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Garcia Sanchez, E. Monitoreo de Vibrio parahaemolyticus Y Vibrio harveyi en aguas para

la produccion de camardn blanco (Litopenaeus vannamei).

RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 en la empresa camaronera Granjas Marina San Bernardo,
ubicada en el departamento de Choluteca municipio de Namasigue, comprendido en los
meses de octubre, noviembre, diciembre del afio 2015, con el objetivo de monitorear las
colonias de bacterias Vibrio parahaemolyticus y Vibrio harveyi que se encuentran en el
agua. Se realizaron monitoreo bacteriologico y andlisis de nutriente el los estanque de
produccidn, viveros y canales de abastecimiento de todas la fincas de la empresa. Para la
identificacion de estanque presentan colonias por encima de los limites permitidos. También
se realizaron muestreo de nutriente de igual forma en los estanques, viveros y canales de
abastecimiento de todas las fincas de la empresa. Segun los analisis a la finca, no cuenta con
una extensa proliferacion de Vibrios en aguas, lo cual dicta que no hay mortalidad de
camaron debido a enfermedades provocada por este tipo de bacteria. Por otra parte los
analisis de nutriente realizado en toda la finca no arroja datos establece de los elementos
inorganicos (Fosforo, Nitratos Silicatos) presente en los estanques, lo cual indica que se
fertiliza notablemente los estanques con fertilizante inorganicos y el manejo que se le brinda
para obtener una buena calidad de agua para la produccion de camaron blanco. La presencia
de Vibrio en las aguas es muy habitual debido a que es su habitad natural lo que se requiere
es mantener un debido manejo para mantener dentro de los limites permisible de Vibrio
evitando con esto la proliferacién de enfermedades adulterando el metabolismo del camardn

provocando Su muerte.

Palabras clave: Monitoreo, Bacteriologia, Vibrio sp y Calidad de agua.
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l. INTRODUCCION

La creciente demanda en el consumo del camaron, la dréstica declinacion de sus reservas
naturales y la sobrepesca del mismo, trajo consigo el surgimiento de la camaronicultura. La
industria del cultivo de camaron en Honduras, ha surgido como una de las fuentes de mayor
generacion de divisas en la regién sur principalmente. Sin embargo, las enfermedades
principalmente de origen viral y bacteriano, han ocasionado pérdidas de los cultivos, empleos
e ingresos por caidas de las exportaciones. (Morales, Ruiz, Moura, Solis 2011)

Los patdgenos se encuentran en el medio ambiente acuatico generalmente en forma natural,
muchos de ellos son oportunistas, es decir que mientras los camarones se encuentren en
buenas condiciones, los patdgenos no atacan, de tal manera que su presencia no
necesariamente significa que los organismos se encuentren enfermos. Sin embargo, factores
como los genéticos, calidad del agua, contaminacién del medio ambiente e intensificacion de
los métodos de produccion, estresan a los camarones reduciendo o perturbando el
funcionamiento normal del organismo, haciéndolos altamente sensibles a las enfermedades
y reduciendo las oportunidades de supervivencia (OIRSA-OSPESCA 2010).

Las bacterias principalmente del genero Vibro son patdgenos oportunista, debido a que
infecta a los camarones cuando este se encuentre estresado debido a varios factores fisico y
ambientales. Las bacterias se incrustan en el tracto digestivo y en la hemolinfa del animal

produciendo a ingerir alimento y por ende a la reduccion de su crecimiento (Murillo 2011)

La préactica profesional se realizd en Grupo Granja Marina S.A en todas sus fincas (San
Bernardo, Cadelpa, Crimasa, AQH-SFH) realizando muestreo bacteriol6gico en agua y
camaroén juvenil, para la identificacion de las bacteria del genero Vibrio (parahaemolyticus

y harveyi) ya que ellas afecta la produccion y calidad del camaron blanco



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivos General

Monitorear las colonias bacterias Vibrio parahaemolyticus y Vibrio harveyi que se
encuentran en las aguas y en los camarones, atreves de practica de laboratorio para realizar

los manejos en las fincas.

2.2 Objetivos Especifico

Identificar las bacterias Vibrio parahaemolyticus y Vibrio harveyi como principales agentes
causales de las enfermedad que afecta la produccién de camarén blanco utilizando medio de

cultivo.

Determinar la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) bacteriana que se
encuentra en el agua mediante el agar TCBS (Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa), para
conocer cuél de los Vibrios se encuentra sobre los limites permitidos de unidades formadoras

de colonias.

Conocer los diferentes tipos de analisis de nutriente que se efectlia en las fincas, realizando
esta pruebas mediante Kit de reactivos de Nitrato, Fosforo y Silicato, para decretar que tipo

de nutriente no se encuentra en los niveles 6ptimo para la produccion de camaron.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1 Parametro Fisico quimico de la calidad de agua

Se pueden encontrar diferentes parametros que afectan directamente al camarén tales como:
Temperatura, Salinidad, pH, Oxigeno disuelto, Turbidez. El desarrollo y aparicion de algunas
enfermedades se dan por las modificaciones en los factores fisico-quimicos del medio.
(Sanchez 2003).

