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Resumen

La apariciéon de bacterias en cultivos de Penaeus
vannamei  (Boone, 1931) resistentes a los
antibidticos, ha impulsado la investigacion para
encontrar nuevos compuestos con propiedades
antimicrobianas. Ademads, durante el segundo
ciclo de cultivo de camarén en 2017 se presentaron
casos de mortalidad en etapas tempranas,
posiblemente por la aparicién de cepas bacterianas
como el Vibrio parahaemolyticus causante del
Sindrome de la Mortalidad Temprana (SMT). Esto
sugiere que los patogenos ya estan establecidos en
los sistemas de produccién o en los ecosistemas
circundantes, y por lo tanto es necesario disefiar
estrategias  biotecnolégicas de  evaluacién,
prevenciéon, contenciéon y erradicacion de
patégenos, que se puedan implementar en las
primeras etapas del cultivo, y que ademas sean
amigables con el ambiente. Por esta razén en el
presente trabajo se evalué una estrategia para
contrarrestar patégenos bacterianos en camaron,
desde un enfoque sustentable y ecolégico. En este

sentido, se evalud la capacidad del biofiltro en
sistemas acuicolas con recirculaciéon (SAR) para
contrarrestar a una cepa de V. parahaemolyticus
causante de AHPND. Los resultados mostraron
que los SAR promueven el establecimiento de
bacterias del género Bacillos sobre el género Vibrio
en los sistemas de cultivo y confieren proteccion
contra el V. parahaemolyticus causante de AHPND.
Ademas, se redujeron los niveles de amonio y
nitritos de manera proporcional a la cantidad de
sustrato en el biofiltro.

Los resultados obtenidos permitirdn determinar
que los recursos biotecnolégicos aplicados de
manera individual protegen en diferentes medidas
contra infecciones bacterianas.

Palabras clave: SAR, AHPND, Biofiltro, Penaeus
vannamei

Abstract

Currently, the white shrimp is the most important
aquatic species cultivated in Mexico. However, viral
and bacterial diseases remain a threat during
larviculture. The emergence of antibiotic-resistant
bacteria has prompted research to find new
with
addition, during the second crop cycle in 2017, there

compounds antimicrobial ~properties. In
were cases of mortality in very early stages of the
culture, possibly due to the appearance of bacterial
Vibrio
Early Mortality

resistant to antibiotics such as
that
Syndrome (SMT). This suggests that pathogens can

strains

parahaemolyticus cause

come from postlarvae production laboratories (PLs)

and therefore, it is necessary to design
biotechnological strategies for the evaluation,
prevention, containment and eradication of

pathogens, which can be implemented in early
stages of culture, and that are also friendly to the
environment. For this reason, in the present work,
strategies against bacterial pathogens in shrimp were
evaluated, from a sustainable approach, techniques
applicable to culture systems were designed to
prevent the entry of bacterial pathogens.
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In this sense, biofilters were evaluated in recircu-
lating aquaculture systems (RAS) that have the
ability to harbor microbiota that consume nitroge-
nous compounds dissolved in the water column,
have immunostimulating properties and compete
for space with potentially pathogenic bacteria. V.
parahaemolyticus strain causing acute hepatopan-
creatic necrosis disease (AHPND) was character-
ized and the method for performing infections un-
der controlled conditions was standardized. The
results showed that RASs promote the establish-
ment of bacteria of the genus Bacillus spp and re-
stricted the genus Vibrio spp in culture systems. In
addition, the levels of ammonium and nitrites in
the culture systems were reduced in proportion to
the amount of substrate in the biofilter. The results
obtained will make it possible to determine that
the biotechnological resources applied individual-
ly protect in different measures against bacterial
infections.

Key words: RAS, AHPND, Biofilter, Penaeus van-
namei

INTRODUCCION
En las tltimas décadas, la acuicultura se ha

desarrollado hasta convertirse en una de las activi-
dades mas importantes por su capacidad de pro-
ducir alimentos de excelente calidad nutricional y
de generar ingresos para millones de personas en
el mundo.

