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RESUMEN

En & presente trabgo se determind e efecto de dos probidticos bioencapsulados en
nauplios de A. franciscana en el mejoramiento del desarrollo larval de C. caementarius. Se
empled el disefio completamente a azar en donde las larvas de camardn fueron alimentadas
con los probidticos L. casel y S cerevisiae mas aceite de pescado bioencapsulados en
nauplios de A. franciscana, respectivamente y en el tratamiento control se empled solo
aceite de pescado bioencapsulado en nauplios de A. franciscana. Las larvas de C.
caementarius fueron criadas en nueve acuarios de 8,5 | acondicionadas con sustrato de
arcilla, agua salobre (20%o) y aireacion continua. La densidad de siembra fue de 40 larvas I
! Sedimentd con nauplios de A. franciscana a una densidad de 3 nauplios ml™ dos veces
por dia. El desarrollo larval de C. caementarius fue megorado cuando las larvas fueron
aimentadas con S cerevisiae bioencapsulado en nauplios de A. franciscana en
comparacion con aquellas alimentadas con L. casei. Con S cerevisiae, los cambios de
estadio larval demoraron entre 3 a 5 dias; los estadios zoea 12 y megalopa | fueron
alcanzados en 44 y 50 dias de crianza, respectivamente y e tamafio de megalopa | fue de
1209,77 ym de LC; ademés las larvas sobrevivieron 28 dias mas desde que mostraron
signos de estar enfermas, muriendo a los 62 dias en megalopa Il. Con L. casei los cambios
de estadio larval demoraron entre 4 a 9 dias de crianza; los estadios zoea 12 y megalopa |
fueron acanzados en 52 y 64 dias de crianza, respectivamente, y e tamafio de megalopa |
fue de 1111,12 pm de LC; ademas las larvas sobrevivieron 43 dias mas desde que

mostraron signos de estar enfermas, muriendo alos 75 dias de crianza en megalopall.

Palabras claves: Lactobacillus, Saccharomyces, bioencapsulacion, Artemia, Cryphiops.



ABSTRACT

In this paper we determined the effect of probiotics L. casel and S. cerevisiae bioencapsulated
in nauplii A. franciscana in improving the larva development of C. caementarius. We employed
completely randomized design where prawn larvae were fed with L. casei and S. cerevisiae
more fish oil bioencapsulated in nauplii A. franciscana respectively and in the control
treatment was used only in fish oil bioencapsulado nauplii A. franciscana. The larvae of C.
caementarius were rearing in nine aguariums 8.5 litre, equipped with clay subgtrate, brackish
water (20 %0) and continuous aeration. It was fed nauplii A. franciscana to adensity of 3 nauplii
mi twice a day. The devdopment larva of C. caementarius was improved when the larvae were
fed with S cerevisae bioencapsulated in nauplii of A. franciscana in comparation with those fed
with L. casdl. With S. cerevisae, the changes of stage larva delayed between 3 to 5 days, the
stages zoea 12 and megaopa | were achieved in 44 and 50 days of rearing, respectively and the
size of megdopa | was of 1209,77 uni LC; in addition the larvae survived 28 more days since they
showed signs of being sick, dying to 62 days in megalopa Il. With L. casal the changes of larval
stage delayed between 4 to 9 days of rearing; the stages zoea 12 and megalopa | were reached by
them in 52 and 64 days of rearing, respectively, and the size of megdopal was of 1111,12 um LC;
in addition the larvae survived 43 more days since they showed signs of being sick, dying to 75
daysof rearing in megalopal.

Key words. Lactobacillus, Saccharomyces, bioencagpsulated, Artemia, Cryphiops.
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|.INTRODUCCION

En ambientes acudticos, los animales poseen microorganismos especificos que se
encuentran formando parte de su microflora normal, pero a la vez estdn rodeados por
patdgenos oportunistas que alcanzan ata abundancia arededor del anima y ante alguna
ateracion orgénica o fisiolégica pueden causar enfermedades. De esta manera, la
microflora intestinal de los animales acuaticos es un fiel reflgjo de la composicion de las
especies microbianas del agua (Balcazar, 2002), en donde la composicion de la flora
intestinal de las larvas de organismos acuaticos, desde su primera aimentacion juega un
importante rol en la defensa contra la colonizacion y e crecimiento de patdgenos
oportunistas (Abidi, 2003).

La flora bacteriana en larvas del camarén de rio Cryphiops caementarius no se conoce. Sin
embargo, la salinidad del agua y € tipo de sustrato que son factores limitantes para su
desarrollo, asi como €l tipo de alimento vivo consumido, tanto en laboratorio (Guerra et al.,
1983 y 1986a) como en condiciones naturales, podrian definir € tipo de bacterias que
colonizan internamente desde € estadio de zoea 2, donde inicia su alimentacion exégena,
hasta la metamorfosis. Ademas se ha reportado que es posible modificar la composicion de
la microflora larval de peces (Makridis et al., 2001) y de camarones peneidos (Simdes et
al., 2002) mediante el uso de probidticos.

Un probidtico es definido como un microbio vivo auxiliar € cual tiene un efecto benéfico
sobre el huésped al modificar la comunidad microbiana del ambiente o asociada al huésped,
haciendo mejor € uso de aimento o meorando su vaor nutricional, asi mismo,
estimulando la respuesta a las enfermedades o meorando la calidad de su ambiente
(Verschuere et al., 2000). En acuicultura €l término probidtico se define de manera similar
pero aplicado a los sistemas de producciéon acuética (Balcazar, 2002). Sin embargo €
exacto modo de accidon de los probidticos alin no ha sido completamente entendido en
animales acuéticos, pero es aceptado que la exclusién competitiva es la principal accion de
las bacterias probidticas que incluye la produccién de sustancias inhibitorias en contra del
patdgeno potencial, competicién por nutrientes, adhesion a sitios en € intestino y
estimulacion del sistema inmune del huésped (Mahious & Ollevier, 2005) con lo cua se

mejora el desempefio de | as especies en cultivo.



Las bacterias consideradas como probidticas pertenecen a los géneros Vibrio,
Pseudomonas, Streptococcus, Bacillus y Lactobacillus, (Abidi, 2003; Amores et al., 2004,
Castro et al., 2005). En crustaceos se han aislado cepas de bacterias que son usadas como
probiéticos, tales como Vibrio alginolyticus (Quesada et al., 2004), Vibrio P62, P63 y P66,
Pseudomona P67, Bacillus P64 (Gullian, 2001) y Bacillus S11 (Bacézar, 2002), asi como
bacterias &cido lacticas (BAL) como Lactobacillus plantarum, L. animalis, L. alimentarius
(Ramirez et al., 2006), L. acidophilusy L. sporogenes (Venkat et al., 2004), entre otras.

Lactobacillus sp, es e probidtico mas comuin usado en humanos y Lactobacillus casel un
miembro de la familia de las BAL ha sido aislado del intestino de humanos y
comercialmente usada por largo tiempo para producir leche fermentada (Hori et al., 2003).
En animales acuaticos, Phianphak et al. (1999) demostraron que diversas especies de
Lactobacillus (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei y L. jensenii) aislados de intestinos de
pollos saludabl es, pueden colonizar € intestino del langostino Penaeus monodon y funciona

como probidticos a incrementar la supervivenciay e crecimiento.

Las BAL son capaces de suprimir € crecimiento de patdgenos oportunistas (Ajitha et al.,
2004) a sobrevivir en el tracto digestivo debido a su tolerancia a la acidez y a las sales
biliares (Mahious & Ollevier, 2005) y ademas producen écidos organicos (El-Naggar, 2004)
gue crean un ambiente desfavorable para el crecimiento de patdgenos. Ademas, sintetizan
sustancias con ato potencia bactericida contra Salmonella sp y Escherichia coli (Estrada
et al., 2005) y L. acidophilus ademas contra Yersinia enterocolitica y Shigella dysenteriae
(Pabmanadha et al., 2006); de manera similar V. cholerae, Pseudomonas sp y Aeromonas

sp son inhibidas por L. plantarum, L. animalisy L. alimentarius (Ramirez et al., 2006).

Por consiguiente, las especies de BAL poseen buenas cualidades para ser empleadas como
probidticos en crustaceos porque ademés se ha reportado que ciertas especies (L.
plantarum, L. paraplantarum y Pediococcus parvulus) estan presentes en € intestino del
langostino Litopenaeus vannamel (Ramirez, 2005) y es probable que estas y otras especies
también lo presenten otros crustéceos, de tal manera que se beneficien de su actividad.

Las levaduras probiéticas son de los géneros Saccharomyces (Amores et al., 2004), Pichia
(Espinosa et al., 2002), Debaryomyces y Phaffia (Mahious & Ollevier, 2005), empleadas en



alimentacién tanto de humanos como de animales terrestres y acuéticos.

La capacidad de las levaduras para actuar como probioticos y mejorar la supervivenciay €
crecimiento de organismos acuaticos se explican por diversos mecanismos. Un mecanismo
de adhesion de Salmonella sp a la pared celular de S cerevisiae ha sido observado
recientemente por Pérez-Sotelo et al. (2005) lo cual explica la interferencia para bacterias
patdgenas, previniendo de esta manera las enfermedades. Tovar-Ramirez et al. (2000)
observaron que S. cerevisiae produce poliaminas como espermidinay esperming, y ademas
mostraron mejor capacidad de adhesion al intestino de larvas de peces lo cual favorecio la
maduracion de su tracto digestivo. En € caso de |a espermina es considerado un promotor
del crecimiento de L. stylirostris (Smith et al., 2000). Ademas, las diferentes cepas de S.
cerevisiae son capaces de resistir todos los estresores que hay en € tracto digestivo de un
animal (Martins et al., 2005) y en este ambiente megjoran la digestibilidad del alimento y
provee de mayor disponibilidad de nutrientes (Lara et al., 2002) incluso de compuestos
indigeribles (Irianto & Austin, 2002).

En acuicultura, los probidticos son usados por adicion a agua de crianza o por la
introduccion de cepas seleccionadas dentro del tracto digestivo del predador via alimento
inerte (pellets secos) o via alimento vivo (rotiferos, Artemia) (Mahious & Ollevier, 2005).
Esta Ultima via es llamada bioencapsulacion que es un proceso mediante € cua un
organismo Vvivo incorpora un determinado producto o agente bioencapsulante via oral, de
esta forma, dicho organismo se convierte alos efectos préacticos en una capsula viva (Castro
et al., 2005).