3.1.1 Temperatura

Presenta relacion inversamente proporcional con la cantidad de oxigeno disuelto, ya que a
mayor temperatura, menor seran las concentraciones de oxigeno disuelto en el agua. La
temperatura influye en el modo directo en el metabolismo, periodo digestivo, activacién
enzimatica, alimentacion y las enfermedades que afectan (Soluap 1994)

3.1.2 Salinidad

Las cantidades de sales disueltas en el agua del mar se le conocen como salinidad y es lo que
permite que haya una presién osmotica sobre las paredes de la célula de los seres que viven
en ella. Los camarones pueden obtener un crecimiento normal a salinidad entre 28 a 35 ppm
El camardn es un organismo eurihalino, es decir tolera amplios rangos de salinidad gradual.
(Sanchez 2003)

3.1.3 Oxigeno disuelto



La mortalidad de los camarones en un estanque y la disminucion del crecimiento pueden ser
causadas por la baja concentraciones de oxigeno disuelto en el agua. El rango 6ptimo de

oxigeno en el agua es de 3 a 9 ppm. (Sanchez 2003).

3.1.4 Turbidez

Se refiere a todos los materiales en suspension que se encuentra en el agua, tiene influencia
directa con lo que es la concentracion de oxigeno disuelto en el agua y con la altura del espejo

de agua hasta donde penetra la luz. Su rango optimo varia entre 30-40 cm. (Medina 1998)

3.1.5 pH

Mide los iones de hidrogeno disueltos en el agua. Las aguas acidas afectan el desarrollo y
supervivencia de las especies, siendo el suelo del fondo y los sedimentos responsable de la
acidez. (Sanchez 2003)

3.2 Muestreos

3.2.1 Muestreo aleatorio

Cuando se requiera muestrear al azar a una poblacion para determinar el estado de salud o la
prevalencia de algin patdgeno, el niUmero de camarones que Serd necesario colectar va

depender de la prevalecia estimada de dicho patdégeno (Lightner, Pantoja).

3.2.2 Muestreo no aleatorio

En situaciones en las que los camarones exhiben claramente sintomas internos de la
enfermedad, se selecciona por lo menos 10 camarones que muestren sintomas caracteristico

de la enfermedad de la que se sospecha o bien alguna otra anormalidad (Lightner, Pantoja).
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3.3 Factores que influyen en la adquisicion de las enfermedades en camaroén blanco

La adquisicion de la enfermedad en el camaron esta vinculada con la calidad de agua que ella
tiene el estrés que las condiciones ambientales subdptimas ejercen en los organismos,
extiende sus respuestas adaptativas mas alla de sus posibilidades. Provocando un desgaste
excesivo del organismo. La influencia de las condiciones ambientales desventajosas afecta
igualmente al sistema inmunoldgico del camardn, limitando su eficiencia. (Gémez, Roque,
Guerra Flores. 2001)

El estrés se hace sentir inicialmente a niveles bioquimicos y moleculares, induciendo una
serie de respuestas funcionales y estructurales en la regulacion hormonal, metabolismo,
osmoregulacion y regulacion inmunologica, afectando la capacidad de sobrevivencia,

crecimiento y reproduccion de los organismos. (Gémez, Roque, Guerra Flores. 2001)

3.4 Diagndsticos de enfermedades en camaron

Con base en las principales técnicas utilizadas en la actualidad para determinar enfermedades
en camarones, los pasos basicos y métodos que sirven como herramienta para realizar
diagndsticos y detectar agentes etioldgicos en estos crustaceos de gran importancia comercial
en la economia mundial (Cuellar, Morales 2008).

3.4.1 Anamnesis

En la medida de lo posible, el técnico en sanidad responsable de realizar el diagnostico de
una enfermedad en una poblacién de camarones, debe incluir una visita a la instalacion
afectada (maduracion, larvicultura o finca de engorde), el técnico debe recopilar la
informacidn historica previa a la aparicion del brote de la enfermedad. Esto puede incluir

cambios en parametros ambientales o fisicoquimicos presencia de animales como aves, tipo



calidad del alimento suministrado, cambios en los procedimientos o tipos de fertilizantes
(Cuellar 2008).

3.4 2 Bacteriologia

La bacteriologia es un conjunto de métodos que se utiliza como apoyo en el diagndéstico de
enfermedades en camarones, cuando se sospecha que la causa de la enfermedad est&
relacionada con presencia de bacterias patdgenas en el agua de cultivo o dentro del organismo
de los animales. Consiste en la siembra de muestras en diferentes medios de cultivo, para

determinar si hay crecimiento o no de bacterias potencialmente patégenas (Murillo 2011).

Cuadro 1. Rango de Colonias Patdgenas en agua que Representan un Problema para el
Camarén y Tiempo de Espera para Resultados.

Tipo de Colonia UFC/ml Tlerré%c;lfe%ra el
Colonias Luminiscentes > 50 12 — 18 Horas
Colonias Negras > 50 24 Horas
Colonias Verdes > 250 24 Horas
Colonias Amarillas >750 24 Horas

Fuente: Murillo 2011.

3.5 Enfermedades producida por Bacteria en camaron blanco

Las bacterias principalmente las del género Vibrio, son consideradas como patégenos
oportunistas, localizadas principalmente en el tracto digestivo, branquias y cuticula de
camarones penaeidos y ocasionalmente en hemolinfa, ya que en presencia de otros factores
estresantes, pueden desencadenar el desarrollo de infecciones en los organismos tales como
vibriosis, hepatopancreas edematoso y necrético con un alto grado de vacuolizacién en las

células B en larvicultura y engorda. Las especies causantes de altas mortalidades en las



granjas camaronicolas son: Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi, y
Photobacterium daunselae (Cuellar, Morales 2008).