Esta actividad presenta desde hace varios
afios un crecimiento acelerado (4.5% anual). Ac-
tualmente, casi el 88% de los productos pesqueros
a nivel mundial estan destinados a la alimentacién,
debido a la gran demanda del mercado por los
productos acuaticos (FAO, 2018). Sin embargo, el
crecimiento acelerado de la acuicultura ha ocasio-
nado un impacto negativo en el ambiente, debido
a que los efluentes de los sistemas de cultivo vier-
ten grandes cantidades de compuestos organicos,
contaminando los ecosistemas receptores de estas
aguas residuales (James, 2009). Para amortiguar el
impacto negativo de la acuicultura, se ha propues-
to el desarrollo y la implementacién de nuevas tec-

nologias acuicolas para el uso sustentable de los
recursos (Martinez-Porchas y Martinez Cérdova,
2012). Para el cultivo de organismos acuédticos se
han utilizado dos tipos de sistemas: 1) Abiertos:
como son los extensivos, semi-intesivo y de flujo
abierto (FAO, 2018); y 2) De ciclo cerrado: como es
el sistema de recirculacién acuicola (SAR o RAS,
por sus siglas en inglés) (Timmons y Ebeling, 2010;
Avnimelech, 2006). Los primeros destacan por ser
de bajo costo, por la poca inversién en infraestruc-
tura, bajo costos en suministro de alimento y por-
que los organismos cultivados aprovechan el ali-
mento que en forma natural se produce en los
cuerpos de agua, ya que estos cultivos se colocan
cerca de las fuentes de agua naturales (FAO, 2013),
sin embargo, estos cultivos suelen tener un impac-
to negativo sobre el ambiente si no se proporciona
un tratamiento adecuado de las aguas residuales.
En el caso de los sistemas de ciclo cerrado, en las
tltimas décadas se han evaluado y aplicado en la
acuicultura, por su capacidad de disminuirlos im-
pactos negativos al medio natural.

Estos sistemas se basan en una reducciéon
del uso del recurso hidrico y promueven un au-
mento en la densidad de los cultivos, ya que se tie-
nen controladas las condiciones ambientales
(Timmons y Ebeling, 2010; FAO, 2013). Otras de
las caracteristicas que distinguen a los sistemas
cerrados es la baja o nula tasa de recambio de agua
y la bioseguridad dentro del cultivo (Ahmad et al.,
2017). Los SAR se basan en el tratamiento y reutili-
zacion del agua, aprovechando la capacidad de las
comunidades bacterianas que oxidan y consumen
los compuestos nitrogenados y la materia organica
(Timmons y Ebeling, 2010; Jiménez-Ojeda et al.,
2018). Los camarones pueden acumular diversas
especies de bacterias en su tracto intestinal, bran-
quias y exoesqueleto (Jiravanichpaisal et al., 1994).

Los Vibrios, uno de los géneros que confor-
man esta microbiota, son microorganismos
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oportunistas que responden a los cambios en las
condiciones ambientales provocadas por la acua-
cultura, llegando a tener en algunos casos caracte-
risticas toxicas y patogénicas para los camarones.
Vibrio es una bacteria Gram negativa de la familia
Vibrionaceae, en forma de coma, moviles, tolerantes
a salinidades y anaerobia facultativa (Thompson et
al., 2004). Las enfermedades causadas por esta bac-
teria son descritas como: vibriosis, enfermedad
bacterial, septicemia bacteriana de los peneidos,
vibriosis luminiscente, enfermedad de las patas
rojas (Aguirre-Guzman et al., 2004) y el sindrome
de la necrosis hepatopancredtica aguda
(VPAHPND). Debido que el AHPND se presenta
en los primeros estadios de la engorda del cama-
rén, los productores podrian adoptar estrategias
como el SAR como una alternativa aplicable a pre-
crias, disminuyendo asi los estadios criticos de la
enfermedad. Ademas, se tiene evidencia que utili-
zando filtros biolégicos en los SAR es posible pro-
mover la inmunoestimulacién de los organismos
mostrando aumentos transcripcionales a nivel ge-
nético (Soto-Alcala et al., 2019) pudiendo hacer mas
resistentes a los camarones contra la enfermedad
producida por V. parahaemolyticus. De esta manera,
es importante investigar si el material con el que se
encuentra constituido el filtro biolégico como fi-
bras de polietileno promueve la fijacién de bacte-
rias benéficas como Bacillus sp. para los organismos
y por ende la disminucién del impacto producto de
la enfermedad por vibriosis.