Artemia es € género de microcrustaceos de mayor uso como aimento vivo para las
diferentes etapas del cultivo de organismos acuatico de interés comercial. Los nauplios de
Artemia recién eclosionados miden aproximadamente 450 um y a las 24 h de nacidas
alcanzan e estadio de Instar Il e inician su alimentacion exdgena, siendo filtradores no
selectivos. A partir de esta edad los nauplios de Artemia son utilizados para bioencapsular
&cidos grasos (Devresse et al., 1990; Romdhane et al., 1995), vitaminas (Merchie et al.,
1995), antibidticos (Chair et al., 1996), inmunoestimulantes (Skjermo & Bergh, 2004),
levaduras (Espinosa et al., 2002; Patra & Mohamed, 2003) y bacterias (Gomez-Gil et al.,
1998; Goémez-Gil et al., 2000; Makridis et al., 2001). Todas estas sustancias y



microorganismos son utilizados en la aimentaciéon o en la profilaxis de diversos
0rganismos acuéticos.

La bioencapsulacion de bacterias y levaduras en Artemia depende del indculo, de la especie
de microorganismo empleado, del tiempo de exposicion y del estadio de desarrollo de la
Artemia. GOmez-Gil et al. (1998) bioencapsularon dos cepas de Vibrio (C7b y HL57) en
nauplios de A. franciscana con inéculos de 10° y 10° UFC mi™ y alos 45 minutosy 2 horas
logran la méxima concentracion de 2,7 x 10° y 4,5 x 10° UFC nauplio™, respectivamente.
Deigua manera, Makridis et al. (2001) bioencapsularon Vibrio (PB 1-11y PB 6-1) pero en
metanauplios de A. franciscana empleando un indculo de 1 a2 x 10” UFC ml™ durante 30
minutos para lograr 2,7 x 10° UFC metanauplio’. En cambio Espinosa et al. (2002)
bioencapsularon levadura P. pastoris en nauplios de A. salina empleando un inéculo de 107

UFC ml™y alas 4 h logran los mayores de valores de 0,85 x 10° UFC nauplio™.

Diversos probiéticos bioencapsulados en nauplios de Artemia han sido empleados como
alimento en diversos organismos acuéticos. En peces, Makridis et al. (2001) determinan que
la composicion de la microflora intestinal en larvas de Hippoglossus hippoglossus fue
influida por la alimentacion con cepas de Vibrio bioencapsuladas en A. franciscana.
Gomez-Gil et al. (2000) demuestran que L. bulgaricus y S lactis bioencapsulados en
nauplios de Artemia megoran la supervivencia de larvas de Scophthalmus maximus. En
crustaceos, Patra & Mohamed (2003) enriquecieron nauplios de Artemia con S boulardii y
encontraron que con 10* UFC mi™ se mejora la resistencia de dichos nauplios a lainfeccién
con V. harveyi. Asi mismo, Venkat et al. (2004) obtuvieron mayor crecimiento y una ata
conversion alimenticia y ganancia de proteinas en postlarvas del camardn Macrobrachium

rosenbergii alimentadas con L. sporogenes bioencapsul ados en nauplios de Artemia.

Actuamente no se ha realizado estudio alguno referente al uso de bacterias y levaduras
como probidticos en e cultivo del larvas del camardn de rio C. caementarius, pero de
acuerdo a lo mencionado sobre la importancia y aplicacion de probidticos en diversos
organismos acuéticos de interés comercial, incluido a los crustaceos, es posible que los
probidticos L. casel y S. cerevisiae, contribuyan con lanutricion y lasalud de las larvas de
tal manera que se mejore e desarrollo larval de la especie de camardn en términos de
duracion de los estadios larvales, tamafio y supervivencialarval.



C. caementarius es una de las trece especies de camarones que habitan los rios de la
vertiente occidental de los andes del Per(, siendo la de mayor importancia comercia por su
amplia distribucion latitudinal y porque su abundancia poblacional se concentra en |os rios
del sur (Yépez & Bandin, 1997); ademas es la especie mas estudiada y promisoria para
cultivo. Recientemente se ha bioencapsulado microalgas y lipidos en €l rotifero Brachionus
plicatilis logrando mejorar la supervivencia larval (24%), de la misma especie de camaroén,
en los estados criticos de su desarrollo inicial hasta €l estadio zoea 8 (Portugal et al., 2003),
no continuando con su desarrollo larval probablemente a la necesidad de otras condiciones

ambientales y nutricional es.

El objetivo genera fue determinar € efecto de dos probidticos bioencapsulados en nauplios
de A. franciscana en e mejoramiento del desarrollo larval del camardén de rio C.

caementarius, en laboratorio, paralo cual fue necesario:

- Determinar la duracion de los estadios larvales de C. caementarius alimentados con los
probidticos L. casei y S. cerevisiae bioencapsulados en nauplios de A. franciscana.

- Determinar € tamafno de los estadios larvales de C. caementarius alimentados con los

probidticos L. casel y S. cerevisiae bioencapsulados en nauplios de A. franciscana.

- Determinar la supervivencia de las larvas de C. caementarius alimentados con los
probidticos L. casei y S. cerevisiae bioencapsulados en nauplios de A. franciscana.



1. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo conformada por larvas recién eclosionadas del camaron de rio C.
caementarius procedente de la parte baja del rio Lacramarca (09°07°70” LS y 78°34°20”’
LW) de la provincia de El Santa, Distrito de Nvo. Chimbote, Departamento de Ancash,
Per(. La especie de camardn fue identificada en laboratorio, segin la clave de Méndez
(1981).

La muestra lo constituyé 3060 larvas recién eclosionadas, las que fueron seleccionadas a
azar de la poblacién de larvas obtenida de una hembra ovifera de 6,5 cm de longitud total

(Fig. 1).

Fig. 1: Hembra ovifera del camarén derio C. caementarius.

2.2. Disefio experimental

Se empled € disefio completamente al azar con tres tratamientos (T) y tres repeticiones por

tratamiento (Fig. 2), siendo estos |os siguientes:

T1= Larvas de C. caementarius alimentadas con aceite de pescado bioencapsulado en
nauplios de A. franciscana (Contral).

T2= Larvas de C. caementarius alimentadas con L. casei més aceite de pescado
bi oencapsulados en nauplios de A. franciscana.

T3= Larvas de C. caementarius alimentadas con S cerevisiae mas aceite de pescado
bi oencapsulados en nauplios de A. franciscana.



I i —L"—'-'L'Z\TRATAMIENTO 2%
Larvas de C. caementarius alimentadas con
L. casei mas aceite de pescado
bioencapsulados en nauplios de A.
franciscana

TRATAMIENTO 3
i Larvas de C. caementarius alimentadas
f con S. ceré

Fig. 2: Disposicion delas unidades experimentales de cada tratamiento

2.3. Activacion de cepasy preparacion deindculos de los probidticos

La manipulacion de cepas fue realizada en € Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional del Santa. Se empleo cepas de L. casel 475 CECT y de S cerevisiae
MITL51 (Fig. 3a) cedidas por e Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Industrial
delaUniversidad Nacional de Trujillo. La primera cepa fue activada en agar Man Rogosa y
Sharpe (MRS), incubada a 37°C por 5 dias en anaerobiosis (Fig. 3b). La segunda cepa fue
activada en agar Sabouraud suplementada con antibidtico (Cloranfenicol 1 mg 1Y) e
incubada a 37°C durante 48 h. A partir de estos cultivos se determind la concentracion
celular por nefelometria.

revislae

Yya

Fig. 3: a) Cepasde los probidticos empleados. b) Jarra de anaerobiosis.



2.4. Obtencion de nauplios de Artemia

Los nauplios de A. franciscana se obtuvieron de cistos empacados a vacio procedente del
Gran Lago Salado Utah USA (INVE Artemia Cysts) cuya eficiencia de eclosion fue de
127000 nauplios g™ de cistos. Los cistos fueron hidratados durante una hora en agua dulce
y decapsulados con solucion de hipoclorito de sodio (5,25%) (Fig. 4a), segun la
metodologia de Sorgeloos et al. (1986). Para la eclosion de los cistos decapsulados se
siguié la metodologia de Gomez-Gil et al. (1998), con algunas modificaciones, € cual
consistio en emplear frascos de vidrio semi-cerrados conteniendo 210 ml de agua salobre
(5%o) autoclavada (121°C x 20 min.). La densidad de siembra de cistos fue de 3 g1ty la
incubacion fue a 25°C, con iluminacién constante abastecido por un fluorescente de 20W y
aireacion continua (3 | min™) obtenido de un Blower de 1/16 HP (Fig. 4a). Para prevenir la
contaminacion bacterial el aire fue filtrado haciendo burbujear en una solucion salina al
20% antes de ingresar a los frascos. Después de 24 h de incubacion los nauplios (Fig. 4b)

fueron colectados asépticamente utilizando una tela organza y lavados con agua salobre
(5%0) estéril.

Fig. 4: Obtencién de nauplios de A. franciscana. a) Sistema para hidratacion y decapsulacion de cistos e
incubacién de embriones decapsulados. b) Nauplios recién eclosionados visto al microscopio con 10x.

2.5. Bioencapsulacion de probidticos en nauplios de Artemia

Para bioencapsular probi6ticos en nauplios de A. franciscana se empled el método descrito
por Agh & Sorgeloos (2005) con las modificaciones que seindican.



La emulsion de lipidos para € proceso de bioencapsulacién fue preparada de acuerdo a la
metodologia de Portugal et al. (2003), el cua consistié en mezclar 5 g de aceite crudo de
pescado y 1 g de yema cruda de huevo de galina en 100 ml de agua salobre (5%o) estéril,
utilizando una licuadora el éctrica por 2 a 3 minutos. La emulsion resultante fue utilizada en

el dia, previa pasteurizacion (64,5°C x 2 min.).

La mezcla conformada por la emulsién de lipidos (150 mg ™) y la suspensién de levadura
S cerevisiae (10° UFC ml™) o de bacteria L. casei (10’ UFC ml™), segin e caso, fue
adicionada a frascos de vidrio conteniendo 255 ml de agua salobre (5%o) autoclavada
(121°C x 20 min.) y en seguida se adiciond los nauplios de A. franciscana de 24 h de edad
(Instar 11) a una densidad de 300 nauplios mi™. La mezcla de los frascos fue aireada (3 |
min™) en forma continua y para prevenir la contaminacién bacterial e aire fue filtrado
haciendo burbujear en una solucién salina al 20% (Fig. 5). En esta condicién los nauplios
utilizados para € grupo experimental (T2 y T3) fueron mantenidos durante una hora,
después del cual se obtuvo una concentracién promedio de levadura de 0,25 x 10? UFC
nauplio™ y de bacteria de 2,5 x 10 UFC nauplio™. En cambio, los nauplios para e grupo
control (T1) fueron mantenidos solo con la emulsién de lipidos (150 mg | ™) durante una
hora. La cosecha de los nauplios se realizo deteniendo la aireacion y concentrandolos por
atraccion con una fuente luminosa (20W) para luego filtrarlos en una malla organza y
lavarlos con agua salobre (5%o) estéril. Los nauplios asi obtenidos fueron empleados en la

alimentacion de larvas de camaroén.