Histéricamente Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus y Photobacterium
damselae han causado problemas en estanques de engorda, mientras que V. harveyi y V.
splendidus se reconocen como dominantes en el cultivo larvario. Sin embargo, muchas de
estas especies también han sido encontradas en la hemolinfa y el hepatopancreas de juveniles
sanos de L. vannamei. En épocas recientes, se ha observado que V. harveyi, ha causado
mortalidades y lento crecimiento también en estanques de engorda. (Gémez, Roque, Guerra
Flores. 2001)

3.5.1 Vibrio harveyi

Vibrio harveyi, una gran negativa, bacteria luminosa, es una de los importantes agentes
etioldgicos de las mortalidades masivas de los sistemas de crianza larval de Penaeus
monodon. La produccién de semilla de camaron frecuentemente tiene problemas debido a la
enfermedad bacterial luminiscente y sufren enormes pérdidas econémicas. Entre los Vibrio
harveyi aislados, algunos son virulentos y otros no, sugiriendo una gran variacion molecular

y genética en este grupo de bacterias (Lightner 2009)

3.5.1 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria entérica, cuyo habitat natural son las aguas marinas,
ya que requiere sal para su desarrollo. En época de calor se encuentra en las aguas litorales y
coloniza a animales del plancton (filtradores como ostras y mejillones, peces y camarén
mientras que durante las épocas frias se encuentra en los sedimentos marinos. Esta bacteria
es afectada por los cambios en la temperatura, salinidad y disponibilidad de nutrientes,
estando el rango de temperatura para su desarrollo entre los 21-37°C y la salinidad entre los

5-30 g L. La Vibriosis (Colonias verdes y amarillas), la bacteria mas frecuentemente aislada
7



son colonias verdes en agar TCBS, se asocia con algunos factores ambientales como alta
temperatura, cambios en la salinidad y elevadas concentraciones de nitrogeno (Camacho-
Gbmez 2014).

3.6 Frecuencia de monitoreo para identificacion de enfermedades bacteriana.

Los analisis bacteriologicos del género Vibrio se realizan una vez al mes siempre y cuando
no se presenten problemas de enfermedad en este caso se realizaran cuando se amerite y
segun sea el caso. Cuando hay una desviacion en los resultados se monitorean una semana

después de aplicarse melaza, para verificar su efectividad (Murillo 2011).

3.7 Manejo de las enfermedades del genero Vibrio

La vibriosis puede ser controlada bajo una rigurosa gestion del agua y la sanidad, para
prevenir la entrada de vibrios en el agua de cultivo, mediante la reduccion del estrés entre los
camarones Se recomienda un incremento en 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 (Venkateswara S.F.)

3.7 TCBS Agar

Preparado segun la formula de Kobayashi et al, es una modificacion del medio selectivo de
Nakanishi Todas las especies de Vibrio patdgenas para los seres humanos, excepto V.
hollisae, crecen en este medio. Este medio se recomienda para el aislamiento de las especies
de Vibrio a partir de las muestras fecales y se menciona en los métodos estandar para el
analisis de alimentos. Es altamente selectivo, cumple con los requisitos nutritivos de las
especies de Vibrio y permite que los vibrios compitan con la flora intestinal. Todos los
miembros del género tienen la capacidad de de crecer en los medios con mayores

concentraciones de sal y algunas especies son halofilicas (BD Diagnostic Systems 2003)



3.8 Manejo de la calidad de agua

La calidad del agua del estanque, es un punto critico en el proceso de produccion y debe ser
controlada en los parametros fisicos, quimicos y biolégicos. Estos deben ser adecuados y
mantenidos dentro de rangos aceptables para el buen desarrollo del camarén. En caso
contrario, la poblacion de cultivo podria pasar a tener bajo crecimiento, proliferacion de
patdgenos con brotes de enfermedad, eventuales mortalidades y baja calidad del producto
final Algunas variables del ambiente acuatico como el pH, la temperatura y la salinidad,
poseen rangos ideales para ciertas especies de bacterias. Cambios en estos factores favorece
la proliferacién de determinadas especies, alterando el equilibrio con la consecuente
dominancia de microorganismos patdégenos. (OIRSA-OSPESCA 2010).

La deteccion de éstos en las aguas contaminadas utilizadas para cultivo de camaron, debe
hacerse de manera oportuna en los casos que exista contaminacién de cuerpos de agua, para
evitar mortalidades en la poblacion y/o pérdida en la calidad del producto final. Esto implica
que los monitoreo se realicen no s6lo en las unidades de produccién (tanques o estanques),
sino también en los canales reservorios, estaciones de bombeo y fuentes de suministro de
agua (OIRSA-OSPESCA 2010).

3.8.1 Monitoreo de la calidad de agua
El manejo de la calidad del agua es la base para una buena produccién y para proteccion de
la calidad ambiental. La granja debe contar con un plan para el monitoreo de los parametros

fisicos, quimicos y bioldgicos de los estanques, en el cual se definan los procedimientos a
seguir con cada uno de ellos enfermedades (Boyd, Kwei Lin, Pantoja y Brock 2005).

3.9 Importancia de la produccion natural en estanque cultivado

3.9.1 Productores Primarios



Los principales productores primarios son: las bacterias autdtrofas y heterétrofas, el
fitoplancton, el fitobentos y las macrofitas. El fitoplancton es en la mayoria de los casos, la
comunidad que tiene una aportacion mas importante en cuanto a biomasa, aunque las
bacterias pueden llegar a representar una contribucion significativa, cuando son manejadas

adecuadamente (Colindres 2009)

A) Fitoplancton

El fitoplancton constituye el primer y mas importante eslabon de la cadena tréfica en la
mayoria de los ecosistemas acuaticos y de su abundancia y composicion depende una
compleja comunidad de otros organismos incluyendo el zooplancton, el zoobentos y el
necton. Se recomienda mantener un florecimiento vigoroso de fitoplancton desde unos dias
(5 a 10) antes de la siembra de las postlarvas o juveniles y durante el ciclo completo de
cultivo. Esto contribuiré eficientemente a mantener una adecuada calidad del agua en los

estanques (Martinez- Camparia 2004).