MATERIALES Y METODOS
Organismos experimentales
Las postlarvas de camarén utilizadas en los

experimentos fueron obtenidas de diferentes labo-
ratorios comerciales de produccién de postlarvas
(PL12 = 80 mg+20 mg). Se obtuvieron lotes (~ 5000
organismos) de unidades de producciéon (UP) ale-
dafas al CIIDIR-Sinaloa justo antes de ser sembra-
das en los estanques o de maternidades en la mis-
ma UP. Se transportaron en un tinaco de 450 1 a las
instalaciones del Departamento de Acuacultura del
CIIDIR-Sinaloa, se colocaron en una tina de aclima-
tacion. Antes de realizar los experimentos, cada
lote fue analizado mediante PCR para descartar

mediante un andlisis de PCR la presencia de virus
de la mancha blanca (WSSV) y el virus de la necro-
sis hipodermal hematopoyética (IHHNV) y de la
bacteria causante de VpAHPND (Vibrio para-
haemolyticus). Para tal efecto, se tomaron 30 orga-
nismos por lote y se analizaron de manera indivi-
dual. Una vez determinada la usencia de patége-
nos, los camarones fueron utilizados para realizar
los bioensayos correspondientes.

Analisis bacteriolégico
Se tomaron muestras para evaluar las po-

blaciones de Vibrio spp y Bacillus spp. Para evaluar
la concentracion de Vibrio spp, en cada muestreo se
realizaron diluciones seriales con factor 10, con dos
réplicas por dilucién, se sembraron en placa 100 ul
de cada dilucién en medio Agar Tiosulfato Citrato
Billis Sacarosa (TCBS) con 2.5 de NaCl y se incuba-
ron durante 18 h a 30 °C. También se evaluaron la
cantidad de Bacillus spp al inicio, mitad y final de
cada bioensayo. Las muestras fueron calentadas a
80 °C por 10 min antes de ser diluidas y sembradas
en medio Tripticasa de Soya Agar (TCA) para incu-
barse a 35 °C por 18 h (L6pez-Leoén et al., 2016)

Sistemas experimentales de recirculacion
Cada sistema de recirculacién para evaluar

la proporcién de sustrato en el biofiltro con respec-
to a la densidad de camarones en cultivo consisti6
en tres contenedores unidos entre si:1) Un area de
cultivo (acuario de 50 L), 2) Un sedimentador
(contenedor de 2.5 L) y 3) Un biofiltro (contenedor
de 2.5 L donde se colocaran las fibras de PET). El
flujo de agua recircul6 del contenedor 1 al 3 impul-
sado por aireacion a través de una tuberia de PVC.
Se probaron 3 cantidades de PET y cada tratamien-
to fue realizado por triplicado (L6pez-Leén et al.,
2016) Se colocaron 150 organismos por unidad ex-
perimental y se alimentaron dos veces al dia ajus-
tando la racién de acuerdo al consumo diario.
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Evaluacion de la calidad de agua
Las variables de calidad del agua se regis-

traron semanalmente en cada una de las réplicas
del experimento. Para evaluar la concentraciéon de
amonio (NHa), nitritos (NOy), nitratos (NO3) se si-
guieron las metodologias descritas por Strickland
y Parsons (1972) y APHA (1998). Los parametros
fisico-quimicos como temperatura y oxigeno se
midieron dos veces por dia con un oximetro (YSI®
model 55), la salinidad con un refractémetro (Vital
SINE®) y el pH con un potenciémetro (HANNA®).