Fig. 5: Sistema para bioencapsular probiéticos en nauplios de A. franciscana.



2.6. Larviculturade camaroén derio

El proceso de larvicultura del camarén de rio fue realizado en e Laboratorio de

Larvicultura de Crustaceos de la Universidad Nacional del Santa.
A) Sistema de crianza de larvas de camar 6n derio

Se emplearon nueve acuarios de vidrio de 8,5 | de capacidad efectiva. Cada acuario tuvo un
sustrato de arcilla (2 cm de espesor) esterilizada por calor (aprox. 200°C) en una cocina
eléctrica durante 20 minutos y en constante mezcla; agua salobre (20%o) y aireacion
continua (2 | min™). En estas condiciones el agua de cada acuario fue mantenida en

maduraci dn durante una semana antes de la siembra de larvas de camaroén.

El agua de mar empleada procedié de la playa El Dorado (Nvo. Chimbote) y en €
laboratorio fue filtrada en un lecho de arena fina, luego tratada con cloro (20 ppm) durante
12 h, después aireada por 24 h, luego almacenada en un tanque de fibra de vidrio de 1 m® de
capacidad. El agua de caro también fue tratada de la misma manera que € agua de mar y
almacenada en un tanque de fibra de vidrio de 1 m® de capacidad. El tiempo de
almacenamiento de las aguas en los tanques no fue mayor de 30 dias y durante este tiempo
se mantuvieron cubiertos con pléstico negro y con aireacion constante. El agua salobre
deseada se obtuvo por mezcla de agua de mar (35%o) con agua de cafio (0%o) y almacenada
en un recipiente de plastico de 200 .

El agua de crianza larval de todos los tratamientos tuvo una salinidad inicial de 20%o., la
misma que se incrementd en cada cambio de estadio larval de acuerdo a la metodologia
empleada por Guerra et al. (1983). La sdlinidad del agua de crianza larval de cada
tratamiento fue chequeada diariamente con un refractometro (VeeGee Modelo A366ATC, +
1%o) y la evaporacion del agua fue compensada con la adicion de agua de cafo declorada.
Latemperatura del laboratorio fue controlada con € uso de una cocina el éctrica (500 W), lo
gue permitio elevar la temperatura del agua de los acuarios en los meses de Noviembre y
Diciembre. El 30% del agua de cada acuario fue renovado tres veces por semana tratando
de mantener la temperaturay la salinidad constantes. La limpieza de | os acuarios se realizo
diariamente por sifoneo de |os desechos organicos solidos acumulados en e sustrato.
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B) Obtencion delarvas de camarén derio

Se empled una hembra ovifera de camardn de rio C. caementarius de 6,5 cm de LT y con
masa embrionaria completamente llena. Como medida profilactica del camardn hembra y

delaslarvas, se siguio las recomendaciones de Gasteli & De Medeiros (1992).

Para la hembra ovifera del camarén se empled una solucién de formaldehido (200 mg 1™
por 10 min). El desarrollo embrionario fue evaluado segin Gémez (1985) y proximo a la
eclosion de los embriones (masa embrionaria marrén claro y embrion completamente
formado), el camarén fue desinfectado con una solucion de formaldehido (50 mg I por 24
h) y trasladado a otro acuario de dos compartimentos separado por malla tipo mosquitero,
para separar a las larvas de la hembra después de la eclosion, aprovechando |a fototaxia
positiva de las larvas (Fig. 6a) y evitar depredacion. Luego, las larvas fueron concentradas
con luz (Fig. 6b) para ser sifoneadas, filtradas en un tamiz de 120 um, lavadas con agua de
cafio estéril, desinfectadas en una solucién de formaldehido (50 mg I por 1 h) a una
densidad no mayor de 10 larvas mi™ (Fig. 6c), lavadas nuevamente con agua de cafio estéril
para ser mantenidas en un acuario y finalmente sembradas en las unidades experimentales a

una densidad de 40 larvas ™.

Para € conteo de larvas de camaron a sembrar en los acuarios, se empled € método
comparativo de la poblacion conocida, € cua consistio en contar larvas una por una hasta
alcanzar la poblacién de larvas a ser sembradas en un acuario (340 larvas) siendo
depositadas en un vaso de plastico de un litro (poblacion patrén); después se extrajeron
otras larvas y se agregaron a otros vasos de plastico tratando de igualar estas poblaciones,

en formavisual, con la poblacion patron.
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Fig. 6: Estabulacién de hembras oviferas y de larvas recién eclosionadas de C. caementarius. a)
Hembras oviferas en acuario acondicionado para coleccion de larvas. b) Concentracion de larvas en
acuario. ¢) Desinfeccion delarvasrecién eclosionadas.

C) Alimentacioén delarvas de camar6n derio

Las larvas de camarén de rio fueron aimentadas continuamente con nauplios de A.
franciscana, desde el dia siguiente de la eclosion, a una densidad de 3 nauplios ml™ dos
veces por dia (08:00 y 18:00 h). Los nauplios que previamente bioencapsularon a los
probidticos fueron proporcionados diariamente como alimento durante los primeros siete
dias de crianzalarval y luego cada dos dias hasta el final de la experiencia. Ademas a partir
del estadio zoea 8 se alimentd con clara de huevo cocida, la que fue particulada haciendo
uso de una mala nylon y administrada ad libitum tres veces por semana El
comportamiento alimenticio de las larvas de camarédn fue determinado utilizando la misma

muestra de larvas extraidas para evaluar |os estadios del desarrollo larval.
D) Evaluacion del desarrollo de larvas de camaro6n derio

Estadios ddl desarrollo larval

Cada dos dias se extrgjo una muestra a azar de 10 larvas de camardn por acuario para
observar, con € microscopio de luz convencional, |os estadios larvales segun la descripcion
genera realizada por Guerra et al. (1986b). Para determinar los cambios de estadio larval
de la poblacion de cada acuario, se empled € indice de Estadio Larval (IEL) propuesto por
Manzi & Maddox (1976) para M. rosenbergii:
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2 (N°larvas en cada estadio x N° de estadio larval)
IEL =

N° total delarvas enla muestra.

Para aplicar e IEL se consideré un total de 17 estadios larvales de C. caementarius (12
estadios zoea y 5 estadios megalopa) segun Guerra et al. (1986b), considerandose un
cambio de estadio larval cuando més del 75% estuvieron en un mismo estadio. Las fotos de

los estadios larvales fueron tomadas con una camara digital Panasonic Lumix 5X.

Tamano delos estadios larvales

El tamafio de los estadios larvales fue determinado midiendo 10 larvas de cada estadio y de
cada acuario, siendo expresado en longitud del cefalotdrax (LC= Escotadura post orbital
hasta €l extremo superior dorsal de cefaotorax). Para obtener la LC, la larva recostada
lateralmente fue medida con un ocular micrométrico (EM-15x Lomo) montado en un

microscopio de luz convencional .

Supervivencia larval

La supervivencia de las larvas de camardn fue determinada por conteo de la poblacion de

larvas cada semana, empleando el método volumétrico.

2.7. Analisis microbiolégico de larvas de camar 6n

El recuento total (UFC larva') de levadura, Lactobacillus, Vibrio y bacterias aerobias
mesotfilas viables (Bamv) presentes en el tracto digestivo de las larvas del camaron de rio,
fue determinada en los estadios larvales 1, 2, 7 y 12 de cada tratamiento. Para ello se
proceso 10 larvas de dos repeticiones de cada tratamiento. Las larvas fueron colectadas en
condiciones estériles, lavadas, maceradas en un mortero y suspendidas en solucion salina
fisiol6gica para luego extraer 0,1 ml para ser sembradas en agar Sabouraud suplementado
con antibidtico (Cloranfenicol 1 mg I™") para conteo de levaduras después de 48 h de
incubacion a 37°C; en agar MRS para conteo de Lactobacillus después de 5 dias de
incubacion a 37°C; en agar TCBS para conteo de Vibrio total después de 24 h a37°C y en
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agar nutritivo para conteo de Bamv después de 24 h a 37°C. Ademas se realiz6 coloracion
Gram de las larvas de camarén con signos de enfermedad.

2.8. Monitoreo dela calidad del agua de crianza larval

La calidad fisico quimica del agua de crianza de larvas de camardn fue determinada al
inicio de la experiencia y luego monitoreada semanalmente midiendo temperatura, oxigeno
disuelto, solubilidad del oxigeno (Oximetro digital Hach LDO10 + 0,01 mg ™) y pH
(pHmetro digital 110 = 0,01 unidades).

La calidad microbioldgica del agua de crianza de larvas de camar6n se realizo de solo una
repeticion de cada tratamiento y fue evaluada a inicio del acondicionamiento de los
acuarios, al final del periodo de maduracion del agua (después de 7 dias) y luego alos 30 y
50 dias de crianza larval. Para ello se empled |a técnica de recuento de microorganiSmos
seglin Aragon & Bengoechea (2003). Las muestras de agua fueron extraidas con pipeta
estéril (0,1 ml) y sembradas en agar Sabouraud suplementado con antibidticos
(Cloranfenicol 1 mg 1™) para conteo de levaduras después de 48 h de incubacién a 37°C; en
agar MRS para conteo de Lactobacillus después de 5 dias de incubacion a 37°C; en agar
TCBS para conteo de Vibrio total después de 24 h a 37°C y en agar nutritivo para conteo de
Bamv después de 24 h a 37°C.

9. Andlisis estadistico

Se empled e disefio estadistico completamente a azar, para lo cual se determiné la
homogeneidad de varianza y luego se aplicé andlisis de varianza de una via y se rediz6
comparacién de medias con la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5%. Los
andisis estadisticos se efectuaron utilizando €l Software SPSS version 12 para Windows.

Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0,05.
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1. RESULTADOS

3.1. Duracié6n del desarrollo larval

En la Fig. 7, se muestra los principales estadios larvales de C. caementarius

obtenidos en la experiencia.

1 TR

Zoea 12

Fig. 7: Principales estadios larvales de C. caementarius.



