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Palabras clave RESUMEN | La intensificacion de la acuicultura de Penaeus vannamei ha incrementado la incidencia
Interacciones benéficas de enfermedades bacterianas y la degradacion de la calidad del agua, generando pérdidas econdomicas
bacterias significativas. En este contexto, el uso de probidticos surge como una alternativa sostenible para
Vibrio spp. mejorar la salud larval y el desempefio productivo. Este estudio evaluo el efecto de probidticos
salud animal comerciales sobre la calidad del agua, el rendimiento productivo y la salud microbiana en el cultivo

larval de P. vannamei. Se implementaron cuatro tratamientos: un control sin probidticos y tres con
distintas combinaciones bacterianas (Probidticos A, B y C). Se monitorearon parametros
fisicoquimicos, microbioldgicos, de crecimiento, supervivencia y biomasa, ademas del analisis costo-
beneficio. Los resultados indicaron que el tratamiento con el Probidtico C (T4), compuesto por
Bacillus sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Thiobacillus sp. y Paracoccus sp., fue el mas
eficiente. Este tratamiento presentd la mayor densidad larval final (50 PL/g), el mayor peso promedio
(20 mg), longitud final (9,0 mm), biomasa (3,889 g), uniformidad (92%) y tasa de supervivencia
(70%). En contraste, el grupo control mostré valores inferiores. Ademas, T4 logrd una reduccion
sustancial de bacterias patdgenas como Vibrio alginolyticus, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y
Pseudomonas sp., asi como de hongos, en comparacion con el control. El analisis de costo-beneficio
reveld que, si bien T4 tuvo el costo por millar mas alto ($0,45), también generd el mayor rendimiento
productivo, justificando su aplicacion. Estos hallazgos respaldan el uso de probidticos como
herramienta eficaz para optimizar el crecimiento, la salud larval y la rentabilidad en sistemas
acuicolas, promoviendo practicas mas sostenibles.

Keywords ABSTRACT: The intensification of Penaeus vannamei aquaculture has increased the occurrence of
Beneficial interactions bacterial diseases and water quality deterioration, resulting in significant economic losses. In this
bacteria context, the use of probiotics emerges as a sustainable alternative to enhance larval health and
Vibrio spp. productive performance. This study evaluated the effect of commercial probiotics on water quality,
animal health production performance, and microbial health in the larval culture of P. vannamei. Four treatments

were implemented: a control without probiotics and three with different bacterial combinations
(Probiotics A, B, and C). Physicochemical, microbiological, growth, survival, and biomass
parameters were monitored, along with a cost-benefit analysis. Results indicated that the treatment
with Probiotic C (T4), composed of Bacillus sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Thiobacillus sp.,
and Paracoccus sp., was the most effective. This treatment achieved the highest final larval density
(50 PL/g), average weight (20 mg), final length (9.0 mm), biomass (3.889 g), uniformity (92%), and
survival rate (70%). In contrast, the control group showed lower values. Moreover, T4 substantially
reduced pathogenic bacteria such as Vibrio alginolyticus, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, and
Pseudomonas sp., as well as fungi, compared to the control. The cost-benefit analysis revealed that
although T4 had the highest cost per thousand ($0.45), it also generated the greatest productive yield,
justifying its application. These findings support the use of probiotics as an effective tool to optimize
growth, larval health, and profitability in aquaculture systems, promoting more sustainable practices.
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INTRODUCCION

La acuicultura es una industria clave a nivel mundial, especialmente en Asia, América Latina y el Pacifico, donde genera
empleo y fortalece economias locales (Gonzalez Salas et al. 2021). En Ecuador, la produccién del camarén blanco del
Pacifico Penaeus vannamei Boone 1931, ha experimentado un crecimiento desde 2017, lo que ha impulsado tanto el consumo
interno como las exportaciones hacia mercados internacionales, incluyendo Europa, Asia y América del Norte (Lopez Lopez
et al. 2015). Sin embargo, este crecimiento enfrenta desafios importantes, como la proliferacion de patdogenos en los sistemas
de cultivo, que comprometen la supervivencia larval y generan pérdidas econdomicas (Aragéon-Noriega 2016). Entre estos
patdgenos se encuentran Vibrio spp. y virus como WSSV (virus de la mancha blanca) y TSV (virus del sindrome de Taura),
que afectan el desarrollo fisioldgico y morfoldgico de las larvas, reduciendo su capacidad de sobrevivir hasta la etapa de
engorde (Arzola Gonzélez et al. 2008).

