18:00 OD. (mg/])
18 6:00 Temp oC
18:00 Temp oC
16
14
12 L'oT
)
=
10 E
&
8 g
13

1 8 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78
Dias de Cultivo

Figura 2. Promedio de la temperatura y OD de las 20 piscinas durante el ciclo de cultivo,

tomados a las 06h00 y 18h00.
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4.3. SALUD ANIMAL

Durante el cultivo se presentdé mortalidad causada por WSSV. El brote se presentd
entre la séptima y novena semana, coincidiendo con las semanas en que el OD
alcanzo niveles criticos (0,2 a 1,9 mg.L™"). Las muestras de camarén que fueron

tomadas para el andlisis histologico confirmaron niveles severos de WSD.

4.4. INDICADORES DE CULTIVO

El resumen de los indicadores de cultivo y su desviacion estandar se encuentra en el

ANEXO 3.

4.4.1. Produccion

El ciclo de cultivo tuvo una duracién total de 85 dias. Los resultados mostraron la
mayor produccion en los tratamientos probidticos 1 y BG-1, alcanzando valores de
(datos proyectados por hectirea) 2337,50 libras.ha” y 2281,25 libras.ha
respectivamente (Figura 2); observandose la mas baja produccion en el tratamiento

control (1537,50 libras.ha™).
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2337,50

1787,50

1537,50

LIBRAS / HA.

Prob-1 Prob-2 Beta-1 Beta-2 cT
TRATAMIENTOS

Figura 3. Proyeccién libras.ha™ de los cinco tratamientos empleados en el ensayo.

El anélisis de varianza mostr6 diferencias significativas a un nivel de confianza del
90% para el tratamiento probidtico 1 (p < 0,1) y al 95% para el tratamiento BG-1

(p < 0,05).

4.4.2. Supervivencia

Numéricamente se logro obtener supervivencias mayores en todos los tratamientos
versus al control (Figura 3). Con el tratamiento probidtico 1 y BG-1 se obtuvo un
34% mas de supervivencia sobre el tratamiento control (Anexo 2). Sin embargo, el
ANOVA realizado con los datos de supervivencia no mostrd diferencias

significativas entre los cinco tratamientos (p>0,05).
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PORCENTAJE

Prob-1 Prob-2 Beta-1 Beta-2 CcT
TRATAMIENTOS

Figura 4. Supervivencias a la cosecha obtenidas de los cinco tratamientos empleados.

4.4.3. Densidad de cosecha

De la misma manera con el tratamiento probidtico 1 y BG-1 se logré obtener un
incremento del 35% mas de camarones por m2"' que en el tratamiento control
(Anexo 2). Sin embargo, el andlisis estadistico efectuado con los datos de este
indicador de cultivo, se observd que no existieron diferencias significativas entre los

cinco tratamientos (p>0,05).
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Animales / m2

Prob-1 Prob-2 Beta-1 Beta-2 cT
TRATAMIENTOS

Figura 5. Densidad de cosecha (camarones.m2™) de los tratamientos.

4.4.4. Crecimiento

El peso promedio final de los organismos cosechados fue de 8,55 + 0,6 g (Figura 5).
El mayor promedio de crecimiento diario se obtuvo en el tratamiento probidtico 1
(0,105 g.dia') y BG-2 (0,102 g.dia”), mientras que el control tuvo el menor
crecimiento (0,093 g.dia'). El indice de crecimiento semanal a la cosecha en
probioticos 1 y en BG-2 fue de un 17% mas sobre el tratamiento control (Anexo 2).
Sin embargo, para los pesos finales, s6lo hubo diferencias significativas entre el

tratamiento BG-2 y el control (p<0,1).
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Peso (g)

Prob-1 Prob-2 Beta-1 Beta-2 CT
TRATAMIENTOS

Figura 6. Peso promedio a la cosecha, alcanzado por los animales de los cinco tratamientos.