El fitoplancton es el primer eslabon en la cadena alimentaria del estanque. Una adecuada
fertilizacion del estanque, producira también adecuada cantidades de fitoplancton disponible
para los camarones. El crecimiento de algas en el estanque ayudara a la produccion de
oxigeno durante el dia. Sin embargo, si el crecimiento de algas y fitoplancton se hace
excesivo, la cantidad de oxigeno disuelto podia descender ya sea por el consumo de oxigeno
durante la noche o por reacciones inherente al proceso de descomposicion de materia

organica (Haws 2001).

B) Bacillariophyta (Diatomeas)

Las diatomeas son una clase de algas unicelulares microscépicas y se multplican por division
celular, son conocidas también como Bacillariophytas son uno de los mas comunes tipos de
fitoplancton, son considerado foto sintetizadores acuaticos importante ricos en nutrientes.

Las diatomeas bénticas revisten importancia nutricional cuando se emplean como alimento
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para postlarva y camarones jovenes. Este tipo de alga es de la responsable del sabor en el
cultivo de camaron (Boyd 2009)

C) Cyanophyta (algas azule verdosa)

Las algas azul-Verdosa han sido responsables de la temprana acumulacion de oxigeno en la
atmosfera terrestre. La reproduccién asexual es por fragmentacion de colonias, ellas estan
presente en aguas de variado rango de salinidad temprana. Las cyanophitas es la responsable
de problemas ecoldgicos, econdmicos y sanitarios. Algunas producen toxinas que causan el

mal sabor en el camardn (Boyd 209)

3.9.2 Fertilizacién

El objetivo de manejar la calidad del agua es mantener un moderado pero estable Bloom del
fitoplancton. La mejor forma de lograr esto es mediante un agresivo programa de fertilizacion
donde se apliquen 1-2 kg Ny 0.5 a 1 kg de P /ha por semana. (Boyd 2010). La fertilizacion
tiene como objetivo fundamental, promover los nutrientes necesarios para el desarrollo de
una comunidad fitoplantonica sana, vigorosa y en fase de crecimiento acelerado, con especies
deseables como diatomeas. En la fertilizacion es muy importante tomar en cuenta la
proporcion N: F, ya que de ella depende en gran medida el tipo y la concentracion de micro
algas a desarrollar (Molina- Villarreal 2008)

3.9.3 Fertilizacién Inorganica

Fertilizantes inorganicos o sintéticos son productos quimicos que se utiliza como fuente de
nitrégeno (urea, nitratos de amonio o potasio) y como fuente de fosforo (superfosfato triple
de calcio, fosfato mono y di-amonico); silicato como fuente de silice. Para agregar
fertilizantes inorganicos a los estanques, se debe considerar las variables como ser el tipo de
fertilizantes (clase de nutrientes, composicion y solubilidad), relacion de nitrégeno a fosforo
(N: F), dosis diaria y frecuencia de aplicacion (Cruz 2013

11



A) Tipos de Fertilizantes

Los principales nutrientes que influyen el crecimiento del fitoplancton, son: nitrégeno,
fosforo y silice. La urea es el tipo de fertilizante mas comun, es econdmico y estimula buen
crecimiento de fitoplancton. Se recomienda el uso de urea como la principal fuente de
nitrogeno, a no ser que haya disponible otro fertilizante nitrogenado mas econémico. Aunque
la urea debe ser transformada hacia amonio antes de ser asimilada por las algas, a las

pequefias dosis utilizadas, el riesgo de deterioro de la calidad de agua es bajo (Cruz 2013).

La toxicidad del amonio, pero los fertilizantes basados en nitratos (nitrato de sodio, nitrato
de amonio) evitan este problema, ademas de promover el crecimiento de plancton. Tanto la
urea como los fertilizantes basados en nitratos, generalmente tienen solubilidades altas
(Cook, Clifford 1998).

Para los fertilizantes fosforados, la solubilidad es el criterio mas importante en la seleccion
de cual tipo de fertilizante deberia ser usado. Idealmente, las formas liquidas tales como el
acido fosfarico son preferibles, pero su uso en los estanques de camarén aun no son una
practica establecida. Los fertilizantes fosforados en polvo u granos, deben ser disueltos
completamente en agua antes de su aplicacién. Ironicamente, el superfosfato triple (SPT) es
frecuentemente citado como uno de los fertilizantes fosforados usados mas comun, aunque
de por si tenga el coeficiente de solubilidad mas bajo de todos los fertilizantes usados basados
en fosforo. El fosfato di-amodnico (DAP) y fosfato mono-aménico (MAP) se disuelven mas

rapidamente que el SPT y se encuentran ampliamente disponibles (Cook, Clifford 1998).