En el Cuadro 1y en laFig. 8, se observa que la duracion de los estadios larvales recientes
(hasta zoea 6) de C. caementarius demoré entre 3 a 5 dias en todos los tratamientos. En
estadios larvales intermedios (desde zoea 7 hasta zoea 12) del tratamiento con aceite de
pescado, €l paso de zoea 8 a zoea 9 y hacia los siguientes estadios larvales demoré mas de
seis dias. En las larvas aimentadas con e probidtico L. casei € paso de zoea 6 a zoea 7
demor6 seis dias, luego se normalizo6 a partir de zoea 8 hasta zoea 10 demorando entre tres
acinco dias, y desde zoea 11 la demora de cambio de estadio larval fue mayor de seis dias.
En las larvas alimentadas con el probidtico S. cerevisiae los cambios de todos |os estadios
larvales demoraron entre tres a cinco dias. Para el cambio hacialos estadios megalopal y |1

en los tratamientos con L. casel y S cerevisiae, la demora fue de 19,5 y 12 dias,

respectivamente.

Cuadro 1: Duracion (dias = Ds) de los estadios larvales de C. caementarius, segin

tratamientos.
Estadios Tratamientos
larvales Aceitede L. casal S. cerevisiae
pescado
Zoea 1 0,0 0,0 0,0
2 40+0,0? 27+0,0° 30+00%®
3 33+062 3,3+0,02 40+002
4 27+062 40+00%? 37+£1,0%2
5 37+062 40+0,02 33+1,0°
6 43+15%2 50+172 47+062
7 37+062 6,3+ 1,1b 33+06°
8 43+12%2 37+152 40+002
9 80+172 40+10°2 53+21°%
10 6,0+£202 53+152 43+062
11 75+35¢% 87+29¢% 37+062
12 65+072 53+122
Megalopa | 195+0,72 50+1,4°
Megalopall 12,0

Valores con e mismo superindice en unafila, indican que no hay diferencias significativas
entre los tratamientos (p>0,05). Ds: Desviacién estandar.

Ademas, en la Fig. 8, se observa que en € tratamiento con € probidtico S
cerevisae se alcanzd € estadio zoea 12 y megalopa | a los 44 y 50 dias,
respectivamente, en cambio con €l probidtico L. casel se adcanzd alos 52 y 64
dias, respectivamente. En € tratamiento control € estadio zoea 12 fue observado a

los 50 dias de crianza.
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Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana
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Fig. 8: Desarrollo de los estadios larvales (zoea y megalopa) de C. caementarius a través del
tiempo, seguiin tratamientos. M-l y M-Il : Megalopal y |1 respectivamente.

Por otro lado, si observamos las bases de las curvas del desarrollo de cada estadio larval de
laFig. 8, se nota la presencia de tres 6 més poblaciones de larvas de diferentes estadios en

un tiempo determinado a partir de zoea 7 en e tratamiento con S. cerevisiae y en €
tratamiento control.

En relacion con el comportamiento de las larvas de C. caementarius, |os primeros estadios

larvales (hasta zoea 6) fueron muy gregarios, planctonicos, con vigorosa natacion y con
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fototaxismo positivo acentuado. Pero a medida que avanzaron en su desarrollo la dispersion
larva en los acuarios fue més notoria en todos | os tratamientos.

3.2. Tamano delos estadios larvales

En la Fig. 9, se muestra la longitud del cefaotorax de cada estadio larva de C.
caementarius por tratamientos. No hubo diferencia estadistica significativa (p>0,05) en €l
tamano de las larvas de los tres tratamientos hasta zoea 7, y las larvas crecieron desde un
LC promedio de 238,66 + 4,26 um (zoea 1) hasta un LC promedio de 648,10 um (zoea 7).

Aceite de pescado L. casei S. cerevisiae
1400

" 1200

1S
2 1000 -

8
9 800
o

[
S 600

o
e}
2 400
I=)

&
S 200 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Estadios larvales

Fig. 9: Longitud del cefalotérax (um) de los estadios larvales de C. caementarius, por tratamientos. Los
estadioslarvales 13 y 14 corresponden a los estadios de megalopa |l y 11, respectivamente.

En zoea 8, el tamario de las larvas alimentadas con aceite de pescado (LC = 672,03 + 19,51
um) y con S. cerevisiae (LC = 666,75 + 7,38 um) fue estadisticamente igual (p>0,05), pero
significativamente menores a aquellas alimentadas con el probiético L. casel (LC = 720,01
+ 7,0 um). En zoea 9 no hubo diferencias estadisticas (p>0,05) en €l tamarfio de las larvas de

|os tres tratamientos.

En zoea 10, € tamafo de las larvas de C. caementarius alimentadas con €l probidtico S.
cerevisae fueron estadisticamente las mas grandes (LC = 880,49 + 1,97 um) en
comparacion con las alimentadas con € probidtico L. casel (LC = 852,50 + 11,19 um) y con
aceite de pescado (LC = 822,83 + 4,20 um).
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En zoea 11, € tamafio de las larvas de C. caementarius alimentadas con € probiético S.
cerevisiae fue estadisticamente diferente (p<0,05) y mas grandes (LC = 955,68 + 23,44 um)
gue aquellas alimentadas con €l probidtico L. casel (LC = 934,64 + 18,92 um) y con aceite
de pescado (LC = 886,62 + 36,74 um).

En zoea 12 € tamafio de las larvas de C. caementarius alimentadas con los probidéticos S.
cerevisiae (LC = 1033,79 £ 19,43 um) y L. casei (LC = 1034,51 £ 22,63 um) fueron
estadisticamente iguales (p>0,05), pero ambas a la vez fueron diferentes (p<0,05) a las
alimentadas con aceite de pescado (LC = 978,44 £ 8,21 um).

En megalopa |, € tamafio de las larvas de C. caementarius alimentadas con los probi6ticos
S cerevisiae (LC = 1209,77 = 40,39 um) y L. casel (LC = 1111,12 + 51,46 um) fueron
estadisticamente diferentes (p<0,05). En € tratamiento con S. cerevisiae la megalopa 1l
obtuvo un LC de 1285,43 + 23,00 um.

3.3. Supervivencia delarvas

En la Fig. 10, se muestra la supervivencia de las larvas de C. caementarius durante el

tiempo de la experiencia

En todos los tratamientos hubo alta supervivencia larval (aprox. 95%) hasta la segunda
semana de crianza, después del cual disminuyd bruscamente hasta la tercera semana en los
tres tratamientos. Entre la tercera y quinta semana la supervivencia fue estadisticamente
igual entre tratamientos y en promedio fue de 32%. En la semana 6 de crianza la més alta
supervivencia larval fue obtenida en e tratamiento con e probidtico L. casal (36,13%)
siendo esta similar, estadisticamente que € tratamiento con el probiético S cerevisiae
(24,71%), pero ambas fueron diferentes que el tratamiento control (22,54%). En la semana
7, la supervivencia de las larvas del tratamiento con € probidtico L. casel (29,60%) fue
estadisticamente mayor que las del tratamiento con €l probidtico S. cerevisiae (11,01%) y
con las del tratamiento control (13,23%). En la semana 8, la supervivencia de las larvas del
tratamiento con L. casal fue del 30%, significativamente superior aladel tratamiento con S,
cerevisiae que fue del 4,8%. En la semana 10 la supervivencia de las larvas alimentadas con
L. casei fue del 0,78%.
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Fig. 10: Supervivencia delarvas de C. caementariusa través del tiempo de crianza, segin tratamientos.

A partir de los 32 dias de crianza la disminucién de la supervivencia de las larvas de C.
caementarius fue ocasionada por la aparicion fortuita de una enfermedad bacteriana
(bacilos Gram negativos), cuyos signos mas evidentes fueron las manchas oscuras y
amarillentas que afect6 e cuerpo de las larvas, € telson y los apéndices cefalotoracicos
(Fig. 11), presentandose en todos | os tratami entos en tiempos distintos (Fig. 12).

Fig. 11. Larva de C. caementarius enferma. Note la presencia
de manchas oscuras y amarillentas en todos los apéndices
cefalotor&cicos.

EnlaFig. 12, se muestralafrecuencia con que las larvas de C. caementarius se enfermaron.
En las larvas del tratamiento control la enfermedad fue detectada a los 36 dias de crianza,
en cambio en las larvas alimentadas con el probidtico L. casel la enfermedad fue detectada
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alos 32 dias y en las larvas aimentadas con el probidtico S. cerevisiae la enfermedad
aparecio alos 34 dias de crianza. A los 50 dias de crianza €l 100% de las larvas de todos los

tratami entos estuvieron enfermas.

Aceite de pescado L. casei S. cerevisiae
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Fig. 12. Frecuencia de aparicién de larvas enfermas de C. caementarius por tratamientos, a través del
tiempo.

La muerte de toda la poblacion de larvas del tratamiento control se produjo alos 50 dias de
crianza habiendo desarrollado hasta el estadio zoea 12; las del tratamiento con e probiotico
S cerevisiae se produjo a los 62 dias de crianza, estando en estadio megalopa Il y |a del

tratamiento con e probidtico L. casel se produjo a los 75 dias, habiendo alcanzado €

estadio megalopal.

El comportamiento natatorio y aimenticio de las larvas enfermas de C. caementarius fue
normal a comienzo de la enfermedad, pero después|as larvas tuvieron dificultad para nadar

y comer, permaneciendo sobre el sustrato pero con signos de vida.

3.4. Comportamiento alimentario de larvas de camaron

Los primeros estadios larvales de C. caementarius (zoea 2 a zoea 6) consumieron
generamente las partes blandas del abdomen de los nauplios de A. franciscana mas no la
cabezani € intestino de los nauplios (Fig. 13).
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Fig. 13. Larvas recientes de C. caementarius alimentandose de las partes blandas de los nauplios de A.
franciscana.

De manera similar sucedi6 con los estadios més avanzados (zoeas 10 a zoea 12) ademas de
recoger materia organica particulada del sustrato, aunque en algunas oportunidades se les
observo ingerir parte del tracto digestivo pero no alos nauplios completos (Fig. 14).

Fig. 14. Larvas recientes de C. caementarius alimentandose de una parte del tracto digestivo de los
nauplios de A. franciscana.

La aimentacion de las larvas de C. caementarius desde zoea 8 en |os tres tratamientos, con

particulas de clara de huevo cocida fue muy bien aceptada (Fig. 15).