4.4.5. Factor de conversion alimenticia (FCA)

Los tratamientos con menor tasa de conversion alimenticia fueron Probidtico (1) y
BG-1, mientras que el control tuvo el mas alto factor de conversion de todos los
tratamientos del bioensayo llegando alcanzar una media de 2,40 (Figura 7). Es decir
un 60% mas alto que los dos tratamientos mencionados (Anexo 2). Encontrandose
diferencias significativas entre el control y el tratamiento probiotico 1 (p<0,1) y entre

el control y el tratamiento BG-1 (p < 0,05).
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Factor de Conversion Alimenticio

Prob-1 Prob-2 Beta-1 Beta-2 CT
TRATAMIENTOS

Figura 7. Medias del factor de conversion alimenticia de los cinco tratamientos.
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4.5.1. Costos de Investigacion
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El costo de los tratamientos del bioensayo proyectados por hectarea se encuentran

detallados en las tablas 5, 6 y 7. En tanto el ingreso adicional en libras de camaron y

en dolares americanos (USD) proyectados por hectarea se muestran en la tabla 8.

Tabla 5. Costo de BG y probioticos utilizados en el bioensayo.

. . Costo/unidad de Empleado
Tratamientos | - Unidad inmunoestimulante. USD unidad/ha. Costo/ha. USD
Probidtico 1 Litro 45 3,12 140,40
Probidtico 2 Litro 45 2,62 117,90
BG-1 Kg 50 0,17 8,50
BG-2 Kg 50 0,32 16,00
Control - - - -

Tabla 6. Costos de aceite de pescado (USD) utilizados en los tratamientos y proyectados.ha™

Tratamientos Unidad Costo Unidad Unidades de aceite. | Costo total
aceite de pescado empleados/ha. /ha.
Probiotico 1 Litro 0,93 78,06 72,60
Probiotico 2 Litro 0,93 76,38 71,03
BG-1 Litro 0,93 38,31 35,63
BG-2 Litro 0,93 35,77 33,27

Tabla 7. Costo total de los tratamientos e Ingreso adicional de libras y USD. Datos

proyectados.ha™

Tratamientos | Produccion | Libras Adicionales | P.V.P | Ingreso [Costo Inmunoest. + Ingreso Adicional
Ibs/ha Cosechadas USh USD  |Aceite de Pescado. USD Neto. USD

Probiético 1 2338 800 0,95 760 213,00 547

Probiético 2 1788 250 0,95 238 188,93 49

BG-1 2281 743 0,95 706 4413 662

BG-2 1897 359 0,95 34 49,27 292

Control 1538 - 0,95 - -
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4.5.2. Analisis de la inversion

El monto de la inversion se logro determinar, tomando como referencia los costos
tradicionales de inversion en una hectarea de produccion de camarén por ciclo, que
segun el estudio ascienden a USD 890.72 por hectarea (Tabla 9). Los costos
operativos adicionales en los que se incurren utilizando los tratamientos Probioticos 1
y BG-1, son de USD 213 y 44.13 respectivamente. Los cuales incrementan la
inversion inicial a $1,103.72 para el tratamiento con Probidticos y en $ 934.85 para el
tratamiento de BG. Este incremento en los costos, representan un 24% para el primer

caso y el 5% para el segundo.

El calculo de los costos de Mano de Obra y costos indirectos de produccion se

detallan en el Anexo No 4.

Tabla 8. Costos aproximados de inversion en una hectdrea de produccion tradicional de

camaron.
Inversion Inicial por Hectarea por Ciclo*
Descripcion Cantidad [ Valor Unitario| Total
Tratamiento inicial de la Pisina
Barbasco Kg. 18 0,20 3,60
Siembra
Larvas por Millar 160 1,00 160,00
Alimentos
Balanceado en quintales 24 20,00 480,00
Fertilizantes
Urea Kg. 20 0,40 8,00
Super Fostato Triple Kg. 7 0,45 3,15
Mano de Obra
Mano de Obra Directa Estimada por Ha. 2 40,00 80,00
Mano de Obra Indirecta Estimada por Ha. 1 25,00 25,00
Costos Indirectos de Produccion Estimada 1 130,97 130,97

Total Inversion Tradicional Aproximada 890,72
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4.5.3. Proyeccion de ingresos

Segun los resultados de nuestra investigacion se logré determinar un incremento
notable en la produccion. Utilizando los Probioticos (tratamiento Probidtico 1) se
logré cosechar 2338 libras de camardn y aplicando el BG (tratamiento BG-1) se
recolectd 2281 libras. Con el cultivo tradicional (Control), solo se logrdé cosechar

1538 libras por hectarea.