En la provincia de Santa Elena, principal zona de produccion larvaria en Ecuador, los laboratorios especializados
enfrentan dificultades relacionadas con el exceso de materia organica y la acumulacion de patdogenos, particularmente del
género Vibrio en el sedimento y la columna de agua. Estas condiciones ambientales adversas impactan en la salud de las
larvas y, en consecuencia, la sostenibilidad de la produccion (Coello Galvez 2021). Debido a la creciente regulacion sobre el
uso de antibidticos, desde el sector acuicola se ha incentivado la busqueda de alternativas biologicas y sostenibles para
garantizar la calidad y seguridad de los productos, promoviendo sistemas de produccion libres de quimicos (Lopez Lopez et
al. 2015).

En este contexto, los probidticos han surgido como una herramienta prometedora para mejorar la salud de los cultivos de
P. vannamei. Estos microorganismos beneficiosos no solo fortalecen la respuesta inmunoldgica de los animales, sino que
también contribuyen a la reduccidon de enfermedades, mejoran las condiciones ambientales en los sistemas de cultivo y
minimizan la dependencia de productos quimicos (Gutiérrez Falcon 2021). En acuicultura, los probidticos pueden formularse
como cepas individuales o mezclas multiespecificas, solas o combinadas, actuando como mejoradores de la calidad del agua,
estimuladores del sistema inmune, promotores del crecimiento y agentes antimicrobianos naturales (Hai 2015; Pérez-Chabela
et al. 2020). La implementacion de probidticos en dosis adecuadas mejora la supervivencia de las larvas y reduce la incidencia
de enfermedades, contribuyendo asi a la sostenibilidad del sector.

Ensayos previos con cepas como Bacillus sp. han mostrado potencial para reducir la incidencia de patdgenos, aumentar
la supervivencia larval y optimizar la produccion, aunque atin es necesario evaluar cuales combinaciones probioticas generan
los mejores resultados (FAO 2016). Las bacterias del género Bacillus han sido ampliamente utilizadas por su capacidad de
secretar enzimas digestivas, mejorar la eficiencia alimenticia, degradar materia organica y producir compuestos bioactivos
que inhiben patégenos como Vibrio spp. (Olmos Soto 2021; Xue et al. 2016). Estudios como los de Decamp et al., (2008) y
Melgar Valdes et al., (2013) han reportado mejoras significativas en supervivencia y crecimiento en larvas de P. vannamei
mediante la aplicacion de probiodticos comerciales basados en Bacillus spp. Sin embargo, la eficacia de estos productos puede
variar seglin condiciones de cultivo, formulacion y dosis empleada (Zokaei Far ef al. 2009).

Con base en estas premisas, la presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar el efecto de bacterias
probidticas comerciales en cultivos larvarios de P. vannamei para optimizar la produccion. Se busca caracterizar los
parametros fisicos, quimicos y microbiologicos de los sistemas de cultivo sometidos a diferentes probioticos, analizando sus
efectos sobre las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de las larvas, y establecer el rendimiento de la produccion en
términos de costo-beneficio. Por tanto, evaluar su desempefio en contextos productivos especificos resulta esencial para
validar su efectividad y optimizar su uso.

MATERIALES Y METODOS
Organismos y condiciones de cultivo
Se emplearon 500 mil individuos por tratamiento, en etapa de postlarvas (PL) a los 11 dias de cultivo en estadio postlarva

4 (PL4), obtenidos de un laboratorio de cultivo de larvas en Ecuador. Cada estadio postlarval tuvo una duracion de 24 h,
confirmandose su desarrollo a través de la observacion de las branquias de los organismos.
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Los tanques utilizados para el cultivo de las larvas estaban construidos de cemento, con un recubrimiento de pintura
epoxica y una capacidad de 6 t. Antes del inicio del experimento, fueron sometidos a un protocolo de limpieza que incluy6
el lavado con agua dulce y jabon neutro, seguido de la desinfeccion con una solucion de hipoclorito de sodio al 10 %, que se
dejo actuar durante una hora. Posteriormente, los residuos de cloro fueron neutralizados mediante la aplicacion de tiosulfato
de sodio al 1 %. Finalmente, los tanques fueron enjuagados con agua limpia y llenados con 5000 L de agua de mar. Durante
el experimento, se garantiz6 una aireacion continua en cada tanque, manteniendo la temperatura del agua en un intervalo de
30 a33 °C. El agua de mar utilizada fue filtrada previamente con bolsas de 0,5 pm. Se realizaron registros diarios de salinidad,
temperatura y oxigeno mediante un equipo multiparametro YSI PRO2030. Para el analisis de calidad del agua se midieron
parametros como alcalinidad, amonio, nitrito, nitrato, calcio, magnesio y potasio. El experimento se realizé desde diciembre
de 2023 hasta enero de 2024.