En granjas camaroneras con bajos niveles ambientales de silice (Si) en el agua de entrada,
usualmente se aplican a los estanques fertilizantes con Si para promover floraciones de
diatomeas. Las diatomeas, tienen una capsula gruesa basada en Si y por lo tanto tienen un
mayor requerimiento de este compuesto que otras formas de fitoplancton. Cuando el Si es
deficiente, las diatomeas no se desarrollaran bien. El agua estuarina normalmente contiene

suficiente Si, pero se puede agregar Si (Cruz 2013).
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Las agua estuarina normalmente contiene suficiente cantidad de silice, produciéndose de
manera natural, se puede agregar en forma suplementaria hasta lograr que se mantenga por
debajo de 1.0 ppm. El fertilizante comdnmente mas usado es el meta silicato de sodio ya sea
en forma liquida o anhidrido. Generalmente, los fertilizante, con silice son caros y dificil de
conseguir, y por esta razon se recomienda agregarlo como insumo suplementario solo cuando

se absolutamente necesario (Talavera 1996)

B) Relacion Nitrogeno: Fosforo

Se debe tener cuidado en la determinacion no solamente de cual fertilizante agregar, pero
también la cantidad a agregar, ya que es importante mantener el balance correcto entre los
nutrientes. La deficiencia tanto de nitrogeno como fosforo, limitara el crecimiento de todos
los tipos de fitoplancton. La cantidad relativa de N a P disponible en el agua ejerce una
influencia sobre el tipo de algas que domina en el estanque. Cuando la tasa de dos elementos
es muy cercana (N:P < 5:1), generalmente predominaran los dinoflagelados y flagelados.
Cuando la tasa alcanza 15-20:1, es promovido el crecimiento de diatomeas. Cuando la
cantidad de nitrégeno es muy alta en relacion a los niveles de fosforo, son favorecidas las
algas azul-verdosas. Generalmente, es aceptado que las condiciones del estanque son
optimizadas cuando las diatomeas dominan las poblaciones de fitoplancton (Cook, Clifford
1998).

3.9.3 Frecuencia de aplicacion de Fertilizante

Para lograr el mantenimiento de una poblacion de algas estable, es importante que se
mantenga tantas densidades de fitoplancton adecuadas, asi como que sea controlada la
floracién de algas; no se debe permitir que sea muy densas para evitar la desestabilizacion de
las poblaciones de fitoplancton (EMIH 2011).
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Las poblaciones excesivamente densas de algas pueden producir niveles bajos cronicos de
(OD). Ocasionalmente, la floracion algas puede caer, dando como resultado la muerte subita,
la cual puede dar como resultado niveles bajos de (OD) al descomponerse las algas muertas.
Pueden ocurrir mortalidades de camarén después de una caida algas. El crecimiento
sobreabundante del fitoplancton puede ser prevenido aplicando pequefias cantidades
frecuentes de fertilizantes en lugar de dosis grandes, infrecuentes (Cook, Clifford 1998).

3.9.4 Método de Aplicacion de fertilizantes

Tanto los fertilizantes inorganicos como organicos deben ser regados sobre el fondo del
estanque antes de ser llenado. Los fertilizantes fosforados pueden ser colocados en las
entradas de agua para gque se disuelvan a medida que discurre el agua de entrada o disueltos
por separado. La primera dosis de mantenimiento de harinas vegetales debe ser aplicada tan
pronto como sea llenado el estanque y luego continuar aplicaciones segun sea requerido “por
el cultivo (Cruz 2013)

Cuadro 2 Rangos 6ptimo de nutriente inorganicos presente en los estanque de camarén en
produccién.

Rangos 6ptimos
Nitratos 3.0-5.0
mg/L
0.2-0.8

Fosfatos mo/L
e 4.0-6.0
Silicato mo/L

Fuente: Murillo 2011
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IV. MATERIALESY METODOS

4.1 Descripcion del sitio de la Practica

El trabajo profesional supervisado se realizd en la finca camaronera de Grupo Granjas

Marina S. A. la cual esta ubicada en el municipio de Namasigue a 45 Km. En el departamento

de Choluteca Honduras. La temperatura varia entre los 25 y 38 °C y una precipitacion anual

de 1600 mm

4.2 Materiales y Equipo

Placas Petri

Guantes de latex estéril médium

Alcohol técnico al 95%

Agua destilada

Papel toalla

Agar TCBS

Mascarillas

Micropipetas de 10-100 pl

Cajas Punta azul para micropipetas de 10 — 100 pl
Gradillas para tubo de ensayo

Mecheros

Erlenmeyer de 1000 ml

Tubo de ensayo con tapa de rosca de 20 x 150 mm
Autoclave

Balanza de precision 600 gr. x 0.01 gr.

Estufa eléctrica

V VV V V VYV V V V VYV V V V V V V VY

Fosforos
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Marcador
Masking Tape
Espectrofotometro

Y V VYV V

Kits de reactivos de (Fosfato, Silicato, Nitratos y Amonio)

4.3 Descripcion de las practicas a realizar

Para realizar el presente trabajo, se monitoreo 308 estanques de engorde por cada monitoreo
que se realizd, 32 estanques de viveros y canales de abastecimiento en todas las fincas del
grupo Granjas Marinas S.A (San Bernardo, Cadelpa, Crimasa, AQH-SFH) en los meses de
octubre, noviembre y diciembre del afio 2015. Con el objetivo de identificar las bacterias del
género Vibrio (parahaemolyticus y harveyi) para ello se tomaron muestras bacterioldgicas
en el agua y analizadas en laboratorio, asi mismo se realizaron inspecciones sanitarias por
medio de biopsias s en el cuerpo del camarén tanto en hemolinfa como hepatopancreas para
determinar la presencia de las bacterias. Por otra parte se tomaron muestras de agua para el
analisis de nutrientes presentes en los estanques (Silicato, Fosforo, Nitrato, y Amonio) con

la ayuda de Kits especializados (marca Merk).

4.3.1 Toma de muestra de agua para analisis bacteriano

Se obtuvo una muestra de agua por cada estanque, en tubo de ensayo con tapén, introdujo el
tubo tapado en el agua a 50 cm de profundidad, luego se destapo dentro del espejo de agua,

para la toma de muestra, una vez lleno el tubo se procedié a cerrarlo de inmediato.