Tabla 9. Ingreso adicional en doélares por ciclo.ha” y tasa de retorno aplicando los

tratamientos probidticos 1 y BG-1

Tratamientos|Produccién Lbs |Incremento Lbs |Incremento en % |Ingreso Adicional § |Inversion Adicional [Tasa Retomo
Control 1538 - - - - -
Probidticos 1 2338 800 52% 760 213,00 3,57
BG-1 2281 743 48% 706 4413 16,00

En la tabla 11 se ilustra la rentabilidad del cultivo, proyectando las ganancias netas
por ciclo y por afio con el uso, tanto del tratamiento con probioticos 1 como de BG-1,

comparados con el tratamiento control.

Tabla 10. Rentabilidad neta por ciclo y afio.ha”’ con la aplicacion de los tratamientos

Probidticos 1 y BG-1 en base a costos estimados de produccion.

Cantidad Rentabilidad Neta Rentabilidad Neta
Tratamientos| en Lbs. | P.V.P |Total Ventas |Total Costos |Estimada/ciclo/Ha. |Tasa de Rentab. |[Estimada al Afio/Ha.
Control 1538| 0,95 1.461,10 890,72 570,38 39% 1.711,14
Probiéticos 1 2338 0,95 2.221,10 1.103,72 1.117,38 50% 3.352,15
BG-1 22811 0,95 2.166,95 934,85 1.232,10 57% 3.696,29
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5. DISCUSION

5.1. TRATAMIENTO DE LAS LARVAS

Desde PL4 las larvas empleadas en este estudio, fueron tratados con probitticos y BG
a una temperatura de 31 £ 1°C con la finalidad de lograr una temprana
inmunoestimulacion del camaréon y obtener una baja prevalencia ante el virus de la
mancha blanca (WSSV). Seglin Valladares (2006), la interaccion de los dos factores
temperatura y BG tienen un efecto protector contra la infeccion de WSSV en larvas
de camarén P. vannamei minimizando la probabilidad de ocurrencia (o deteccion)
del virus. Todas las larvas recibieron el probiotico V. alginolyticus (cepa Ili) de zoea

1 hasta PL4.

En bioensayos de desafios con WSSV, para evaluar la supervivencia y respuesta
inmune en larvas de P. vannamei, Rodriguez (2004) reportdé que los animales
cultivados con cepas probidticas tuvieron un mayor indice inmunitario que otros

tratamientos de ese estudio, respondiendo al WSSV con proliferacion de hemocitos.

5.2. PARAMETROS AMBIENTALES

La temperatura en el ciclo del cultivo estuvo dentro de los rangos Optimos para
crecimiento y supervivencia del camaron, entre 28 y 31°C; en efecto, Ponce-Palafox
et al. (1997), reportan como rangos optimos 25 a 35°C para el crecimiento de estos
organismos, mientras que, Wyban et al. (1995), indican que el rango 6ptimo para esta

especie se encuentra entre 28° a 31°C siendo 35°C el limite maximo de resistencia a
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altas temperatura (Sonnenholzner, 2002a). Rodriguez (2003), reporta también que en
esta especie a partir de temperaturas inferiores a 27°C se incrementa la prevalencia de
WSSV, en tanto que la patogenicidad de esta enfermedad se reduce con el incremento

de la temperatura.