Deteccion de virus y bacterias mediante PCR en
organismos experimentales
Para certificar la sanidad de los lotes de

postlarvas experimentales, se realizaron pruebas
de PCR dirigidas a detectar la presencia los pato-
genos virales WSSV e IHHNV asi como del V. pa-
rahaemolyticus causante de VpAHPND utilizando
oligonucleétidos especificos para cada especie. La
deteccion se realizé6 en ADN extraido de postlar-
vas individuales utilizando el organismo completo
para cada extraccion utilizando la metodologia de
DNAZzol (Invitrogen)

Cinética bacteriana
Para determinar las condiciones ideales de

infeccion se realizaron cinéticas de crecimiento
bacteriano bajo diferentes condiciones de salinidad

(20, 30 y 35 ups) y temperatura (28, 30 y 33 °C). Las
fases de crecimiento del V. parahaemoliticus se de-
terminaron registrando la densidad 6ptica del cul-
tivo a 580 nm durante 30 h a 30 °C de temperatura.

El medio fue inoculado inicialmente con
10,000 UFC/mL del V. parahaemoliticus y cada ciné-
tica se realiz6 por cuadruplicado en tubos falcon
de 50 mL con 40 mL de muestras se tomaron a las
6, 8,10, 12, 18, 24 y 30 h. Cada muestra se tom6 en
condiciones asépticas en una campana de flujo la-
minar. Después de tomar cada muestra los cultivos
fueron regresados a la incubadora para continuar
con el crecimiento bacteriano.

Posteriormente cada muestra se centrifugé
a 6000 xg por 3 min a 4 °C, se eliminé el sobrena-
dante para dejar una pastilla de bacterias en el fon-
do, se fijaron con 200 pL de Trizol y se preservaron
a-70 °C en un ultracongelador.

Bioensayo de reto contra Vibrio parahaemolyti-
cus
Para determinar el efecto contra

VpAHPND en camarones cultivados en SAR se
realizé un experimento de reto con camarones (3.0
+ 1.0 g) colocados en grupos de 10 en acuarios de 4
L con agua de mar a 30 UPS. El disefio experimen-
tal del reto se presenta en la tabla 1

Tabla 1: Disefio del experimento de reto contra Vibrio parahaemolyticus
No. Tratamiento 1}10..de Camarones/réplica Infeccion
réplicas
1 Camarones cultivados en SAR 3 10 Sin infectar
(Control -)
Camarones cultivados sin re- o

2 circulacién de agua (Control 3 10 Vibrio parahaenoly-
. +)g ticus 2.5x10¢ UFC
. Vibrio parahaemoly-
3 Camarones cultivados en SAR 3 10 ticus 2.5x104 UFC
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de PCR en organismos experimentales

Se analizaron mediante PCR dos lotes de cama-

rones experimentales. El anélisis de PCR realizado a

30 organismos de cada lote indic6é una baja presencia

del virus IHHNV que alcanz6 el 6 % en el lote 1y 3 %
en el lote 2. En contraste, no se detectaron organismos
portadores de WSSV o de VpAHPND (Tabla 2). La inci-
dencia de IHHNYV fue considerada como aceptable para

realizar los experimentos.

Tabla 2. Resultados de la deteccién de patégenos mediante PCR
. Organis-
Orfii‘éslmo IHHNV | WSSV VFI’QA‘[I){P mo IH\P/IN Wssv VPI’\‘;;{P
Lote 2