Probioticos comerciales empleados

Se utilizaron tres tipos de probidticos comerciales. El probidtico A, formulado con microorganismos que inhiben Vibrio
spp. y degradan desechos organicos (Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp.). Mientras que,
el probidtico B, contenia microorganismos que reducen la presencia de Vibrios y otros compuestos toxicos como amoniaco,
nitritos y sulfuros (Bacillus sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Thiobacillus sp., Paracoccus sp.). Por otro lado, el
probidtico C estuvo compuesto por Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, y Bacillus pumilus, ademas de enzimas como
proteasas, amilasas, celulasas y xilanasas.

Disefio experimental

Se empled un disefio completamente aleatorizado con 20 tanques distribuidos en cuatro tratamientos. Tratamiento 1 (T1)
(control) sin probioticos, tratamiento 2 (T2) con probiotico A, tratamiento 3 (T3) con probiotico B y tratamiento 4 (T4) con
probidtico C. Cada tratamiento conté con cinco repeticiones. Las postlarvas fueron distribuidas aleatoriamente en los tanques.

La densidad de siembra fue de 100 postlarvas por litro de agua, lo que resulté en 500 mil postlarvas por tratamiento. Las
postlarvas fueron alimentadas por primera vez a las 9:00 a.m. tras su siembra en los tanques. Posteriormente, la alimentacion
se llevd a cabo cada 3 h con una dieta compuesta por alimento seco, Artemia y cystos de Artemia de la siguiente manera:
PL4 — PL7 75% alimento seco y 25% de artemia; PL8 — PL9 50% alimento seco, 25% artemia y 25% cystos; PL10 — PL13
90% alimento seco y 10% cystos de artemia. La dosificacion de los probioticos se realizé de acuerdo con las fichas técnicas
de los productos, administrandolos directamente al agua desde el estadio postlarva 4 hasta el estadio postlarva 13. Se aplicaron
una vez al dia en concentraciones de 2 ppm a 4 ppm por tonelada de agua.

Conteo de postlarvas y determinacién biométrica

Desde el estadio postlarva 4 (PL4), se utilizé el método gravimétrico para el conteo de postlarvas. Se tomaron muestras
de organismos mediante un chayo, se escurria el exceso de agua y se pesaban muestras desde 0,40 g para postlarva 4; 0,50 g
para postlarva 5 y asi sucesivamente hasta llegar al peso de 1 gramo, se contabilizd el nimero de postlarvas presentes en la

misma y se dividio entre la cantidad pesada, obteniendo asi el PL/gr. En base a este valor se pudo notar el crecimiento diario.

conteo de postlarvas (PL)

PL/g = cantidad pesada (g)

Mientras que el peso promedio se determind manualmente pesando muestras de postlarvas de cada tratamiento con una
balanza digital (Tabla 1). Este parametro se determind desde postlarva 4, y consistié pesar una muestra de postlarvas por
cada tratamiento a razon de +0,1 gramos por cada estadio. Ejemplo: un estadio de PL 8 se realiz6 0,1 x 8 = 0,8 gramos de
larvas. La muestra se coloco en una sola caida para no distorsionar los valores de la balanza digital el total se dividio para el
nimero de organismos presentes en dicha muestra. Para la obtencion de longitud promedio y uniformidad se determiné
mediante el programa Larvia.
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Tabla 1. Valores referenciales correspondientes al peso promedio y la cantidad de postlarvas por gramo en diferentes estadios de desarrollo
del camaron blanco (Penaeus vannamei), desde el estadio PL3 hasta PL15.

Table 1. Referential values corresponding to the average weight and the number of postlarvae per gram at different developmental stages
of the white shrimp (Penaeus vannamei), from stage PL3 to PL15.

Tasa de crecimiento diario de larvas de Penaeus vannamei

Estadio Peso (g) Cantidad (larvas/g)
PL3 0,30 1200
PL4 0,40 900
PL5 0,50 700
PL6 0,60 480
PL7 0,70 350
PL8 0,80 220
PL9 0,90 190

PL10 1,00 150
PL11 1,00 120
PL15 1,00 100

Nota: el peso representa el incremento progresivo del peso total de larvas por estadio, conforme las postlarvas avanzan en su desarrollo
Tasa de supervivencia
La tasa de supervivencia se determiné al final del cultivo mediante la formula (Soriano Aquino, 2017).