Fig. 15. Larvasrecientes de C. caementarius alimentandose de
particulas de clara de huevo cocida.
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3.5. Andlisis microbiolégico de larvas de camar 6n

En la Fig. 16, se muestra las colonias aisladas del tracto digestivo de las larvas de C.
caementarius. En la Fig. 17, se muestra e recuento total de bacterias y levaduras de
diferentes estadios larvales de C. caementarius. Desde zoea 1 hasta zoea 7, hubo un
incremento considerable de las bacterias aerobias mesofilas viables (Fig. 16a) para luego
disminuir en zoea 12. No se detecto levaduras en ninguno de los tratamientos, excepto en
zoea 12 en € tratamiento con € probidtico S. cerevisiae. No se observd crecimiento de
Lactobacillus en ninguno de |os tratamientos sino hasta zoea 7, pero en baja concentracion.
Vibrio estuvo presente desde zoea 2 hasta zoea 7 en todo los tratamientos, observandose

colonias amarilla (Fig. 16b), aunque hubieron también colonias verdes.

Fig. 16. Colonias aisadas del tracto digestivo de larvas de C. caementarius. a) Colonias
de bacterias aer obias mestfilas viables. b) Colonias de Vibrio.
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IV.DISCUSION

En e presente estudio se determind que € desarrollo larval de C. caementarius fue
mejorado cuando las larvas fueron alimentadas con e probidtico S cerevisae
bioencapsulado en nauplios de A. franciscana en comparacion con aquellas alimentadas con
el probidtico L. casei, pero cuando las larvas mostraron signos de estar enfermas en todos
los tratamientos, las larvas aimentadas con L. casel fueron las que sobrevivieron mas
tiempo. Aunque en e presente trabgjo no estudiamos los mecanismos por € cua los
probiéticos ocasionaron efectos diferentes en el desarrollo larval del camardn, sin embargo,
por los resultados obtenidos y como se explicara mas adelante, las cepas probidticas

contribuyeron con €l desarrollo y lasalud delas larvas.

El desarrollo larval de C. caementarius alimentado con € probidtico S cerevisiae
bioencapsulado en nauplios de A. franciscana fue homogéneo y acelerado porgue los
cambios de estadios larvales demoraron entre 3 a5 dias y |os estadios zoea 12 y megalopa |
se obtuvieron alos 44 y 50 dias de crianza, es decir 8 y 14 dias antes que con €l probidtico
L. casei, respectivamente (Cuadro 1, Fig. 8). Estos resultados sugieren que las larvas de
camaréon alimentadas con S. cerevisiae utilizaron mejor los nutrientes del alimento
proporcionado. Se conoce que la levadura degrada las macromoléculas proteicas hasta
aminoacidos y produce vitaminas (Lara et al., 2002) y los compuestos dificiles de digerir
los hace asimilables (Irianto & Austin, 2002), lo cual es de importancia para estadios
larvales criticos debido a inicio de lafuncién del aparato digestivo como las zoeas 2, 3y 4
de C. caementarius reportados por Moraes (1997), pero en la experiencia estos estadios
recientes fueron superados con €l probidtico S. cerevisiae. Ademas, en estadios larvales
recientes de carideos hay cambios fisiol6gicos normales del sistema digestivo que ocasiona
limitada capacidad digestiva por faltadel diverticulo anterior en e intestino medio (Kumiu,
1999) y en larvas de especies como M. rosenbergii y Palaemon el egans hay un incremento
de la actividad de la tripsina en estadios zoeas 5 y 6, que esta relacionado con el desarrollo

del intestino y con la expansion del hepatopancreas (Kumlu & Jones, 1995).

Considerando 1o mencionado anteriormente también es probable que la presencia del
probidtico S. cerevisiae dentro del tracto gastrointestina de las larvas de C. caementarius
permitié mejorar la asimilacién de los écidos grasos esenciales del aceite de pescado por



cuanto el desarrollo de las larvas obtenido con este probidtico fue mejor que con aguellas
del tratamiento control que solo fueron alimentadas con aceite de pescado (Fig. 8). Salas et
al. (2002) determinaron que el aceite crudo de pescado producido en € Per(, posee mayor
contenido de eicosapentanoico (EPA) (10,7 a 17,4%) respecto al acido docosahexanoico
(DHA) (4,9 a15,9%), siendo el EPA reguerido como componente estructural celular para el
crecimiento del hepatopancreas de M. rosenbergii desde el estadio larval 5 hasta los
estadios 6 y 7 (Roustaian et al., 1999) y para mejorar la larvicultura de M. rosenbergii en
términos de supervivencia, vitalidad, metamorfosis, tamafio larval (Romdhane et al., 1995)
y también el desarrollo y crecimiento de larvas de C. caementarius pero solo hasta zoea 8
(Portugal € al., 2003), porgque los nauplios de Artemia sin enriquecer son deficientes en

estos &cidos grasos esenciaes (Devresse et al., 1990).

Asi mismo, se ha reportado que S. cerevisiae produce poliaminas como espermidina y
espermina, que favorecen tanto la maduracion del tracto digestivo (Tovar-Ramirez et al.,
2000) como € crecimiento y el metabolismo en peces (Gatesoupe, 2007), siendo probable
que estas sustancias contribuyeron también con el desarrollo homogéneo de las larvas de C.
caementarius, asi como con €l crecimiento principalmente desde zoea 10 (Fig. 9), por
cuanto se ha informado que la espermina es un buen promotor del crecimiento en L.
stylirostris (Smith et al., 2000). Esto explicaria € mayor tamafio del estadio megalopa |
(1209,77 um de LC) en el tratamiento con S cerevisiae, en comparacion con aquellas del
mismo estadio alimentadas con L. casei (1111,12 ym de LC).

En cambio € desarrollo fue heterogéneo y lento en las larvas de C. caementarius
alimentadas con el probidtico L. casei bioencapsulado en nauplios de A. franciscana porque
los cambios de estadio larval demoraron entre 4 a9 dias y los estadios zoea 12 y megalopa |
se obtuvieron alos 52 y 64 dias de crianza, es decir 8 y 14 dias mas que con € probidtico S.
cerevisiae, respectivamente (Cuadro 1, Fig. 8), lo que indica que hubo una deficiente
contribucion de la cepa probidtica bacteriana en el tracto gastrointestina de las larvas de
camaron gque no mejoro la asimilacion de los nutrientes del alimento proporcionado en los
estadios larvales con deficiencias digestivas ya explicada anteriormente.

En relacion con la supervivencia de las larvas de C. caementarius se observo que disminuy6
de manera similar hasta la quinta semana de crianza en los tres tratamientos, pero una
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brusca disminucion fue observada entre la segunda y tercera semana de crianza (Fig. 10)
cuando las larvas estuvieron en zoeas 6 y 7 (Fig. 8) siendo estos los estadios zoeas criticos
de la especie que no fue superado con los probidticos proporcionados, con excepcidn de los
estadios zoeas recientes (zoeas 2 a zoea 4) que segun Morales (1997) también son criticos
en e desarrollo larval de la especie. Sin embargo, entre la tercera y quinta semana de
crianza, la supervivencia larval lleg6 a estabilizarse en aproximadamente 32% en los tres
tratamientos, pero al final de este periodo las larvas de camarén mostraron signos de estar

enfermasy por esta condicion de salud la supervivencia fue diferente entre tratamientos.

Desde la aparicion de larvas de C. caementarius con signos de enfermedad en los tres
tratamientos (Fig. 11 y 12), la sobrevivencia fue disminuyendo a través del tiempo (Fig.
10), prolongandose por 16 dias mas en € tratamiento control, por 28 dias en el tratamiento
con S. cerevisiae y por 43 dias més en e tratamiento con L. casel. Estos resultados y los
obtenidos en e desarrollo larval, sugieren que las cepas probidticas tuvieron limitada
participacion para mejorar la supervivencia de las larvas enfermas, probablemente por la
escasa ingestion de probidticos pues las larvas de camaron mostraron ser selectivas a
ingerir las partes blandas (Fig. 13) y en agunos casos parte del tracto digestivo de los
nauplios de A. franciscana (Fig. 14). Asi mismo es probable también que la baga
concentracion de probidticos bioencapsulados en los nauplios de A. franciscana no
contribuyeron con e megoramiento de lasalud de las larvas. Con S. cerevisiae |0s nauplios
bioencapsularon 0,25 x 10> UFC nauplio”, en cambio Espinosa et al. (2002) reportan
bioencapsulacién de lalevadura P. pastoris hasta 0,84 x 10> UFC nauplio™. Con L. casei se
logré bicencapsular 2,5 x 10°> UFC nauplio”, siendo este el primer reporte sobre la
bioencapsulaciéon de esta cepa bacteriana, sin embargo con especies de Vibrio se llega a

bioencapsular 2,7 x 10° UFC nauplio™ en 45 minutos (Gémez-Gil, 1988).

Ademas de o mencionado, la accién de los probidticos empleados en la experiencia debe
haber estado limitado porque levadura fue detectada recién en zoea 12 y Lactobacillus
desde zoea 7 en los tres tratamientos (Fig. 17), lo cua sugiere que los probidticos no
colonizaron € tracto digestivo de las larvas de C. caementarius y por consiguiente su
accion fue realizada durante € tiempo de permanencia en € tracto digestivo. En este caso,
el tiempo de evacuacion gastrica y la frecuencia de muda de las larvas de camaron fue lo
gue contribuyé a la eliminacion de los probidticos. En € caso del tiempo de evacuacion
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gastrica de las larvas que no fue medida pero de acuerdo a lo observado fue similar ala de
M. rosenbergii que es de 20 y 50 minutos en zoea 2 y 10, respectivamente (Kumlu & Jones,
1995). Asi mismo, se conoce que la muda es més frecuente en estadios larvales y durante la
ecdisis hay desprendimiento de la cuticula del intestino anterior y posterior, como sucedio
en las zoeas de L. vannamei o cual impidié la colonizacion bacteriana (Simdes et al.,
2002). Por consiguiente es necesario tener en cuenta este comportamiento alimentario de las
larvas para futuros trabgjos en donde se debe incrementar tanto la concentracion de
probidticos bioencapsulados en los nauplios de A. franciscana como la frecuencia de

alimentacion para mejorar € efecto probidtico deseado.

La diferente duracion de la supervivencia de las larvas de C. caementarius desde que
estuvieron enfermas, corrobora primero la mejor condicién nutricional de aquellas
alimentadas con S. cerevisiae (sobrevivieron 28 dias méas), en comparacion con las del
tratamiento control (sobrevivieron 16 dias mas), a tener mayores defensas para resistir la
enfermedad, pues la presencia de varias poblaciones de larvas de diferentes estadios a partir
de zoea 7 (Fig. 8) fue indicadora de un retrazo del desarrollo por deficiente condicién
larval. Estos resultados sugieren ademéas que las larvas de camaron fueron estimuladas
levemente por la presencia de glucanos como consecuencia de una mayor digestibilidad de
la cepa probidtica S. cerevisiae al pasar primero por € tracto gastrointestinal de los nauplios
de A. franciscana y luego por € de las larvas, pues es conocido que los glucanos se
encuentran en la pared interna de la levadura (Zlatkovic et al., 2003) y mantiene el estado
activo de proteccion inmunol 6gica en langostinos (Burgents et al., 2004). Sin embargo, esto

no fue suficiente para una prolongada resistencia de las larvas enfermas.