La productividad primaria en el agua fue baja al inicio del cultivo (50,000 cel.ml™),
siendo lo recomendado para un sistema semi-intensivo entre 80,000 cel.ml” y
300,000 cel.ml™ (Clifford, 1994) (Anexo 5). Wyban y Sweeney, (1991) reportan que
un buen nivel de productividad primaria en los estanques permite un mejor manejo
del cultivo de camaréon manteniendo una adecuada calidad del agua a través de

diferentes mecanismos:
¢ Incremento en la produccion de oxigeno a través de la fotosintesis.

e Abatimiento de metabolitos y substancias toxicas como amonio, nitritos, gas

sulfhidrico, metales pesados y otras.
e Regulacion del pH en la columna de agua y sedimento.
e Prevencion del desarrollo de algas filamentosas.

e Incremento de la turbidez de la columna del agua lo cual minimiza los

problemas de depredacion por aves.

e Aumento del apetito en el camardén y como consecuencia un incremento en el

crecimiento y supervivencia de la poblacion.
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Los valores bajos de concentracion de algas durante los primeros dias de cultivo se
acompanaron de lecturas altas del disco Secchi, asi en la mayoria de las piscinas
estuvo entre 60 cm y 70 cm, siendo lo recomendado para un sistema de cultivo semi-
intensivo de camaron entre 35 y 40 cm (Jory, 2001). Martinez et al (2004), reportan
que una pobre turbidez en los estanques permite el desarrollo de algas bentdnicas
indeseables (por la llegada directa de los rayos solares al fondo de los estanques),
ocasionando problemas en el manejo del cultivo e impidiendo el desarrollo de
comunidades de fitoplancton por el consumo de nutrientes. Ademas, estas pueden
atrapar particulas de alimento y postlarvas en el fondo y su descomposicion,
ocasionar una alta carga organica, abatir el oxigeno, permitiendo el desarrollo de

bacterias y malos olores.

Debido a la baja productividad primaria y a la pobre turbidez en los estanques se
procedio a fertilizar. El fertilizante tuvo efectos negativos en el sistema de cultivo,
una semana después de su aplicacion se di6 una caida brusca del OD. La
combinacion de Nitrogeno y Fosforo potencializo el crecimiento de dinoflagelados y
cianobacterias (Donoso y Massaut, comunicacion personal) de acuerdo a las
observaciones de Yussof ef al (2002). Las cianobacterias son consideradas una
molestia en estanques acuicolas por aportar poco OD al medio y estar asociadas con
una pobre calidad del agua y eutrofizacion (Paerl, 1988). EIl agua del sector de
Palmar posee altos niveles en nutrientes y materia organica, producto de una mala
recirculacion de los efluentes de los estuarios y esto hizo que la fertilizacion haya

sido contraproducente (Massaut, comunicacion personal).
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Segun Martinez et al. (2004), no existe un régimen de fertilizacion que sea
universalmente el mejor, ya que la eficiencia de la fertilizacion depende de
numerosos factores tales como: caracteristicas del estanque (incluyendo el tipo de
suelo), estacion del afio (calida-htimeda o fria-seca), caracteristicas del agua, densidad

de siembra y variables ambientales, entre otros.

Posiblemente; la baja concentracion de OD en el cultivo durante cinco semanas
consecutivas y los frecuentes recambios de agua (condiciones estresantes para el
camaron), facilitaron los brotes de WSSV. Boyd y Watten (1989), reportan que
niveles bajos de OD incrementan la susceptibilidad a enfermedades, aumentando la
mortalidad en camardn; rangos de 0,2 —lmg.L'1 (hipoxia) son letales para varias
especies de peneidos (Parra, 1992). En un estudio realizado por Zenteno-Savin et al.
(2005), en P. vannamei, se reportd que una reoxigenacion después de condiciones de
hipoxia en el cultivo, afecté el metabolismo oxidativo del hepatopancreas y musculo
de camaron disminuyendo sus defensas ante patogenos existentes en el medio y

ocasionando dafio en los tejidos.