Postlarvas cosechadas

" Postlarvas sembradas

Analisis microbiolégico de Penaeus vannamei

Se realizaron analisis microbioldgicos para detectar la presencia de Vibrio sp., Pseudomonas sp. y hongos filamentosos.
Se utilizaron medios de cultivo especificos como Agar TCBS y Agar Chromagar Vibrio. Las muestras de tejido fueron
sembradas siguiendo el método de diluciones seriadas (1:10) en solucion salina al 2% de NaCl (Vinatea et al, 2011).
Posteriormente, se incubaron en los medios de cultivo mencionados y se identificaron las colonias bacterianas mediante
protocolos establecidos en el laboratorio de microbiologia. Con mallas de diferente micraje segln el estadio se filtraron las
muestras. Cada muestra se enjuago6 con agua destilada. Luego se peso 1 g de la muestra en los estadios de postlarvas estas
muestran se colocaron en un microtubo eppendorf previamente tratado para ser macerado. Después, la muestra macerada
centrifugd por 10 s. Posteriormente, se efectud la siembra por el método de extension (barrido) con asa de vidrio (asa de
Drygalski) colocando 100 pl de la dilucién en su respectiva caja Petri con Agar TCBS, agar Chromagar Vibrio y Dextrosa
Sabouraud. Todas las placas se incubaron en posicion invertida a 33 °C por 24 h para su posterior conteo. El total de muestras
analizadas fue de 80, a razon de 20 muestras por ciclo

La identificacion de colonias se realizo utilizando medios selectivos. En agar TCBS, las colonias se diferenciaron por su
coloracion, observandose colonias amarillas y verdes. En agar Chromagar Vibrio, la diferenciacion se baso en la tonalidad
especifica de cada microorganismo: Vibrio parahaemolyticus present6 colonias de color malva a violeta, Vibrio vulnificus y
Vibrio cholerae mostraron una coloracion azul verdoso a azul turquesa, mientras que Vibrio alginolyticus se identificd por
colonias de color crema.

Por otra parte, el conteo de UFC/mL se calculd con la formula:

UFC/ _ Numero de colonias X Factor de dilucién
mL "~ mL de muestra

Siguiendo metodologias establecidas por Moreno Herrera (2002), se seleccionaron diluciones que permitieran contar

entre 30 y 300 colonias por placa. Los valores de severidad de UFC en larvas y postlarvas se establecieron segun criterios
microbioldgicos y productivos (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas y rango de valores de severidad de Vibrio spp. observado en larvas y postlarvas de camarén Penaeus vannamei.
Table 2. Characteristics and severity value range of Vibrio spp. observed in larvae and postlarvae of shrimp Penaeus vannamei.

Rango de valores

Medio de cultivo Colonias Normales Elevado Severo
TCBS tipo 1 (amarillas) < 10? >103 >10°
TCBS tipo 2 (verdes) < 102 >10° >10°
Chromagar Vibrio V. parahaemolyticus < 10! >10? >10°
Chromagar Vibrio V. vulnificus < 10! >10! >102
Chromagar Vibrio V. alginolyticus <102 >10? >10*

Analisis patolégico de Penaeus vannamei

Este analisis de patologia en fresco se basé en la observacion con un microscopio binocular marca Motic. Todos los dias se
evaluo el estado de salud de las larvas de cada tratamiento para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad de
la infeccidn, infestacion, las observaciones se reportaron de acuerdo con las tablas de referencia citadas en la guia técnica de
patologia e inmunologia por Cuéllar et al., (2014). Esta informacion fue registrada en hojas de célculo teniendo en cuenta:
Actividad del organismo, branquias (presencia o ausencia de suciedad, necrosis), apariencia del intestino (lleno, medio o
vacio), estado fisico de las antenas (coloracién o rotas), deformidad (rostro, abdomen o apéndices), apariencia de urépodos
(coloracion), exoesqueleto (presencia o ausencia de necrosis), hepatopancreas (tamafio y coloracion), cuantificacion de larvas
azuladas

A partir de esta tabla se aplicé la féormula empleada por Morales-Covarrubias et al. (2011) en su estudio acerca de la
prevalencia de enfermedades de P. vannamei.

] N° animales con patologia
Prevalencia = - x 100
Total animales

Relacion costo beneficio

Durante el cultivo, se llevo a cabo una exhaustiva evaluacion de los costos directos e indirectos asociados al cultivo del
experimento. Este analisis incluyo la consideracion detallada de los diferentes tratamientos aplicados en el proceso. La
finalidad de este enfoque fue determinar y comparar la eficacia econdémica de cada tratamiento, buscando identificar cual de
ellos resultd ser mas rentable en términos de costos directos incurridos.

Analisis estadistico

Los datos se registraron en Microsoft Excel 365 y se analizaron mediante tablas de contingencia. La normalidad se evalud
con la prueba de Shapiro-Wilk (N<50). Y la homocedasticidad con la prueba de Levene (p>0,05). Dado que los datos
presentaron distribucion normal e igualdad de varianzas entre los grupos, se realizé un ANOVA, seguido de la prueba a
posteriori de Tukey (p<0,05) para identificar diferencias significativas en supervivencia y crecimiento tras 40 dias de cultivo.