En segundo lugar, la mayor duracion de la sobrevivencia (43 dias més) de larvas enfermas
de C. caementarius alimentadas con € probidtico de L. casei, sugiere que e efecto
probidtico de dicha cepa fue eventualmente expresado en presencia de patdgenos, o cual
segun Marques et al. (2005) lo presentan algunas bacterias. Por consiguiente, esta cepa
bacteriana alin en baja concentracion, fue capaz de dar proteccién a las larvas de camardn
para resistir € atague de patdgenos pero no fue suficiente para mantener la supervivencia
por més tiempo. Aunque no fue comprobada en la experiencia los mecanismos que
permitieron e mantenimiento de la sobrevivencia de estas larvas enfermas, pero por la
informacién disponible sobre las BAL, e probidtico L. casei debe haber tenido limitaciones
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para activar con eficiencia ciertos mecanismos que permiten suprimir el crecimiento de
patdgenos como la produccién de acidos organicos (Ajitha et al., 2004; El-Naggar, 2004),
de bactericidas (Y ang, 2000; Estrada et al., 2005; Pabmanadha et al., 2006; Ramirez et al.,
2006) o de mgjorar la respuestainmune de los organismos (Balcazar et al., 2006). También
es probable que e origen de la cepa bacteriana haya contribuido con dichos resultados
debido a que no fue aislada del tracto digestivo o del ambiente del camardn, por cuanto
Ramirez et al. (2006) consideran que los microorganismos aislados del intestino de un
animal tienen mayor adaptabilidad a las condiciones intestinales que |os obtenidos de otras

fuentes.

Por consiguiente, de acuerdo a la manera como ambas cepas probidticas contribuyeron con
el desarrollo y la salud de las larvas de C. caementarius y de no haberse enfermado las
larvas de todos los tratamientos, agquellas larvas alimentadas con el probiético S. cerevisiae
gue en 50 dias desarrollaron hasta megalopa | (incluso fue observada megalopa I1),
hubiesen a canzado la metamorfosis en menor tiempo que las aimentadas con €l probiético
L. casei, por cuanto Guerra et al. (1986b) describen cinco estadios megalopa antes de la
metamorfosis a juvenil de lamisma especie y Guerra et al. (1986a) obtuvieron los primeros

juveniles en 60 dias de crianzalarval.

La presencia de Lactobacillus en el estadio zoea 7 de C. caementarius (Fig. 17) en los tres
tratamientos, seria indicadora de contaminacion cruzada, cuya principal fuente de
contaminacion fue el agua (Fig. 22), pero esto no aterd los resultados obtenidos, debido a
gue no hubo mejoria en la salud de las larvas de camardn alimentadas con S. cerevisiae ni
en agquellas del tratamiento control, probablemente porque Lactobacillus no tuvieron una
permanencia estable en el agua de crianza larval y méas bien disminuy6 con e tiempo
porque hubo cambios de agua frecuentes, de igua manera, Saccharomyces solo fue
detectado en e agua cas al fina de la experiencia. Esto indicaria que las condiciones
ambientales del agua de crianza larval dificultaron la proliferacion de las cepas probiéticas
empleadas alin cuando Gatesoupe (2007) considera que las levaduras crecen en ambientes
donde | os sustratos organi cos estan disponibles.

En cambio las bacterias aerobias mesofilas viables incrementaron con el tiempo de crianza
en todos los tratamientos, acanzando a los 50 dias entre 4,0 x 10° UFC mi™ y 1,1 x 10°
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UFC mi™ (Fig. 22), probablemente por la acumulacion de materia orgénica observada en e
sustrato, 10 que ocasiond que €l oxigeno (Fig. 19) y € pH (Fig. 21) del agua de crianza
larval disminuyan con e tiempo en todos los tratamientos. Kennedy et al (2006)
encontraron que el incremento del conteo de bacterias totales de 1,38 x 10° a3,0 x 10° UFC
mli™* en & agua de crianza de larvas de M. rosenbergii fue atribuido a la ata carga de
materia organica.

Por otro lado, la ausencia de Vibrio en € agua de crianza larval (Fig. 22) podria ser
consecuencia de la frecuencia con que se realizo los cambios de agua. Sin embargo, esto no
limitd la presencia de Vibrio en € tracto gastrointestinal de las larvas de C. caementarius
desde zoea 2 (Fig. 17), lo cual sugiere que Vibrio ingresa fécilmente, pero no fue patdgeno
para las larvas de camardn, de lo contrario estas hubiesen muerto en estadios recientes del
desarrollo, principalmente en el tratamiento control. VVandenberghe et al. (1999) consideran
gue V. alginolyticus esta presente en estadios recientes del desarrollo de L. vannamei y esta
asociado con larvas saludables. Ademés, Moriarty (1999) considera que la flora intestinal
de langostinos es frecuentemente dominada por especies de Vibrio sacarosa negativo
(colonias verdes en agar TCBS) y luminosas en presencia de tratamiento con antibidticos,
mientras que las especies sacarosa positivo (colonias amarillas en agar TCBS) son
usualmente méas abundantes cuando es usado probidticos. Similar color amarillo de las

colonias fue encontrado en este trabgjo (Fig. 17).

Los parametros ambientales del agua de crianza de |os acuarios de todos |os tratamientos se
encontraron dentro de los rangos normales (Cuadro 2) sugeridos por New & Singholka
(1982) para M. rosenbergii, no existiendo diferencias significativas en concentraciéon y
saturacion de oxigeno y de pH entre tratamientos, |o cua significa que los probidticos que
crecieron en € agua no ateraron la calidad. En cambio la temperatura del agua del
tratamiento control (24,92°C) fue estadisticamente (p<0,05) superior a la de los
tratamientos con L. casel (24,45°C) y con S. cerevisiae (24,49°C), mostrando una amplia
variacion principalmente en los primeros 36 dias de crianzalarval (Fig. 18), ocasionado por
una deficiente distribucion del calor generado por € uso de una cocina eléctrica que fue
utilizado para elevar la temperatura dentro del laboratorio, no obstante en e tratamiento
control, los resultados obtenidos en € desarrollo larval de C. caementarius fueron inferiores
alas delos otros tratamientos.
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V. CONCLUSIONES

El efecto de los probidticos bioencapsulados en nauplios de A. franciscana mejor6 el
desarrollo larval del camardn de rio C. caementarius, 10 que se puso de manifiesto en las

siguientes caracteristicas:

a. Loscambios de estadios larvales de C. caementarius demoraron entre 3 a 5 dias cuando
las larvas fueron alimentadas con el probiotico S. cerevisiae bioencapsulado en nauplios
de A. franciscana y entre 4 a 9 dias cuando fueron alimentadas con € probidtico L.

casal.

b. Los estadios larvales zoea 12 y megalopa | de C. caementarius fueron alcanzados en 44
y 50 dias de crianza, respectivamente, cuando las larvas fueron aimentadas con €
probidtico S. cerevisiae bioencapsulado en nauplios de A. franciscana 'y en 52 y 64 dias

cuando fueron alimentadas con el probidtico L. casel.

c. El tamafio del estadio larval megalopa | de C. caementarius fue de 1209,77 um de LC
cuando las larvas fueron alimentadas con el probidtico S. cerevisiae bioencapsulado en
nauplios de A. franciscana y de 1111,12 pm de LC cuando fueron alimentadas con el

probidtico L. casai.

d. Las larvas de C. caementarius aimentado con € probidtico S cerevisiae
bioencapsulado con nauplios de A. franciscana sobrevivieron 28 dias méas desde que

mostraron signos de estar enfermas, muriendo alos 62 dias de crianza en megalopal ll.
e. Laslarvas de C. caementarius alimentado con el probiético L. casei bioencapsulado en

nauplios de A. franciscana sobrevivieron 43 dias mas desde que mostraron signos de

estar enfermas, muriendo alos 75 dias de crianza en megalopall.
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V1. RECOMENDACIONES

. Emplear aternadamente las cepas de S cerevisiae MITL51 y de L. casel 475 CECT
bioencapsuladas en nauplios de A. franciscana como aimento a larvas de C.
caementarius, de tal manera que con dicha combinacion se aproveche las propiedades

benéficas que posee cada cepa.

. Determinar el tiempo de maxima bioencapsulacion y de permanenciade L. casel y de S
cerevisiae en nauplios de A. franciscana con la findidad de incrementar la
concentracion de los probidticos a ser proporcionados bioencapsulados para mejorar la

larvicultura de C. caementarius.
. Estudiar € potencia probidtico de la cepa de levadura S. cerevisiae MITL51 ensayando
su uso en el aimento balanceado paralarvas, postlarvas, juveniles y adultos del camardn

C. caementarius.

. Aidar una cepa de bacteria &cido |actica del tracto digestivo de g emplares sanos de C.

caementarius o del ambiente natural del camaron, para su estudio como probidtico.
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ANEXO



Anexo 1. Calidad del agua de crianzalarval

La temperatura promedio del agua de crianza larval no fue uniforme en los tratamientos
durante e periodo de crianza (Fig. 18). En € tratamiento control, la temperatura del agua
fue de 24,92°C significativamente (p<0,05) mayor que la del los tratamiento con L. casel
(24,45°C) y con S cerevisiae (24,49°C) (Cuadro 2).
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Fig. 18: Variacion de la temperatura del agua de crianza de larvas de C. caementarius a través del
tiempo, seguin tratamientos.

La concentracion promedio de oxigeno disuelto en € agua fue uniforme en todos los
tratamientos durante e periodo de crianza, pero con tendencia a disminuir con € tiempo
(Fig. 19). En e tratamiento control |a concentracion de oxigeno del agua fue de 7,10 mg 12,
en el tratamiento con L. casel fue de 7,16 mg ™ y en el tratamiento con S. cerevisiae fue de
7,08 mg I™* (Cuadro 2).

El porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto en €l agua se mantuvo casi constante en los
tratamientos durante el periodo de crianza, con excepcion del tratamiento con S cerevisiae
donde hubo disminucion brusca en la primera quincena (Fig. 20). En € tratamiento control
el porcentgje de saturacion de oxigeno fue de 96,95%, en €l tratamiento con L. casel fue de
97,36% Yy en €l tratamiento con S. cerevisiae fue de 96,56% (Cuadro 2).
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Fig. 19: Variacién de la concentracién de oxigeno disuelto en el agua de crianza de larvas de C.
caementarius, atravésdel tiempo, segin tratamientos.
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Fig. 20: Variacion del porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto en el agua de crianza de larvas de C.
caementarius, atravésdel tiempo, segin tratamientos.