Se intentdé manejar el problema de la hipoxia mediante recambios de agua y
disminucién de la racion de alimento para el camarén, sin embargo esto no fue
suficiente para regular y estabilizar los niveles de OD, por lo que se anticip6d el
momento de la cosecha cuando los organismos presentaban un peso promedio de
8,5g. Al respecto, cabe anotar que los continuos recambios pudieron incrementar la

mortalidad, por WSD (Bayot, comunicacion personal).
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5.3. INDICADORES DE CULTIVO

Todas las larvas utilizadas en este estudio recibieron un tratamiento térmico, incluso
las del control, posiblemente eso influyé en los resultados de piscina. Rodriguez
(2005), sugiere que la temperatura actiia de forma positiva sobre la respuesta inmune
del camardn, observandose una mayor proliferacion celular. Por otra parte los
camarones inmunoestimulados tempranamente tienen un sistema inmune mas

desarrollado y estan mejor preparados para enfrentar desafios virales.

El uso de probiodticos en la dieta de camaron ejercié un efecto satisfactorio en cuanto
a rendimiento, supervivencia, densidad de cosecha, factor de conversion alimenticia y
crecimiento en comparacion con el control. De acuerdo con Conway (1990); Roques
& Dussert (1991), el incremento de peso en los animales puede estar relacionado
directamente a la utilizacion de los probioticos como fuente de alimento. La relacion
también puede ser indirecta por la produccion de enzimas y/o vitaminas. Lo segundo
mejoraria la asimilacion de nutrientes, el rango de crecimiento, la supervivencia y la
tasa de conversion alimenticia (Doiiillet & Langdon, 1994; Garriques & Arevalo,
1995). Los probidticos influyen en los procesos de digestion al mejorar la poblacion
de microorganismos benéficos, la actividad enzimatica microbiana, la digestibilidad y
por tanto la salud del organismo (Bomba et al, 2001). Gullian et.al. (2003),
observaron un efecto inmunoestimulante en la salud y crecimiento en juveniles de
P. vannamei, cuando utilizaron las cepas probioticas P62, P64 y V. alginolyticus en

el cultivo.
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La supervivencia en el tratamiento con probidticos fue alta a pesar de la presencia del
brote de WSD. Un estudio realizado por Balcazar (2002), indica que el efecto de la
mezcla de las bacterias probidticas P62 y P64 frente al WSSV, ejercid un efecto

protector, cuando el grado de infeccion fue moderado.

El tratamiento probiodtico 2 posiblemente no fue tan eficiente como el tratamiento
probidtico 1 debido a la diferencia en la frecuencia de aplicacion de las cepas
probioticas en el alimento. Los animales del tratamiento probidtico 1 recibieron las
cepas desde el inicio del cultivo a diferencia de los animales del tratamiento
probiotico 2, que las recibieron desde la 5ta semana. Rodriguez ef al. (2003), indican
que las primeras semanas de cultivo son las de mayor riesgo y las mas importantes de
controlar en cualquier estrategia de manejo que pretenda incrementar la produccion
bajo condiciones del WSSV. Estos resultados sugieren que la aplicacion de las cepas
probioticas desde el inicio del cultivo produjo un mayor efecto protector y fue
fundamental para alcanzar mejores supervivencias. Al respecto Bomba et al. (2001),
declaran que la eficacia del probiotico no depende solamente de su mecanismo de
accion sino de otros factores relacionados al organismo como, salud, estado
nutricional, edad, estrés, genética, uso de cepas probidticas compatibles a la especie,

dosis y frecuencia de administracion.

De igual manera, los tratamientos con BG fueron superiores al control, en todos los

indicadores de cultivo; la supervivencia no fue afectada considerablemente por el
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brote de WSD durante el ciclo. Estos resultados concuerdan con Cheng-Fang et al.
(1999), ellos demostraron la efectividad de la incorporacion de B-1,3 glucanos en la
dieta, aumentando la resistencia al WSSV de postlarvas (PL. 15) y juveniles (5.5 £
0.5 g), de P. monodon. Adicionalmente, estudios realizados por Cornejo (2001), en la
misma especie, mostraron también que inmunoestimulando desde postlarvas y
juveniles con B-1,3-glucanos, se obtuvo un efecto protector ante un desafio con
WSSV, logrando alcanzar supervivencias significativamente mayores (48%) que el

tratamiento control (11%).