RESULTADOS

Considerando los parametros fisicoquimicos registrados en las unidades de cultivo, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto entre los tratamientos (P>0,05). De manera similar, no
se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos en cuanto a la alcalinidad (CaCO3) mg /L, y concentracion
de Calcio mg /L, Magnesio mg/L, Potasio mg/L, Nitrito (NO») mg/L y Amonio (N-NH3) mg/L registrados durante los 40
dias de experimentacion. Esto indica que los parametros mencionados se mantuvieron estables durante el experimento, debido
al control durante el bioensayo. Es importante mencionar que se dieron leves fluctuaciones durante toda la experimentacion
en todos los tratamientos (Fig 1).
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En cuanto a la dindmica microbiana, en la Tabla 3 se evidencian diferencias significativas en la concentracion de bacterias
del género Vibrio y en la presencia de Pseudomonas sp. y hongos filamentosos entre los distintos tratamientos. En particular,
el grupo control (T1) present6 la mayor carga microbiana, mientras que los tratamientos con probidticos (T2, T3 y T4)
mostraron una reduccidn progresiva en la presencia de estos microorganismos, siendo el T4 el tratamiento con la menor carga
de Vibrio spp. y hongos filamentosos. Estos resultados sugieren un efecto positivo del uso de probidticos comerciales en la
disminucion de la carga microbiana potencialmente patogena en los cultivos de larvas de P. vannamei.
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Figura 1. Parametros fisicoquimicos del agua en las unidades experimentales sometidas a cuatro tratamientos de probidticos comerciales.
Las barra denota la media y la linea vertical sobre la barra la desviacion estandar.
Figure 1. Physicochemical parameters of water in the experimental units subjected to four commercial probiotics treatments. The bar
denotes the mean and the vertical line above the bar the standard deviation.
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Tabla 3. Comparacion de la carga microbiana en unidades experimentales sometidas a tratamientos con probidticos comerciales.
Table 3. Comparison of microbial load in experimental units subjected to treatments with commercial probiotics.

Variables V. alginolyticus V. vulnificus V. parahaemolyticus Pseudomonas sp. fi{l?z’:feo:tosos
T1 181880a 102600a 134400a 1620a 700a

T2 16000b 7415,60b 825b 1960a 1b

T3 9000b 920b 264b 220a Ob

T4 59b 11,02b 23,8b 39,20a 0,40b

CV% 102,25 220,20 169,09 257,26 129,23

EE 23657,26 27313,68 25618,57 1104,26 101,34

P 0,0004 0,0430 0,0061 0,5760 0,0007

Valores de las medias, CV%= coeficiente de variacion, EE= error estandar y P= probabilidad. Letras distintas son significativamente
diferentes (P<0,05).

Analisis de patologia de las larvas de Penaeus vannamei durante los ciclos de cultivo.

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en las variables patologicas evaluadas. El tratamiento
control (T1) presentd los valores mas elevados en flacidez (78,2%), larvas azules (85,4%), necrosis muscular (96,0%) y otras
alteraciones (apendicular, branquial y deformidades), mientras que el tratamiento T4 mostr6é la menor incidencia de estas
patologias, con reducciones notables en flacidez (24,0%), larvas azules (13,8%) y necrosis muscular (20,0%). Los
tratamientos intermedios (T2 y T3) mostraron valores decrecientes en estas variables, con T3 mostrando mejores resultados
en comparacion con T2. No se encontraron diferencias significativas en el contenido lipidico entre los tratamientos (100%
en promedio) (Tabla 4).

Tabla 4. Anlisis patologico de larvas de Penaeus vannamei sometidas a tratamientos con probidticos comerciales durante su ciclo de
cultivo.
Table 4. Pathological analysis of Penaeus vannamei larvae subjected to treatments with commercial probiotics during their culture cycle.

. . Larvas Necrosis Necrosis Necrosis . Cromatoéforos Lipidos
Variables Flacidez azules muscular apendicular branquial Deformidad expandidos (50-100%)
T1 78,20a 85,40a 96,00a 72,40a 75,20a 9,80a 35,00a 100a
T2 53,40b 40,20b 86,80b 36,00b 58,20b 5,00b 20,40¢ 100a
T3 43,60c 30,60c 68,00c 24,40ab 37,20b 2,00c 26,20b 98a
T4 24,00d 13,8d 20,00d 11,20¢c 15,40c 5,00b 10,00d 100a
CV% 10,26 10,15 4,30 28,32 32,13 4,10 12,14 2,25
EE 2,29 1,93 1,30 4,55 6,68 0,10 1,24 1
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001 0,0001 0,4449

Valores de las medias, CV%= coeficiente de variacion, EE= error estandar y P= probabilidad. Letras distintas son significativamente
diferentes (P<0,05).