1 ND ND ND 1 ND ND ND
2 + ND ND 2 ND ND ND
3 ND ND ND 3 ND ND ND
4 ND ND ND 4 ND ND ND
5 ND ND ND 5 ND ND ND
6 ND ND ND 6 ND ND ND
7 ND ND ND 7 ND ND ND
8 ND ND ND 8 ND ND ND
9 ND ND ND 9 ND ND ND
10 ND ND ND 10 ND ND ND
11 ND ND ND 11 + ND ND
12 + ND ND 12 ND ND ND
13 ND ND ND 13 ND ND ND
14 ND ND ND 14 ND ND ND
15 ND ND ND 15 ND ND ND
16 ND ND ND 16 ND ND ND
17 ND ND ND 17 ND ND ND
18 ND ND ND 18 ND ND ND
19 ND ND ND 19 ND ND ND
20 ND ND ND 20 ND ND ND
21 ND ND ND 21 ND ND ND
22 ND ND ND 22 ND ND ND
23 ND ND ND 23 ND ND ND
24 ND ND ND 24 ND ND ND
25 ND ND ND 25 ND ND ND
26 ND ND ND 26 ND ND ND
27 ND ND ND 27 ND ND ND
28 ND ND ND 28 ND ND ND
29 ND ND ND 29 ND ND ND
30 ND ND ND 30 ND ND ND

ND No Detectado

+  Muestra positiva
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Crecimiento y supervivencia de camarones en
sistemas de recirculaciéon
Los sistemas de recirculacién acuicola son

un conjunto de procesos y componentes que se
utilizan para el cultivo de organismos acuéticos,
donde el agua es continuamente limpiada y reuti-
lizada (Otoshi et al., 2003). Los sistemas de recir-
culacién o sistemas cerrados presentan como ven-
taja, el uso racional del agua ya que el volumen
de recambio es menor a un 10 % diario del volu-
men total del sistema.

Este tipo de sistemas permite el monitoreo
y control de los parametros fisicoquimicos tales
como: la temperatura, la salinidad, el oxigeno di-
suelto, el diéxido de carbono, el potencial de hi-

drogeno (pH), la alcalinidad y los metabolitos co-
mo el nitrégeno amoniacal, los nitritos y los nitra-
tos. El control de los pardmetros fisicoquimicos
permiten la produccion continua a lo largo del
afio (Timmons et al., 2002), ademas si se mantie-
nen los parametros fisicoquimicos adecuados los
organismos cultivados pueden presentar mejores
tasas de crecimiento y conversién alimenticia.

Al final del presente experimento, no se
encontraron diferencias significativas en el creci-
miento de los camarones cultivados en los dife-
rentes sistemas de cultivo (Figura 1), sin embargo,
la supervivencia fue menor en el control (Figura
2).

Peso final

o N
8 8

Peso en mg
w B un
8 8 8

8

b

8

o

Inicial

Control 0 g/l

1¢/ 5g/l

Tratamientos [fibras en el biofiltro (g/l)]

Figura 1: Peso final de los organismos después de 35 dias de cultivo en sistemas de recirculacién con
fibras de PET. T1) 1g de fibras de PET por litro de agua, T2) 5 g de PET por litro de agua y control) sin
fibras de PET. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos y el control aplicando una
ANOVA de dos vias y prueba de Tuckey con un nivel de significancia de P<0.05 en el paquete estadis-

tico STATISTICA 7
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Supervivencia
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Figura 2: Supervivencia después de 35 dias de cultivo en sistemas de recirculacioén con fibras de PET.
T1) 1gr de fibras de PET por litro de agua, T2) 5 gr de PET por litro de agua y control) sin fibras de
PET. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos y el control aplicando una ANO-
VA de dos vias y prueba de Tuckey con un nivel de significancia de P<0.05 en el paquete estadistico

STATISTICA 7

No obstante, en un estudio realizado por
Otoshi et al. (2003) con L. vannamei, se evaluo el cre-
cimiento y el rendimiento reproductivo del cama-
rén blanco cultivado en un SAR comparado con un
cultivo en un sistema de flujo abierto. En los expe-
rimentos usaron organismos de 20 g hasta alcanzar
pesos promedio de 40 - 60 g. Los resultados indica-
ron que el crecimiento del organismo fue mayor en
los sistemas de flujo abierto con intervalos de 1.07 -
1.78 g/semana, mientras que en los SRA los orga-
nismos tuvieron un crecimiento de 0.83 - 1.53 g/
semana. Los autores mencionan que la diferencia
en el crecimiento de los organismos cultivados en
los sistemas de flujo abierto, puede atribuirse a la
produccién primaria que contribuyé como alimen-
taciéon suplementaria en la dieta del organismo.