Es muy importante manejar la dosis y frecuencia de aplicacion del
inmunoestimulante; una excesiva inmunoestimulacion en el organismo podria causar
un desgaste energético reduciendo la actividad fenoloxidasa (PO), actividad
antibacteriana, nimero de hemocitos circulantes y proteinas plasmaticas encargadas
de las defensas del organismo (Cedefio et al., 1999). Tal vez por esta causa, los
animales del tratamiento BG-2 que recibieron una dosis final de 600 mg de BG por
kg de alimento mayor que el tratamiento BG-1 (300 mgkg'), estuvieron mas
afectados por el brote de WSD. Posiblemente con la dosis del tratamiento BG-2 se
obtuvo un mayor desgaste energético volviendo a los organismos mas vulnerables
ante el WSSV, reflejandose al final con menores supervivencias que el tratamiento

BG-1.
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Es importante recalcar que el tratamiento BG-2, a pesar de no tener supervivencias
similares al tratamiento probidtico 1 y BG-1, fue el tnico que tuvo diferencias
significativas en el peso de los organismos con respecto al control (p<0,1). Estos
resultados sugieren un efecto positivo sobre el peso de los camarones con una mayor
dosis de BG. Estos resultados concuerdan con estudios posteriores realizados en
CENAIM utilizando el mismo protocolo pero en el ciclo de verano 2006 (datos no
publicados). En este estudio también se obtuvo un peso significativamente superior

en animales tratados con la dosis BG-2 que en los del control.

La utilizaciéon de estos tratamientos en los sistemas de cultivos de camarén han
demostrados ser eficientes, manejando las dosis y concentraciones planteadas. El
incremento en la produccién de camaron, su bajo costo y facil aplicacion del
probidtico o BG en el alimento hacen de estos aditivos una alternativa confiable y
practica para aumentar la rentabilidad de este cultivo. La inversion de aplicacion de
probidtico desde el inicio del cultivo se justifica econdmicamente por la produccion
de 2400 libras por afio.ha” adicionales con respecto al control. Esto representa un
margen de USD 1641 de ganancia neta por ha de produccion cada afio, sin considerar
el ahorro del 60% en el FCA. La utilidad en dolares usando el tratamiento probidtico
2 (aplicacion del probidtico desde la quinta semana del cultivo) representa solo un
margen de USD 147 ha cada afio. Esto sugiere que si se desea incrementar la
produccion y la utilidad considerablemente, el probidtico debe ser aplicado desde la

siembra.
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Los tratamientos con BG también justifican econdémicamente su inversion. Con el
tratamiento de BG-1 la utilidad adicional por ano alcanza los USD 1986 sin
considerar el ahorro del 60% en el FCA. La utilidad en el tratamiento BG-2 solo
logra USD 876 de utilidad por afio. Estos resultados sugieren que siguiendo los
protocolos de aplicacion de este estudio, los mejores resultados en cuanto a
produccion y ganancia se obtienen cuando se trabaja con una dosis baja de BG

(150 mg.kg™).

A pesar de que con el tratamiento probidtico 1 se obtuvo una mayor produccioén que
todos los tratamientos, con el tratamiento BG-1 se alcanz6 una tasa de retorno mayor
por cada dolar invertido en el tratamiento y una mayor tasa de rentabilidad. La

inversion en el tratamiento BG-1 fue menor que el tratamiento probiotico 1.

En conclusion, para poder incrementar la produccion de camarén, es importante
mantener la salud de los organismos en todas las fases de desarrollo. No se puede
obtener una buena supervivencia en las piscinas si las larvas no han recibido una
buena inmunoestimulacion; y una inmunoestimulaciéon temprana de las larvas no es
suficiente para mantener durante todo un ciclo de produccion una proteccion eficaz
contra las enfermedades existentes en el medio. El uso de probidticos y BG permite
mejorar la salud y supervivencias del camarén, incrementar su produccion

(libras.ha™) significativamente y generar un ingreso adicional (USD). La baja
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inversion de estos aditivos en el cultivo, y alta respuesta en la produccion hacen que

estos tratamientos sean aplicables al sector productor de camarén.
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6. CONCLUSIONES

1.- La aplicacion de probidticos y BG en las larvas antes de la siembra, disminuy¢ la
prevalencia de WSSV alcanzando valores del 5% y 0% respectivamente en

comparacion con el tratamiento control (10%).