Desarrollo de los parametros de crecimiento de las larvas de Penaeus vannamei con probidticos comerciales.
Crecimiento larvario

En la figura 2 se visualiza como el tratamiento T1 present6 el mayor crecimiento con 125 PL/g, seguido por T2 con 115 PL/g,
T3 con 80 PL/g y el control T1 con 50 PL/g.
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Figura 2. Crecimiento (PL/g) final de larvas tratadas con probidticos comerciales. Las barras representan la media y la linea vertical sobre
la barra representa la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas, prueba de Tukey (o= 0,05).

Figure 2. Final growth (PL/g) of larvae treated with commercial probiotics. The bars represent the mean and the vertical line above the
bar represents the standard deviation. Different letters denote significant differences, Tukey test (a0 = 0.05).

Peso y biomasa de larvas

Los tratamientos T3 y T4 mostraron los mayores pesos promedio con 12,50 mg y 20 mg, respectivamente, mientras que T1
y T2 obtuvieron valores menores de 8 mgy 8,60 mg. Asi mismo, se evidencia que T4 alcanzé la mayor biomasa con 3.889
g, seguido por T2 con 2.583 g. Los valores mas bajos correspondieron a T3 (2.400 g) y T1 (1.964 g) (Fig.3
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Figura 3. Peso y biomasa promedio de las larvas por ciclo de produccion de los tratamientos. Las barras representan la media y la linea
vertical sobre la barra representa la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas, prueba de Tukey (a= 0,05).
Figure 3. Average larval weight and biomass per production cycle for each treatment. Bars represent the mean, and the vertical line above
the bar represents the standard deviation. Different letters denote significant differences, Tukey test (o0 = 0.05).

Longitud final de larvas

Las larvas en T4 y T2 alcanzaron las mayores longitudes con 9,0 mm y 8,7 mm, mientras que T1 y T3 presentaron valores

menores de 8,6 mm y 8,5 mm (Fig 4).
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Figura 4. Longitud promedio de las larvas por ciclo de produccion de los tratamientos. Las barras representan la media y la

linea vertical sobre la barra representa la desviacion estdndar. Letras diferentes denotan diferencias significativas, prueba de
Tukey (a=0,05).

Figure 4. Average larval length per production cycle for the treatments. The bars represent the mean and the vertical line
above the bar represents the standard deviation. Different letters denote significant differences, Tukey test (a = 0,05).

Uniformidad

En la figura 5 se puede visualizar que el tratamiento T4 mostré la mayor uniformidad (92%), seguido de T2 y T3 (85%),
mientras que T1 present6 el valor més bajo (75%).
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Figura 5. Uniformidad promedio de las larvas por ciclo de produccion de los tratamientos. Las barras representan la media
y la linea vertical sobre la barra representa la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas, prueba
de Tukey (o= 0,05).

Figure 5. Average uniformity of larvae per production cycle of the treatments. The bars represent the mean and the vertical
line above the bar represents the standard deviation. Different letters denote significant differences, Tukey test (a = 0,05).
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Supervivencia

T4 mostré la mayor tasa de supervivencia (70%), seguido de T2 (62%), mientras que T1 y T3 presentaron tasas mas bajas
(55% y 60%, respectivamente) (Fig 6).
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Figura 6. Supervivencia promedio de las larvas por ciclo de produccién de los tratamientos. Las barras representan la media
y la linea vertical sobre la barra representa la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas, prueba
de Tukey (o= 0,05).

Figure 6. Average larval survival per production cycle for the treatments. The bars represent the mean and the vertical line
above the bar represents the standard deviation. Different letters denote significant differences, Tukey test (a = 0,05).

Costo beneficio

El analisis costo-beneficio evalud el impacto econdomico del uso de distintos probidticos en los ciclos de produccion
(Tabla 5). El tratamiento T1, sin uso de probidtico, present6 el menor costo total ($1228,99), pero también una menor cantidad
facturada ($275,00). Los tratamientos T2 y T3, que incluyeron probidticos A y B, mostraron costos totales de $1356,67 y
$1397,05 respectivamente, con un costo por millar similar ($0,43). T4, con probidtico C, tuvo el mayor costo total ($1595,27)
y el costo por millar mas alto ($0,45), aunque reflejé un beneficio por millar ligeramente mayor debido al mayor niimero de
unidades facturadas ($350,00). Este analisis permite evaluar la relacion entre inversion y rendimiento econdémico en cada
tratamiento.