4.3.2 Procedimientos para analisis bacterioldgico en agua

Se desinfecto el area (mesa) donde se trabajo con alcohol clinico al 95%. Se ubicé en la mesa
los implementos que se necesitan como ser: placas, marcador, tubos de ensayo con la muestra
de agua, marcador, asas microbioldgicas, mecheros, puntas estéril y pipeta. Las placas se

enumeran de acuerdo al tipo de estanque que se va sembrar en la placa Petri.
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Se agito cada tubo de ensayo que contenia la muestra de agua proveniente del estanque
(estanque de produccidn, canales reservorios y/o estero), se tomd con la pipeta una punta
estéril y se succionaron 100 microlitros de agua, se depositaron sobre el medio que contiene
la placa (TCBS). Se esterilizo el asa microbiologica con el fuego de los mecheros y se
dejaron enfriar. Se distribuyo el agua por toda la placa con el asa microbioldgica, se incubo
a 33 °C por 18-24 horas.

4.3.3 Toma de muestra de juveniles (camarones)

Se prepar6 una solucién desinfectantes para sumergir atarraya y los recipientes a usar en
yodo a una concentracion de 100 ppm. Se selecciond cuatro animales por cada laguna, lo
camarones se selecciond 4 camarones de los cuales fueron dos en la entrada del estanque y
de la misma manera en la salida, se depositaron en una bolsa y/o bote debidamente rotulado

y con suficiente agua para transportalos al laboratorio vivo.

En el laboratorio se rotulo la placa con el nimero del estanque y se procedié a sacar los
camarones para desinfectarlos con alcohol etilico grado técnico al 95% y secarlos con papel
toalla, para evitar contaminar las placas. Luego se realizd la biopsia de hepatopéancreas y

obtencion de hemolinfa y estas se depositan en la placa con agar TCBS.

4.3.4 Biopsia de hepatopancreas y obtencién de hemolinfa

Se tom6 una placa Petri con agar TCBS previamente rotulada y se traz6 con linea de separado
con marcador indeleble, siguiendo un trazado de cuatro puntos alrededor para depositar la

hemolinfa.

Se corto las antenas de cada animal para extraer la hemolinfa y se deposité una gota de
muestra de hemolinfa en cada punto trazado en la placa.
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Colocando una pequefia parte de hepatopancreas en la misma placa, en la mitad opuesta y

dejar incubar a 33 °C y/o temperatura ambiente durante 18-24 horas.

4.3.5 Medicion de concentracion de Nitrato, Fosforo, Silicato, Amonio en lagunas

cultivadas

Se introdujo la muestra de 5 ml, al cual se le aplica reactivos dependiendo del elemento que
se quiere medir, después el espectrofotometro realiza el proceso y da conocer las

concentraciones del elemento que posee la laguna.

Para determinar la concentracion de N (nitratos), el rango optimo es de 3-5 se utiliza un

reactivo llamado Kit de nitrato, esto consistié en los siguientes pasos.

a) Setomo 1 Ml de muestra de agua y luego se deposit6 en un tubo de ensayo.
b) Seaplic6 5 Ml de solucion de NOs 1 del reactivo (Kit de nitrato).

c) Se le agrego 1.5 Ml de la solucién de NOs 2 del reactivo

d) Se agito y se dejo reposar durante 15 minutos

e) Se us6 dos micro cucharada del reactivo NOs 3 Kit de nitrato

f) Se agito vigorosamente y se dejo reposar durante una hora

g) Por ultimo colocar la muestra en una cubeta de 10 ml y medir en el espectrofotometro

Para el calculo de la concentraciones de Fosforo (P) se realizo con el reactivo llamado kit de

fosforo, los rangos éptimos es de 0.2-0.8 el cual consiste en series de paso

a) Se recogio una muestra de agua de 5 ml de la cual debe ser agregada en un tubo de
ensayo.
b) Se aplicd 5 gotas de solucion POs -1 del reactivo kit de fosfato y luego agitar.

c) Se adiciono 1 cucharada PO4 -2 del reactivo kit de fosforo y agitar nuevamente
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d)

Dejar en reposo por 5 minutos, luego introducir la muestra en la cubeta de 10 ml y

medir en el espectrofotometro.

Para el célculo de las concentraciones de silicato (SiO>), se realiz6 con un reactivo kit de

silicato. Este analisis se realizara una vez por mes para determinar la necesidad de Silicato y

asi dar la recomendacion de la cantidad a aplicar por laguna, el rango es de 4-6 mg/L, y se

realiza los siguientes pasos:

d)

Se tomd 5ml de la muestra de agua tomada de la laguna y Agréguela en un tubo de
ensayo

Se agreg6 a la muestra 3 gotas del reactivo Si -1, agitar y dejar reposar por 3
minutos.

Se adiciono 3 gotas del reactivo Si- 2 agitar y luego agregar 0.50 ml del reactivo Si-
3.

Dejar reposar por 10 minutos luego introducir la muestra en la cubeta de 10 ml y

medir en el espectofotometro.

Las muestras de amonio se realizaran cada vez que se va sembrar una laguna para la cual se

debe tomar una muestra por entrada y una por salida para poder tomar la decisién de por qué

compuerta sembrar Yy para realizar muestras de nutrientes se tomara una muestra solo de la

compuerta de salida de la laguna, los pasos son los siguientes

a)

Tomar 5 ml de la muestra de agua tomada de la laguna y agréguela en un tubo de
ensayo.

Afadio a la muestra 0.60 ml del reactivo NH4 -1 y agitar.