2.- Se puede lograr incrementar significativamente la produccion de camaréon de
P. vannamei en un sistema semi-intensivo entre un 48% y 52% con el uso de BG y

probidticos en el alimento.

3.- La dosis de BG en el alimento que permitid alcanzar mejores resultados en
supervivencia y produccion en el cultivo de camarén, fue de 150 mgkg”

correspondiente al tratamiento BG-1.

4.- El tiempo o frecuencia de administracion de las cepas probioticas en el cultivo
mediante el alimento, tendrian efecto sobre la supervivencia y produccion. Los
mejores resultados se obtuvieron cuando el probiodtico fue aplicado durante todo el

ciclo de produccion desde la siembra.

5.- La aplicacion de una dosis mayor de BG en el alimento, no increment6 de manera
significativa la supervivencia, pero si tuvo un efecto positivo sobre el peso de los

organismos cultivados.
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6.- Con la aplicacion de los probioticos y BG se puede disminuir notablemente el
factor de conversion alimenticia hasta un 60%, bajando considerablemente los costos

de produccion.

7.- Econdémicamente se justifica la aplicacion de probidticos y BG por su baja
inversion y alta rentabilidad. Con los protocolos probidtico 1 y BG-1 se puede
obtener ingresos adicionales de USD 1641 y USD 1986 respectivamente por cada

hectarea afio de produccion de camarén.
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7. RECOMENDACIONES

1.- Repetir el ensayo en invierno, sin efectuar un programa de fertilizacion para
evitar posibles problemas de hipoxia o problemas en la calidad del agua en el ciclo de

produccion.

2.- Evaluar la respuesta de los tratamientos planteados hasta alcanzar tamafios mas

comerciales de los organismos (>12gramos).

3- Implementar nuevas técnicas que permitan introducir las cepas probioticas en el
alimento a mayor escala, manteniendo las concentraciones ideales para el buen

funcionamiento de las bacterias probidticas y optimizar la respuesta en el camaron.

4.- Evaluar la introduccion del BG en el balanceado en planta, para optimizar el

proceso y mejorar el manejo de las dosis requeridas por kilogramo de alimento.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL AREA DE ESTUDIO.
FUERON UTILIZADAS OCHO PISCINAS DEL SECTOR A Y DOCE PISCINAS
DEL SECTOR B DE LA ESTACION CENAIM-ESPOL PARA ESTE ESTUDIO

Estacidn de bombeo

Pantana A (0.64 ha)
Volumen total = 6,400 mn?
Volumen descargable = 1,300 m*

Pantano B {3.40 ha)
Volumen total = 64,000 i’
Volumen descargable = 37,200 m?

TOMADA DE: QUEVEDO, 2005
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ANEXO 2. TASA DE INCREMENTO ADICIONAL DE LOS INDICADORES
DE CULTIVO DE CADA TRATAMIENTO SOBRE EL CONTROL

INDICES DE PRODUCCION | PROBIOTICO - 1| PROBIOTICO - 2 BG-1 BG-2

Tasa de supervivencia (%) 34 6 34 12
Densidad de Cosecha (m2) 35 6 35 12
Peso promedio corporal(g) 12 10 9 11
Crecimiento Diario (g.dia-1) 13 10 10 12
Crecimiento semanal (9.5-1) 17 11 13 17
Produccién (Ibs.Ha-1) 52 16 48 23
FCA 60 22 60 39