Tabla 5. Estimacion econdmica a través del analisis Costo-Beneficio de los diferentes tratamientos de probidticos comerciales.
Table 5. Economic estimation through the Cost-Benefit analysis of the different commercial probiotic treatments.

Tratamiento Probiético Costo total ($) Cantidad facturada Costo por millar ($)
T1 Ninguno 1.228,99 275.000 0,44
T2 A 1.356,67 310.000 0,43
T3 B 1.397,05 300.000 0,43
T4 C 1.595,27 350.000 0,45
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DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que el uso de probidticos comerciales reduce significativamente la carga
microbiana potencialmente patdgena en cultivos de larvas de Penaeus vannamei. En los tratamientos con probioticos (T2, T3
y T4), la concentracion de Vibrio spp. y hongos filamentosos fueron menores en comparacion con el grupo control (T1),
donde se observo una carga microbiana considerablemente mayor. El tratamiento T4 mostré la mayor reduccion de Vibrio
spp., con valores de 59, 11,2 y 23,8 UFC/mL para V. alginolyticus, V. vulnificus y V. parahaemolyticus, respectivamente.
Estos hallazgos coinciden con estudios previos que evidencian la capacidad de los probidticos para modular la microbiota y
estimular la respuesta inmune en organismos acuaticos (Nayak 2010). Ademas, se ha reportado que su inclusion en la dieta
mejora la supervivencia de larvas de P. vannamei (Campa-Cérdova et al. 2020). El mecanismo de accion de los probidticos
puede estar relacionado con la produccion de compuestos antimicrobianos, competencia por nutrientes y exclusion
competitiva, limitando el crecimiento de microorganismos patdogenos en el ambiente de cultivo (Zhu et al. 2021). En este
sentido, la reduccion de Pseudomonas spp. y hongos filamentosos en los tratamientos con probioticos sugieren un efecto
modulador sobre la microbiota del agua, favoreciendo un ambiente més estable para el desarrollo larval.

En cuanto a las patologias observadas, el grupo control (T1) presentd las tasas mas altas de flacidez (78,20%), larvas
azules (85,40 %) y necrosis muscular (96%). Las deformidades observadas —como malformaciones apendiculares,
alteraciones branquiales y otros tipos de deformidad morfolégica— en larvas de P. vannamei pueden responder a multiples
factores de estrés durante el cultivo temprano, como perturbaciones ambientales, deficiencias nutricionales o infecciones
subclinicas. Por ejemplo, estudios han documentado que la exposicion a plaguicidas neonicotinoides incrementa
significativamente la tasa de deformidades larvales en P. vannamei, afectando aspectos estructurales y funcionales del
organismo en desarrollo (Rojo-Arreola ef al. 2020). Asimismo, la presencia de bacterias patogenas del género Vibrio spp.,
responsables de sindromes como el “zoea 2” o la necrosis aguda de hepatopancreas (AHPND) en larvas, se ha asociado con
bajas tasas de supervivencia y dafios histologicos que pueden manifestarse también a nivel morfoldgico (Reyes et al. 2023;
Intriago et al. 2023). En este contexto, las deformidades apendiculares y branquiales que se presentan podrian interpretarse
como una respuesta somatica al estrés fisiologico, que compromete la normalidad del desarrollo larval y que, de persistir,
puede tener implicaciones negativas para el rendimiento del cultivo. Por tanto, es imprescindible que los programas de crianza
de larvas incluyan monitoreos detallados de calidad de agua, alimentacion balanceada y vigilancia microbioldgica, ya que la
interaccion de estos factores condiciona la aparicion de alteraciones morfoldgicas tempranas que, aunque quiza no provoquen
mortalidad inmediata, reducen la calidad y viabilidad de los juveniles.

En este sentido los probidticos evaluados mostraron eficiencia en cuanto a reducir las patologias evaluadas, siendo el
tratamiento T4 el que mostré reducciones notables en flacidez (24,0%), larvas azules (13,8%) y necrosis muscular (20,0%).
Diversos estudios han indicado que la aplicacion de probidticos en el agua y la dieta de P. vannamei mejora su colonizacion
en el tracto gastrointestinal, fortalece el sistema inmune y aumenta la resistencia a infecciones bacterianas, lo que se traduce
en una mayor supervivencia y rendimiento del crecimiento (Kumar et al. 2008). Entre los probidticos evaluados, las especies
del género Bacillus han demostrado ser particularmente efectivas debido a la produccion de metabolitos antimicrobianos
como glucopéptidos, lipopéptidos, péptidos ciclicos y bacteriocinas (Soltani ef al. 2019). Ademas, Bacillus spp. mejora la
digestion y absorcion de nutrientes al sintetizar enzimas digestivas, estimula la microflora intestinal beneficiosa y fortalece
la inmunidad innata y adaptativa del camaron (Kuebutornye et al. 2020).