Vibrio spp y Bacilluss spp en los sistemas de culti-
Vo
El conocimiento de la diversidad bacteriana

durante el desarrollo de un cultivo, es importante
para prevenir las enfermedades o comprenderlas
cuando se presente, teniendo asi un antecedente
acerca de las alteraciones que se presentan en cier-
tos grupos bacterianos cuando las condiciones de

cultivo han sido alteradas a través del tiempo, per-
mitiendo determinar cuéles grupos bacterianos
proliferan o disminuyen cuando existe un cambio
en el medio y asi determinar que especies bacteria-
nas fueron responsables de la mortalidad de los
organismos en cultivo.

Se han utilizado técnicas clasicas para iden-
tificar bacterias en muestras del ambiente marino,
en este sentido, Theron y Cloete (2000) reportaron
técnicas dependientes de cultivo, combinadas con
diferenciacién, utilizando pruebas fisiol6gicas y
bioquimicas. Sin embargo, estos métodos no refle-
jan la totalidad de la comunidad bacteriana debido
a que s6lo el 1 % de las bacterias pueden ser culti-
vadas en el laboratorio (Amann et al., 1990) y en el
caso de las bacterias marinas esta estimado que
puede ser menos del 0.1 % (Kogure et al., 1980).
Ademas, las técnicas de bacteriologia tradicional
requieren de tiempos prolongados para su realiza-
cion y son de poca confiabilidad, debido a que la
morfologia de las bacterias es demasiado simple
para ser empleada como una base sélida de clasifi-
cacion (Amman et al., 1995). Contrastante a este
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este estudio, se cuantificaron el nimero de UFC/
ml de Vibrio y Bacilos en los cultivos. Aunque fue
mayor la cantidad de Vibrios en el cultivocon1 g
de fibras por L de agua, las cantidades no
presentaron diferencias significativas entre los

Vibrio sppen agua

10

8
v ]
»
- l
=]
2
o ] 11
Control 0 g/l 1¢h sg/l

Tratamlentos [flbras en el biofiltro (g/1))

tratamientos (Figura 3). Por otra parte, el nimero
de Bacillus spp fue significativamente mayor en el
tratamiento con 1g de fibras por I de agua (Figura
3).

Bacilius sppen agua
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Figura 3: Cantidad de bacterias en los tratamientos. A) Vibrio spp totales y B) Bacillus spp. Las
letras indican diferencias significativas entre tratamientos y el control aplicando una ANOVA
de dos vias y prueba de Tuckey con un nivel de significancia de P<0.05 en el paquete estadisti-

co STATISTICA 7
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Figura 4: Valores de compuestos nitrogenados durante el cultivo. A) Amonio y B) Nitritos

Calidad de agua
En el presente trabajo la concentracion de

amonio aumentd la primera semana de cultivo
hasta alcanzar 1.52, 1.46 y 1.49 mg/1 en el control,
y en los tratamientos. A la semana 2 de cultivo la
concentracion bajé significativamente a niveles
por debajo de 0.2 mg/1 en los tres tratamientos, a
la tercer semana el amonio se increment6 en el tra-
tamiento con 5 g/1 alcanzando 0.7 mg/1 y en las
semanas 4 y 5 los niveles se mantuvieron bajos en
los tres tratamientos (Figura 4).

La concentracién de nitritos aument6 signi-
ficativamente desde la segunda semana y hasta
finalizar el cultivo alcanzando 55, 47 y 48 mg/I
respectivamente (Figura 4). En este sentido, Uemo-
to et al. (2014) elaboraron un filtro con la capacidad
de realizar procesos de nitrificacién y desnitrifica-
cién simultdneamente en un sistema de recircula-
cion.
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Cinéticas bacterianas a diferentes salinidades

La variabilidad de crecimiento de V para-
haemolyticus se hizo notar en las distintas salinida-
des presentes en el medio inoculado, actuando
mejor en salinidades altas alcanzando una absor-
bancia maxima de 0.958 a las 12 horas de incuba-
cion en una salinidad de 35 UPS.