Se deposito 1 micro cucharada del reactivo NH4 -2 y agitar nuevamente.

Se dejé en reposo por 5 minutos

Una vez trascurrido los 5 minutos se agrega 4 gotas del ultimo reactivo NHs- 3 'y
agitar. Dejar reposar por 5 minutos; una vez trascurrido este tiempo, se introduce la

muestra en una cubeta de 10 Ml y medir en el espectrofotometro.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El monitoreo de las bacteria Vibrio parahaemolyticus y harveyi se realiza una vez al mes
debido que producen enfermedades por lo tanto perdidas en el cultivo de camarén
principalmente en la etapa de engorda. Es necesario realizar este monitoreo para llevar un
registro mensual y anual de la presencia de esta enfermedades en la finca, y llevar mejor
manejo a los estanque para evitar esta mortalidades y perdidas financiera que esta causa a la

empresa.

Se realiz6 tres monitored de bacteria en todas las fincas de la empresa en los meses de
octubre, noviembre y diciembre del 2015, se monitoreo a los estanque que estaban sembrado

y tenia camardn juvenil de aproximadamente mayor a tres gramos de peso.

5.1 Monitoreo de Vibrio parahaemolyticus y harveyi en las finca de grupo Granjas
Marina.

5.1.1 Monitoreo Bacterioldgico a las fincas

A) Monitoreo a los Estanques de Produccion

Se realizaron tres muestreos bacteriolégicos en 308 estanques con camarén en la etapa de
engorda, en todas las fincas del grupo granjas marinas S.A. Los analisis demostraron que
un promedio de diez estanquen contenian unidades formadoras de colonias luminiscentes
(UFC) arriba de los limites permitidos (Ver cuadro 1) considerando temperaturas promedio
de 29.7 °C y una salinidad de 16 ppm. Segun Lightner (2009) Las colonias luminiscentes
pertenecen al género Vibrio especie Harveyi. Asi mismo se logro constatar que 26 estanques
presentaban arriba de 750 UFC/ml de color amarillo. También se observé la presencia de

colonias verdes en 16 estanques con un indice mayor a 250 UFC/ml. Referente a los Gltimos



dos tonos de coloracion en la muestra, Gomez (2014) da a constatar que pertenecen al género
Vibrio de la especie parahaemolyticus. Cabe destacar que el resto de los estanques
muestreados se mantuvieron en los limites permitidos que establece la empresa Grupo

Granjas Marina.

B) Viveros de camarones Juveniles y canales de abastecimiento de agua

Se efectuaron tres muestreos bacteriologico a 32 viveros de camardn juvenil y también
canales que abastecen de agua a los diferentes estanque de engorda y viveros juveniles de la
fincas de la empresa Grupo Granjas Marina S.A. Los analisis demostraron que en un
promedio de tres viveros y canales con unidades formadoras de colonia (UFC) luminiscentes
con indices mayores a 50 UFC/ml. (Ver Cuadro 1). Asimismo se observé la presencia de
colonia verdes en tres viveros por encima de los limites permitidos de unidades formadoras
de colonias (UFC). (Ver cuadro 1). También se constatd con la presencia de siete viveros con
colonia amarilla con indice mayor a 750 UFC/ml. Cabe recalcar que los demas viveros
juveniles y canales de abastecimiento de agua se encontraban en los limites permitidos que

establece la empresa Grupo Granjas Marina

5.3 Monitoreo de hepatopancreas y hemolinfa del camaroén

El monitoreo de bacteria en los 6rganos del camaron principalmente el hepatopancreas y la
hemolinfa, se restringe solamente verificar la presencia de la bacterias Vibrios
(parahaemolyticus y harveyi). No se realiza el conteo de esta bacteria en los 6rganos debido
a que presenta solamente exudados y no colonias de bacterias como tales se presentan en el
agua, por lo tanto los resultados son observacionales y se restringe en la presencia o ausencia

de estas bacterias en los dos drganos antes descritos del camaron.
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5.2 Andlisis de Nutrientes

Segun, Granjas Marina San Bernardo (2006), los fertilizantes inorganicos tiene una gran
influencia en el crecimiento semanal en el cultivo de camaron ya estos promueven la
produccion de fitoplancton, ya que es de gran utilidad en las primeras semanas del ciclo para
el cultivo en el periodo de desarrollo del camardn y asi obtener buenos rendimiento en
cosecha. EI mejor rendimiento del cultivo por lo general se da cuando se le aplica la mayor

cantidad de fertilizante inorganico en las primeras semanas de siembra.

El monitoreo de la calidad de agua para la empresa antes descrita es esencial, para conocer
el contenidos de nutrientes inorganico con los que cuentas. Se realizaron tres muestreos a
257 estanque en produccion en promedio. Asimismo se monitorearon los parametro fisico
quimicos de los estanque con promedios de salinidad de 16ppm, con temperaturas de 29.7 °C
y con turbidez de 39 cm. Los pardmetros fisico quimicos son promedios de la empresa lo

cual se tomé de las fincas muestreada.

Uno de los elementos muestreado fue el nitrato, con datos que fueron de 2.5mg/L, segun el
cuadros 2 las finca cuenta con valor inferior de los rangos 6ptimos de nitratos, Cuando se
obtienen valores inferiores a lo dptimo es necesario fertilizaciones inorganico principalmente
para este nutriente serd un fertilizante con fuentes nitrogenadas principalmente. , segiin Cook,
Clifford 1998, el nitrato en su rango éptimo ayuda a la mejor proliferacion de plancton la

cual son fuente de alimento en la primera etapa del camaron.