Por otro lado, los parametros de crecimiento también mostraron mejoras significativas en los tratamientos con probioticos.
El tratamiento T4 present6 la mayor densidad larval final (50 PL/g), mayor peso promedio (20 mg), mayor longitud final (9
mm) y una biomasa final superior (3.889 g) en comparacion con el grupo control (1.964 g). Estos resultados respaldan el uso
de probiodticos como promotores del crecimiento en sistemas acuicolas, ya que optimizan la digestiéon y absorcion de
nutrientes (Nayak 2010). Ademas, la uniformidad en el desarrollo larval fue mayor en T4 (92%) en comparacién con T1
(75%). En términos de supervivencia, T4 obtuvo la tasa mas alta (70%), seguido de T2 (62%), mientras que T1 y T3
presentaron valores menores (55% y 60%, respectivamente). La mayor supervivencia en T4 podria contribuir a la mejora en
la calidad del agua, la reduccion de patogenos y la estimulacion de la respuesta inmune. Otros estudios han reportado efectos
positivos al incluir combinaciones de probidticos como Bacillus, Enterococcus, Pediococcus, Thiobacillus y complejos
enzimaticos en la dieta de larvas de camaron, resultando en mejoras significativas en crecimiento, supervivencia y eficiencia
alimenticia (Altamirano Ruiz 2009).
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El uso individual del probidtico B mostré6 menor efectividad en comparacion con el probidtico C, lo que podria estar
relacionado con su composicion de una sola cepa bacteriana, en concordancia con lo reportado por Villamil Diaz y Martinez
Silva (2016). Estudios previos han destacado que la combinacién de cepas probiodticas puede ser mas beneficiosa que los
probidticos monoespecie, mejorando la supervivencia y el crecimiento del camaron (Toledo ef al. 2018). En esta linea,
Indariyanti y Aprilia (2022) demostraron que una combinacion de Lactobacillus y Bacillus aumentd el apetito de las
postlarvas y optimizo la digestion de proteinas, favoreciendo la absorcion de nutrientes. Investigaciones previas han reportado
efectos positivos de probidticos como Bacillus subtilis y B. licheniformis, con tasas de supervivencia superiores al 60% en
comparacion con el grupo control (<55%), donde se observaron signos de necrosis branquial y muscular (Cardenas Canizalez
2024). Del mismo modo, Boonanuntanasarn et al. (2016) encontraron que B. subtilis incrementd la abundancia de bacterias
benéficas y redujo la presencia de Vibrio spp. en el intestino del camardn, mientras que Toledo ef al. (2018) reportaron efectos
similares al administrar Bacillus spp. en la dieta.

Finalmente, en el analisis de costo-beneficio evidencid que el tratamiento T4, con probidtico, presentd el mayor costo
total ($1595,27) y el costo por millar mas alto ($0,45). No obstante, este tratamiento también reflejé un mayor rendimiento
productivo, justificando la inversion. Estos resultados coinciden con lo reportado por Calderdn et al. (2023), quienes
destacaron que el uso de cepas probidticas como B. subtilis y B. licheniformis incrementa la supervivencia en cultivos
intensivos de P. vannamei, reduciendo los costos operativos a largo plazo. Ademas, Monier et al. (2023) demostraron que la
adicion de Bacillus spp. directamente al agua de cultivo mejora la uniformidad y supervivencia, confirmando su viabilidad
econdmica.

CONCLUSIONES

La incorporacion de probidticos en la dieta de larvas de Penaeus vannamei demostrd ser una estrategia viable para mejorar
el crecimiento y la supervivencia en cultivos acuicolas. El tratamiento T4, compuesto por Bacillus subtilis, B. licheniformis
y B. pumilus, present6 las tasas de crecimiento mas altas, con valores promedio de 50 PL/g, 20 mg de peso, 9 mm de longitud
y una uniformidad del 92 %. Adicionalmente, la inclusion del probidtico C favorecid la biomasa final (3.889 g), mejor6 el
factor de conversion alimenticia (1,15) y aumentd la tasa de supervivencia (70 %), asi como una mejor relacion costo
beneficio.

Durante los ciclos de produccion, las especies de Vibrio estuvieron presentes en todos los tratamientos, pero se registraron
concentraciones significativamente mas altas en el grupo control. En este, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus
y Pseudomonas sp. alcanzaron valores elevados, mientras que en los tratamientos con probidticos (A, B y C), sus niveles se
mantuvieron bajos, evidenciando el efecto beneficioso de estos microorganismos en la reduccion de patogenos.
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