El pH en & agua también fue uniforme en todos los tratamientos durante € periodo de
crianza, pero con tendencia a disminuir con € tiempo (Fig. 21). En € tratamiento control €
pH fue de 7,15, en € tratamiento con L. casei fue de 7,25 y en e tratamiento con S
cerevisiae fue de 7,26 (Cuadro 2).
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Fig. 21: Variacion del pH del agua de crianza de larvas de C. caementarius, a través del tiempo, segiin
tratamientos.

Cuadro 2: Parametros fisico y quimicos del agua de crianza de larvas de C. caementarius, seglin
tratamientos. Valores expresados como M edia + desviacion estandar (rango).

Tratamiento Temperatura | Oxigenodisuelto| Saturacién de pH
(°C) (mgl™ oxigeno (%)
Aceite de pescado| 24 g9 + 0,527 7,10+ 0,13 96,95+ 0,33 | 7,15+0,12%

bioencapsulado e o4 03 _2600) | (6,98-7,28) | (96,67 97,27) | (6,98 7,24)

A. franciscana.

L. casei mas aceite| 4 45 + 0,44° 7,16 + 0,12° 97,36+025* | 7,25+0,172

de pescado hio-
encapsulados en A | (2400-25,67) | (7.03-7.32) (97,00-97,60) | (7,03-7,45)

Franciscana.

S ooreisae mas) 24,57+ 049" 7,08+0,17° 96,56 £ 0,75 | 7,26+ 0,34%
aate de pestalol o100-2593) | (6,92-7,33) (95,50 - 97,13) | (6,92-7,73)

bioencapsulados en
A. franciscana.

Valores con el mismo superindice en una columnaindican que no hay diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre
los tratamiento.
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Por otro lado, se observ6 acumulacion progresiva de materia organica en todos |os acuarios
debido a la muerte de los nauplios de A. franciscana y a la acumulacion de aimento
proporcionado que no fue consumido; asi como por e incremento de exhuvias de las larvas

de camaron.

En laFig. 22, se muestra el recuento total de bacterias y levaduras en e agua de crianza de
larvas de C. caementarius. No hubo crecimiento de levadura en € agua de todos los
tratamientos, excepto a los 50 dias de crianza larval. Lactobacillus estuvo presente en €
agua antes de la siembra de las larvas en los tratamientos con probidticosy a apartir de los
30 dias de crianza larval se detectd en los tres tratamientos. Vibrio fue detectado en €l agua
alos 50 dias de crianza larval en todos los tratamientos. Las bacterias aerobias mesdfilas
viables (Bamv) fue detectado en el agua al final del periodo de maduracién o sea antes dela
siembra de las larvas de camardn tanto en e tratamiento control como en e tratamiento con
el probidtico L. casel, pero a partir de los 30 dias ya estuvo presente en los tres

tratamientos.



O dias

12E+03 4| [WAceite de pescado gL.casei [@S. cerevisiae |7

10E+03

8,0E+02

6,0E+02

UFE miH

4,0E+02

2,0E+02

0,0E+00

Bamv Levaduras Lactobacillus Vibrio

7 dias
12E+03

10E+03

8,0E+02

6,0E+02

UFLC mil-1

4,0E+02

2,0E+02

0,06+00 1 ML i i

Bamv Levaduras Lactobacillus Vibrio

30 dias

12E+03

10E+03

8,0E+02

6,0E+02

UFCmk

4,0E+02

2,0E+02 4

mm [ 000

0,0E+00 A r T
Bamv Levaduras Lactobacillus Vibrio

50 dias
12E+03

10E+03

8,0E+02

6,0E+02

UFC ml-1

4,0E+02 4

2,0E+02 4

0,0E+00 A

Levaduras Lactobacillus Vibrio

Fig. 22: Recuento total de bacterias y levaduras (UFC ml™) en e agua de crianza de larvas de C.
caementarius en diferentes tiempos de muestreo, segin tratamientos. Bamv: Bacterias aerobias
mesofilas viables.
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Anexo 2: Hidratacion de cistos, decapsulacion de cistos, incubacion de embrionesy bioencapsulacion de probidticosen A. franciscana
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Anexo 3: Obtencion delarvas del camar6n derio C. caementarius

Acondicionamiento de hembras Larvas recién eclosionadas
durante Incubacién de embriones '

Desinfeccién de hembras con
Formaldehido 200 ppm x 10’

€]

e

Desinfeccion de larvas con
Formaldehido 200 ppm x 1 h.

Concentracion
de larvas
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Anexo 4: Analisis estadistico del tamafio de zoea 8 de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamafio de zoea 8 (Longitud del cefalotérax en um)
95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacién Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Méaximo
1 3 672,0333 19,51367 11,26622 623,5587 720,5080 653,94 692,71
2 3 720,0133 7,00326 4,04333 702,6163 737,4104 715,97 728,10
3 3 666,7500 7,37822 4,25982 648,4215 685,0785 660,14 674,71

Total 9 686,2656 27,69366 9,23122 664,9783 707,5528 653,94 728,10

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamafio de zoea 8 (Longitud del cefalotérax en ym)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
1,882 2 6 ,232
ANOVA
Tamafio de zoea 8 (Longitud del cefalotérax en um)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 5166,977 2 2583,488 16,005 ,004

Dentro de grupos 968,534 6 161,422

Total 6135,511 8

Comparaciones Mdultiples
Variable dependiente: Tamafo de zoea 8 (Longitud del cefalotérax en ym)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -47,98000(*) 10,37376 ,009 -79,8095 -16,1505
3 5,28333 10,37376 ,870 -26,5462 37,1129
2 1 47,98000(*) 10,37376 ,009 16,1505 79,8095
3 53,26333(*) 10,37376 ,005 21,4338 85,0929
3 1 -5,28333 10,37376 ,870 -37,1129 26,5462
2 -53,26333(*) 10,37376 ,005 -85,0929 -21,4338

* La diferencia media es significativa al nivel de .05

Subsets Homogéneos
Tamafio de zoea 8 (Longitud del cefalotérax en um)

Tukey HSD
Tratamiento ‘ Subset para alpha = .05
S N 1 2
3 3| 666,7500
1 3| 672,0333
2 3 720,0133
Sig. ,870 1,000

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmonica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 5: Analisis estadistico del tamafio de zoea 9 de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamanfo de zoea 9 (Longitud del cefalotorax en pm)

95% Intervalo de Confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Méaximo
1 3| 796,5767 20,51937 | 11,84687 745,6037 847,5496 777,10 818,00
2 3| 835,0433 15,62113 9,01886 796,2383 873,8484 818,00 848,68
3 3| 822,5467 20,82562 | 12,02368 770,8129 874,2804 804,37 845,27

Total 9 | 818,0556 23,73772 7,91257 799,8091 836,3020 777,10 848,68

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2

T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamafio de zoea 9 (Longitud del cefalotérax en ym)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,139 2 6 ,873
ANOVA
Tamarfio de zoea 9 (Longitud del cefalotérax en ym)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados | Libertad Medio F Sig.

Entre grupos 2310,292 2 1155,146 3,154 ,116

Dentro de grupos 2197,542 6 366,257

Total 4507,834 8

Comparaciones Mdltiples
Variable Dependiente: Tamarfio de zoea 9 (Longitud del cefalotérax en um)

: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
() J) media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (1-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -38,46667 15,62598 ,107 -86,4115 9,4781
3 -25,97000 15,62598 ,293 -73,9148 21,9748
2 1 38,46667 | 15,62598 ,107 -9,4781 86,4115
3 12,49667 15,62598 717 -35,4481 60,4415
3 1 25,97000 15,62598 ,293 -21,9748 73,9148
2 -12,49667 15,62598 717 -60,4415 35,4481

* La diferencia media es significativa al nivel de .05

Subsets Homogéneos
Tamafio de zoea 9 (Longitud del cefalotérax en pm)

Tukey HSD

Tratamiento
s

Subset
para alpha
=.05

Sig.

3 796,5767
3 822,5467
3 835,0433

,107

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmdnica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 6: Analisis estadistico del tamafio de zoea 10 de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamanfo de zoea 10 (Longitud del cefalotérax en pm)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Méaximo
1 3| 822,8300 4,20444 2,42743 812,3856 833,2744 818,00 825,67
2 3| 852,5000 11,19090 6,46107 824,7003 880,2997 840,72 862,99
3 3| 880,4867 1,96876 1,13667 875,5960 885,3773 879,35 882,76

Total 9| 851,9389 25,69395 | 8,56465 832,1888 871,6890 818,00 882,76

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamafio de zoea 10 (Longitud del cefalotérax en pm)

Nivel
Estadistico Dfl df2 Sig.
2,744 2 6 ,142
ANOVA
Tamarfio de zoea 10 (Longitud del cefalotérax en pm)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 4987,854 2 2493,927 50,969 ,000

Dentro de grupos 293,579 6 48,930

Total 5281,433 8

Comparaciones Mdultiples
Variable dependiente: Tamafo de zoea 10 (Longitud del cefalotérax en pm)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -29,67000(*) 5,71138 ,005 -47,1941 -12,1459
3 -57,65667(*) 5,71138 ,000 -75,1808 -40,1326
2 1 29,67000(*) 5,71138 ,005 12,1459 47,1941
3 -27,98667(*) 5,71138 ,006 -45,5108 -10,4626
3 1 57,65667(*) 5,71138 ,000 40,1326 75,1808
2 27,98667(*) 5,71138 ,006 10,4626 45,5108

* La diferencia media es significativa al nivel de .05

Subsets Homogéneos
Tamafio de zoea 10 (Longitud del cefalotérax en pm)

Tukey HSD
Tratamiento Subset for alpha = .05
S N 1 2 3
1 3| 822,8300
2 3 852,5000
3 3 880,4867
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmdnica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 7: Analisis estadistico del tamafio de zoea 11 de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamanfo de zoea 11 (Longitud del cefalotérax en pm)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Maximo
1 3 | 886,6167 36,74222 | 21,21313 795,3439 977,8894 848,90 922,30
2 3 | 934,6400 18,92234 | 10,92482 887,6343 981,6457 913,43 949,79
3 3 | 955,6800 23,43741 | 13,53160 897,4582 1013,9018 935,98 981,60