El crecimiento en el medio con 20 UPS tam-
bién presentd un crecimiento rapido alcanzado
0.87 de absorbancia en las primeras 8 horas y man-
teniéndose hasta las 12 horas, presentando el de-
clive a las 18 horas de incubacion.

El crecimiento a 30 UPS fue el mayor alcan-
zando su maximo de 1.06 a las 12 h (Figura 5), a
este respecto, Ramaiah y Chandramohan (1991)
establecieron como valor 6ptimo de NaCl para el
crecimiento en cepas de las especies Vibrio para-
haemolyticus, V. harveyi, Photobacterium phospho-
reum y P. leiognathi, 3% de NaCl. Estas especies
ademads, no crecieron en ausencia de NaCl en el
medio de cultivo, demostrando su naturaleza ma-
rina.
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Por otro lado Soto el al., (2009), observaron
en cepas de V. parahaemolyticus aisladas de diver-
sos nichos ecolégicos (simbiontes y de vida libre)
crecian en un rango de concentraciones de NaCl
desde 1% hasta 7%, excepto para una cepa de vida
libre que fue capaz de tolerar concentraciones de
9% de NaCl. Algunos autores plantean que con-
centraciones de NaCl por debajo de los 5 g/L pue-
den causar ruptura en la pared de la membrana
celular, debido a la baja presiéon osmotica externa
del medio (Silva y Duran, 2003).

En la cinética realizada a 25 °C, se obtuvo
la fase exponencial de crecimiento entre las 8 y 10
horas. En el caso de la cinética a 28 °C, se obtuvo
mayor crecimiento de Vibrio parahaemolyticus entre
las 6 y 8 horas de incubacién, con un ligero au-
mento entre 8 y 10 horas. De forma similar, en las
muestras de 30 °C de temperatura se tuvo un cre-
cimiento significativo entre las 6 y 8 horas, aumen-
tando ligeramente entre 8 y 10 horas y mantenién-
dose constante entre 10 y 18 horas (Figura 6).
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Figura 5: Cinética de crecimiento de la cepa de V. parahaemolyticus utilizada en este estu-

dio cultivada a diferentes salinidades
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Figura 6: Cinética de crecimiento de la cepa de V. parahaemolyticus utilizada en este
estudio cultivada a diferentes temperaturas.

Bioensayo de reto contra VpAHPND
Son escasos los estudios realizados en cul-

tivo intensivo de camaroén en sistemas cerrados de
recirculacién, debido al espacio restringido que
comparten estos animales, promueve la compe-
tencia por el espacio y asi las peleas entre organis-
mos ocasionan laceraciones, raspones o heridas en
el exoesqueleto, antenas, Periépodos o en cual-
quier parte del mismo siendo una puerta de entra-
da para bacterias oportunista que segtin Soderhall
y Cerenius (1992) constituye uno de los problemas
mas comunes que aparece con mayor intensidad
en los sistemas con altas densidades de siembra.

Esta afecciéon se considera una infecciéon
secundaria, aunque algunas especies o cepas cau-
santes de este proceso como Vibrios han sido
identificadas como patégenos primarios (Pang et
al., 2006).

Las enfermedades generadas por estas bac-
terias han sido descritas como: Vibriosis, Enferme-
dad Bacterial, Septicemia Bacteriana de los Penei-
dos, Vibriosis de los Peneidos, Vibriosis Luminis-
cente y Enfermedad de las Patas Rojas. Los cama-
rones afectados por alguna especie patégena de

Vibrio spp., muestran distintos signos de la enfer-
medad como letargia, intestino semi-vacio, anore-
xia, flexién dorsal abdominal, fuerte colonizacién
bacteriana en la cuticula, opacidad en el musculo
abdominal, cromatéforos visibles en la base de las
apéndices, nédulos melanizados en el hepatopén-
creas, retardo en la coagulaciéon de la hemolinfa y
reduccion de hemocitos, esto principalmente en la
etapa larvaria (Lopez, 1998).