ANEXO 3. RESUMEN DE LOS INDICADORES DE PRODUCCION DE LOS
CINCO TRATAMIENTOS DEL ESTUDIO

Parametros de
Produccion TRATAMIENTOS

PROBIOTICO 1 | PROBIOTICO 2 BG-1 BG-2 CONTROL
Tasa de supervivencia (%) 71,3748,24 56,35¢12.94 | 71361260 |  59,20+9,30 53,08£14,12
Densidad de Siembra (m2) 16 16 16 16 16
Densidad de Cosecha (m2) 11,4241,32 9,0242,07 11,4242,02 947415 8,49+2.26
Peso promedio corporal(g) 8,79 0,76 8,01+0,57 8,56+056 8,09+0,41 7,82+0,42
Crecimiento Diario (g.dia-1) | 0,105£0,009 0,102£0,007 | 0,102£0,007 | 0,104£0,005 0,093£0,006
Crecimiento semanal (g.s-1) 0,8340,04 0,79+0,06 0,80£0,03 0,8320,05 0,71£0,07
Cosecha total (Ib.) 93,50+18,93 71501518 | 91,25£1384 | 75,88+9,82 61,50+16,54
Produccion (Ibs.Ha-1) 2337,50+473,24 | 1787,504379,42 |2281,25+346,03| 1896,88+245,45 | 1537,50+413,57
FCA 1,50£0,21 1,9740,55 1,500,21 1,7340,15 2,40£0,73
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ANEXO 4. CALCULO DE LOS COSTOS DE MANO DE OBRA Y COSTOS

INDIRECTOS POR HECTAREA DE PRODUCCION EN

INTENSIVOS DE CAMARON

Costo de Mano de Obra Directa

CULTIVOS SEMI-

Costo por
Hectarea por
Descripcion Cantidad | Valor Unitario Total |Ciclo*
Dos operarios trabajan y controlan 20 hectareas promedio
Sueldo Operario 2 200 400 80
Total Costo de Mano de Obra Directa 80
Costo de Mano de Obra Indirecta
Costo por
Hectarea por
Descripcion Cantidad | Valor Unitario Total |Ciclo*
Un supervisor puede manejar una camaronera de 80
hectareas promedio
Sueldo Supervisor 1 500 500 25
Total Costo de Mano de Obra Indirecta 25
Ciclo de 4 meses
Costos Indirectos de Produccion.
Costo por
Hectarea por
Descripcion Cantidad | Valor Unitario Total |Ciclo*
Diesel utilizado en 18 horas de Bombeo en Gl. 40 1,04 41,60 41,28
Movilizacién de Materiales ¢ insumos 1 25,00 25,00 25,00
Servicios Basicos, mantenimiento, pesca, varios 1 64,69 64,69 64,69

Total Costos Indirectos de Produccion

130,97



ANEXO 5. INGRESOS Y COSTOS DE PRODUCCION POR CICLO.HA" CON
LA APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS PROBIOTICO 1, BG-1 Y

CONTROL

usbD

2500

2000

1500

1000

500

Control

Probiéticos 1

@ Total Ventas m Total Costos

ANEXO 6. RENTABILIDAD NETA POR CICLO.HA" Y POR TRATAMIENTO
EN BASE A COSTOS ESTIMADOS DE PRODUCCION

usD

1400
1200
1000
800
600
400
200

Control

Probiéticos 1

BG-1
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ANEXO 7. TASAS DE RENTABILIDAD POR TRATAMIENTO POR

CICLO.HA™

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
Control Probidticos 1 BG-1

ANEXO 8. RENTABILIDAD NETA ESTIMADA POR ANO.HA™ APLICANDO
LOS TRATAMIENTOS PROBIOTICOS 1 Y BG-1 EN UN CULTIVO DE
CAMARON VERSUS AL TRATAMIENTO CONTROL

4000 3.696,29

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

usD

Control Probidticos 1 BG-1
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ANEXO 9. DENSIDADES DESEABLES DE FITOPLANCTON (CEL.ML'I) EN

ESTANQUES DE CULTIVO SEMI-INTENSIVO DE CAMARON (ADAPTADO

DE CLIFFORD 1994)

Células/mL

Componente del Fitoplancton
Bacillariophytes and
Chrysophytes (diatomeas)
Chlorophytes (green algae)
Cyanophytes (blue-green algac)

Dinophytes (dinoflagellates)

Minimo

Maximo
20,000
50,000
10,000 40,000
- 500

Total de células en el fitoplancton

80,000 300,000
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