Los elementos como ser el fosforo y el silice se encuentra en los rango 6ptimo. Los resultados
en promedio para fosforo es de 0.34 mg/L, se encuentra en su rangos optimo (Cuadro 2) para
el crecimiento y rendimiento del camaron en etapa de engorde. El Silice se obtuvo un
promedio de 8.09 mg/L con este datos se encuentra por encima de los rango optimo por lo
tanto no es necesario fertilizar. Segun Cruz 2013, el silice ayuda a promover el crecimiento

de las Diatomeas que esta algas ayuda al mejor sabor del camaron en la etapa de cosecha.
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VI. CONCLUCIONES

Las bacterias del genero Vibrio, son colonias que viven en ambiente natural con el cultivo de
camaron, pero cuando las bacteria sobre pasan los limites permisible se vuelve una potencial
amenaza a la produccidn del cultivo en etapa de engorde. Debido que esta bacteria se aloja
en organos del camaron, afectando el apetito del animal, el crecimiento y por ende

provocandole la muerte, causando pérdidas econémicas en la produccion camaronera.

El Vibrio son colonias de bacteria que su habitad natural es agua salada, son muy abundante
y diversa, siempre estan presente en el estanque debido a que es su vida natural. Las bacterias
bajo los limites permisible no producen enfermedades al cultivo por ende no producen
perdidas econdmicas. Lo que se debe cuidar permanentemente es la calidad del agua para
evitar que se prolifere la unidad formadora de colonia y que se estrese el camaron para evitar
que se introduzca la bacteria y produzca las enfermedades.

El manejo que se realiza a estas bacteria, son los recambio constante de agua, se evita los
factores fisico controlables siempre se encuentre en los rangos 6ptimo para la produccion de
camaron, con esto evitamos la susceptibilidad del animal para adquirir la enfermedades y
también evitamos la proliferacion excesiva de las colonia de Vibrio en los estanque de

produccién.

La aplicacion de fertilizantes inorganicos ayudan a la reduccion de costos finales, debido a
la rebaja en costo de alimento concentrado, ya que los fertilizante es de menor precio, con
esto obtenemos un buen rendimiento en cosecha, debido a que se mantiene la calidad de agua

y los nutriente presente en el agua en sus rangos éptimo para la produccién.
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ANEXOS



Anexo 1 Datos del muestreo de 6rganos y agua para la identificacion de las bacterias Vibrio
harveyi y parahaemolyticus

ESTANQUE

FUENTE DE

COLONIAS

TOMA DE
MUESTRAS

LUMINISCENT
ES

AMARILLAS

VERDES

NEGRAS

OBSERVACIONES

L 1001

AGUA

30

680

50

HEPATOPAN
CREAS

0%

25%

0%

HEMOLINFA

0%

0%

0%

Crecimiento de colonias dentro de los limites.

L 1002

AGUA

20

760

100

HEPATOPAN
CREAS

75%

25%

HEMOLINFA

Crecimiento de colonias amarillas.

L 1003

AGUA

650

HEPATOPAN
CREAS

25%

HEMOLINFA

0%

Crecimiento de colonias dentro de los limites.

L 1004

AGUA

560

HEPATOPAN
CREAS

25%

0%

HEMOLINFA

Crecimiento de colonias dentro de los limites.

L 1005

AGUA

810

20

HEPATOPAN
CREAS

50%

0%

0%

HEMOLINFA

0%

0%

0%

Crecimiento de colonias amarillas.

L 1006

AGUA

290

30

HEPATOPAN
CREAS

25%

0%

0%

HEMOLINFA

0%

Crecimiento de colonias dentro de los limites.

L 1007

AGUA

20

HEPATOPAN
CREAS

0%

0%

0%

HEMOLINFA

0%

0%

0%

Crecimiento de colonias amarillas.

L 1008

AGUA

30

10

HEPATOPAN
CREAS

0%

50%

0%

0%

HEMOLINFA

0%

0%

0%

0%

Crecimiento de colonias dentro de los limites.

Anexo 2 Tabla de datos obtenidos en el muestreo mensual de nutrientes en las diferentes

fincas del Grupo Granjas Marina

Amonio | Nitrato | Fosfato | Silicato Fertilizar Lbs/ha
Estanque NH3+ NO3+ (PO4) (Si02)
(mg/lt) | (mg/lt) | (mg/lt) Mg/lt |Fertilake [FosfolakeSilicalake

1 0.20 2.40 0.70 4.09 13 0 0
2 0.21 2.30 0.60 4.50 17 0 0
3 0.23 2.50 0.32 4.30 10 0 0
4 0.20 2.30 0.35 4.19 17 0 0
5 0.18 2.30 0.45 4.25 17 0 0
6 0.16 2.40 0.55 4.36 13 0 0
7 0.18 2.60 0.50 4.22 7 0 0
8 0.19 2.40 0.60 4.26 13 0 0
9 0.18 2.60 0.58 5.66 7 0 0
10 0.20 2.50 0.47 5.35 10 0 0

Anexo 3 Extraccion de los organos del camaron para la identificacion de la presencia de

bacteria.
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Anexo 5 Sembrado de agua de los diferentes estanques y conteo de bacterias presente en el
agua 24 horas después de sembrado.
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Anexo 6 Kit de reactivos para realizar las lecturas de los andlisis de nutrientes.

Anexo 7 Aplicando los reactivos a la muestra de agua para su posterior lectura.

Anexo 8 Lecturas con el espectrofotdmetro de la cantidad de nutriente que presenta la
muestra de agua que se extrajo del estanque de agua.
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