Vibrio habita en aguas marinas, sedimen-
tos y en la superficie de animales marinos. Es tam-
bién un miembro comun de la flora intestinal na-
tural de vertebrados e invertebrados acuéticos
(Pang et al., 2006). Esta bacteria es considerada un
patégeno dominante que puede infectar postlar-
vas, ocasionando grandes mortalidades (Pang et
al., 2006). Existen diversos factores que contribu-
yen a la virulencia de esta especie bacteriana, en-
tre los que se incluye la produccién de algunas
enzimas como proteasas, lipasas, fosfolipasas, he-
molisinas y citotoxinas, entre otras (Lee et al.,
2008)
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Morales (2008), indica que esta infeccién
debe controlarse debido a que cuando no es dete-
nida en la superficie cuticular, las bacterias pue-
den continuar degradando hasta penetrar al inte-
rior de los tejidos dafiandolo severamente llegan-
do a convertirse hasta en una vibriosis sistémica
(Gonzalez y Prado, 2003, Morales 2008) con la for-
macién de nédulos sépticos hemociticos en el 6r-
gano linfoide, corazoén, tejido conectivo de las
branquias, 28 glandula antenal, cordén nervioso,
musculos y principalmente al hepatopancreas
(Jiravanichpaisal y Miyazaki, 1994) En el presente
estudio, la mortalidad en el bioensayo de reto de
los camarones experimentales contra VpAHPND
fue menor en los camarones cultivados en el SAR
alcanzando 26 % contra 60 % en los camarones
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cultivados en un sistema sin recirculacién y no se
registr6 mortalidad en el control negativo (Figura
7). Los resultados concuerdan con lo dicho por
Lightner, (2012), quien indica que, diferentes Vi-
brio se encuentran presentes en todos los crusta-
ceos marinos y que se convierten en patégenos
oportunistas cuando los mecanismos de defensa
natural del hospedero estdn suprimidos. Los
miembros del género Vibrio han sido asociados
con la mortalidad de camarones peneidos en dife-
rentes paises del mundo, siendo V. harvey, V. al-
ginolyticu, V. parahaemolyticus, y V. mimicus algu-
nas de las especies reportadas en asociacién con
importantes dafios en todas las fases de cultivo del
camaroén (Aguirre et al., 2004).
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b -e-Sin recirculaciéon
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Figura 7: Mortalidad acumulada en camarones cultivados en SAR retados contra VpAHPND.
El control positivo son camarones cultivados en un sistema sin recirculacién y el control nega-
tivo camarones cultivados en SAR sin infectar. Las letras indican diferencias significativas
entre tratamientos y el control aplicando una ANOVA de dos vias y prueba de Tuckey con un
nivel de significancia de P<0.05 en el paquete estadistico STATISTICA 7
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Por otra parte Gémez et al., (1998), encon-
traron Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus y Vi-
brio spp en hemolinfa de camarones aparentemen-
te sanos, siendo comiin una carga inferior de
1x10% UEC

CONCLUSIONES
Se determiné que el uso de fibras de poli-

etileno como sustrato en un biofiltro tiene limita-
ciones en el establecimiento de consorcios bacte-
rianos benéficos para un sistema de cultivo. Por lo
tanto, se sugiere utilizar fibras de polipropileno,
las cuales ya han sido probadas con anterioridad
mostrando resultados satisfactorios.

Se determiné que las variables fisico qui-
micas como temperatura y salinidad modifican la
virulencia del Vibrio parahaemolyticus causante de
AHPND. Por lo tanto, se concluy6 que los ensayos
de reto deben realizarse a 30 °C y en agua a 30
uPs

Los resultados del presente estudio de-
muestran que camarones cultivados en SAR son
menos propensos a eventos de mortalidad ocasio-
nados por la presencia de patégenos bacterianos.
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