Total 9 | 925,6456 38,78367 | 12,92789 895,8338 955,4573 848,90 981,60

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamanfo de zoea 11 (Longitud del cefalotérax en pm)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,515 2 6 ,622
ANOVA
Tamanfo de zoea 11 (Longitud del cefalotérax en pm)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 7518,666 2 3759,333 4,996 ,053

Dentro de grupos 4514,717 6 752,453

Total 12033,383 8

Comparaciones Mdltiples
Variable dependiente: Tamafo de zoea 11 (Longitud del cefalotérax en pm)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -48,02333 22,39721 ,161 -148,2810 52,2343
3 -69,06333 22,39721 ,049 -169,3210 31,1943
2 1 48,02333 22,39721 ,161 -52,2343 148,2810
3 -21,04000 22,39721 ,638 -121,2977 79,2177
3 1 69,06333 22,39721 ,049 -31,1943 169,3210
2 21,04000 22,39721 ,638 -79,2177 121,2977

* La diferencia media es significativa al nivel de .05

Subsets Homogéneos
Tamafio de zoea 11 (Longitud del cefalotérax en um)

Tukey HSD
Subset for
alpha =
.01
Tratamiento
S N 1
1 3| 886,6167
2 3| 934,6400
3 3| 955,6800
Sig. ,049

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.

a Usa harmdnica media para tamafio de muestra =

3,000
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Anexo 8: Analisis estadistico del tamafio de zoea 12 de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamanfo de zoea 12 (Longitud del cefalotérax en pm)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Méaximo
1 3| 978,4367 8,20506 4,73719 958,0542 998,8192 971,38 987,44
2 3| 1034,510 22,63276 | 13,06703 978,2871 1090,7329 1008,87 1051,71
3 3| 1033,786 19,43010 | 11,21798 985,5196 1082,0537 1014,32 1053,18

Total 9 | 1015,577 31,86407 | 10,62136 991,0849 1040,0707 971,38 1053,18

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamafo de zoea 12 (Longitud del cefalotérax en pm)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
1,334 2 6 332
ANOVA
Tamanfo de zoea 12 (Longitud del cefalotérax en pm)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 6208,364 2 3104,182 9,730 ,013

Dentro de grupos 1914,187 6 319,031

Total 8122,552 8

Comparaciones Mdltiples
Variable dependiente: Tamafio de zoea 12 (Longitud del cefalotérax en um)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (1-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -56,07333(*) 14,58381 ,020 -100,8205 -11,3262
3 -55,35000(*) 14,58381 ,021 -100,0971 -10,6029
2 1 56,07333(*) 14,58381 ,020 11,3262 100,8205
3 , 72333 14,58381 ,999 -44,0238 45,4705
3 1 55,35000(*) 14,58381 ,021 10,6029 100,0971
2 -,72333 14,58381 ,999 -45,4705 44,0238

* La diferencia media es significativa al nivel de .05

Subsets Homogéneos
Tamafio de zoea 12 (Longitud del cefalotérax en pm)

Tukey HSD
Tratamiento Subset for alpha = .05
S N 1 2
1 3| 978,4367
3 3 1033,7867
2 3 1034,5100
Sig. 1,000 ,999

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmonica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 9: Analisis estadistico del tamafio de megalopa | de C. caementarius, segun tratamientos.

Descriptivas

Tamafio de megalopa | (Longitud del cefalotérax en ym)

95% Intervalo de confianza
Trata para la Media
mient Desviacion Error Limite Limite
os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Maximo
2 3| 1111,116 51,46470 | 29,71316 983,2713 1238,9621 1063,40 1165,65
3 3| 1209,766 40,39793 | 23,32375 1109,4127 1310,1207 1163,61 1238,69
Total 6 1160,47 68,05726 | 27,78426 1089,0200 1231,8634 1063,40 1238,69

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Tamafio de megalopa | (Longitud del cefalotérax en pm)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,107 1 4 ,760
ANOVA
Tamarfio de megalopa | (Longitud del cefalotérax en pm)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 14597,734 1 14597,734 6,820 ,059

Dentro de grupos 8561,217 4 2140,304

Total 23158,950 5
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Anexo 10: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 3 de
crianza, segun tratamientos.

Descriptivas
Supervivencia de larvas (%)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Méaximo
1 3 49,9700 7,47737 4,31706 31,3952 68,5448 41,67 56,18
2 3 45,8167 4,16512 2,40473 35,4699 56,1634 41,67 50,00
3 3 42,9067 7,31419 4,22285 24,7372 61,0761 35,39 50,00

Total 9| 46,2311 6,41407 2,13802 41,3008 51,1614 35,39 56,18

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,607 2 6 575
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 75,609 2 37,804 ,895 ,457

Dentro de grupos 253,514 6 42,252

Total 329,122 8

Compariciones Multiples
Variable Dependiente: Supervivencia de larvas (%)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 4,15333 5,30737 727 -12,1311 20,4378
3 7,06333 5,30737 431 -9,2211 23,3478
2 1 -4,15333 5,30737 727 -20,4378 12,1311
3 2,91000 5,30737 ,851 -13,3745 19,1945
3 1 -7,06333 5,30737 431 -23,3478 9,2211
2 -2,91000 5,30737 ,851 -19,1945 13,3745
Subsets Homogéneos
Supervivencia de larvas (%)
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratamiento
s N 1
3 3 42,9067
3 45,8167
1 3 49,9700
Sig. 431

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmonica media para tamafio de muestra =533,000.



Anexo 11: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 4 de

Descriptivas

Supervivencia de larvas (%)

crianza, segun tratamientos.

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Méaximo
1 3 28,4300 6,38618 | 3,68706 12,5658 44,2942 22,84 35,39
2 3 36,0767 1,18934 ,68667 33,1222 39,0312 35,39 37,45
3 3 31,6367 3,15985 1,82434 23,7872 39,4862 28,73 35,00

Total 9 32,0478 4,90959 1,63653 28,2739 35,8216 22,84 37,45

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.

T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
2,892 2 6 ,132
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.
Entre grupos 88,468 2 44,234 2,543 ,159
Dentro de grupos 104,365 6 17,394
Total 192,833 8
Compariciones Multiples
Variable Dependiente: Supervivencia de larvas (%)
Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -7,64667 3,40531 141 -18,0951 2,8017
3 -3,20667 3,40531 ,636 -13,6551 7,2417
2 1 7,64667 3,40531 141 -2,8017 18,0951
3 4,44000 3,40531 ,443 -6,0084 14,8884
3 1 3,20667 3,40531 ,636 -7,2417 13,6551
2 -4,44000 3,40531 ,443 -14,8884 6,0084
Subsets Homogéneos
Supervivencia de larvas (%)
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratamiento
s N 1
1 3 28,4300
3 3 31,6367
2 3 36,0767
Sig. 141

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmdnica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 12: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 5 de
crianza, segun tratamientos.

Descriptivas

Supervivencia de larvas (%)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Méaximo
1 3 31,7967 6,78336 | 3,91638 14,9459 48,6475 26,76 39,51
2 3 34,0167 1,18934 ,68667 31,0622 36,9712 33,33 35,39
3 3 26,9133 3,82797 2,21008 17,4041 36,4225 23,78 31,18

Total 9 30,9089 5,04228 1,68076 27,0331 34,7847 23,78 39,51

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
4,465 2 6 ,065
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.
Entre grupos 79,233 2 39,616 1,914 227
Dentro de grupos 124,164 6 20,694
Total 203,396 8
Compariciones Multiples
Variable Dependiente: Supervivencia de larvas (%)
Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0) )] Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -2,22000 3,71429 ,826 -13,6165 9,1765
3 4,88333 3,71429 ,438 -6,5131 16,2798
2 1 2,22000 3,71429 ,826 -9,1765 13,6165
3 7,10333 3,71429 ,215 -4,2931 18,4998
3 1 -4,88333 3,71429 ,438 -16,2798 6,5131
2 -7,10333 3,71429 ,215 -18,4998 4,2931
Subsets Homogéneos
Supervivencia de larvas (%)
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratmientos N 1
3 3 26,9133
1 3 31,7967
2 3 34,0167
Sig. 215

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmdnica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 13: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 6 de

Descriptivas

Supervivencia de larvas (%)

crianza, segun tratamientos.

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacién Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
1 3| 22,5367 5,86532 | 3,38635 7,9664 37,1069 18,00 29,16
2 3| 36,1267 5,77221 | 3,33259 21,7877 50,4656 30,15 41,67
3 3 24,7100 4,36945 2,52270 13,8557 35,5643 20,15 28,86

Total 9 27,7911 7,85316 2,61772 21,7546 33,8276 18,00 41,67

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,224 2 6 ,806
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 319,752 2 159,876 5,525 ,044

Dentro de grupos 173,625 6 28,938

Total 493,377 8

Compariciones Multiples
Variable Dependiente: Supervivencia de larvas (%)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -13,59000(*) 4,39223 ,048 -27,0666 -,1134
3 -2,17333 4,39223 ,876 -15,6499 11,3032
2 1 13,59000(*) 4,39223 ,048 , 1134 27,0666
3 11,41667 4,39223 ,090 -2,0599 24,8932
3 1 2,17333 4,39223 ,876 -11,3032 15,6499
2 -11,41667 4,39223 ,090 -24,8932 2,0599

* The mean difference is significant at the .05 level.

Subsets Homogéneos
Supervivencia de larvas (%)

Tukey HSD
Tratamiento Subset for alpha = .05
S N 1 2
1 3 22,5367
3 3 24,7100 24,7100
2 3 36,1267
Sig. ,876 ,090

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmonica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 14: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 7 de

Descriptivas

Supervivencia de larvas (%)

crianza, segun tratamientos.

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
1 3 13,2333 5,15978 | 2,97900 ,4157 26,0509 9,40 19,10
2 3 29,6000 8,29638 | 4,78992 8,9906 50,2094 20,20 35,90
3 3 11,0067 1,45761 ,84155 7,3858 14,6276 9,87 12,65

Total 9 17,9467 10,08522 | 3,36174 10,1945 25,6989 9,40 35,90

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
4,332 2 6 ,069
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 618,538 2 309,269 9,508 ,014

Dentro de grupos 195,156 6 32,526

Total 813,694 8

Compariciones Multiples
Variable Dependiente: Supervivencia de larvas (%)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -16,36667(*) 4,65661 ,029 -30,6544 -2,0789
3 2,22667 4,65661 ,884 -12,0611 16,5144
2 1 16,36667(*) 4,65661 ,029 2,0789 30,6544
3 18,59333(*) 4,65661 ,017 4,3056 32,8811
3 1 -2,22667 4,65661 ,884 -16,5144 12,0611
2 -18,59333(*) 4,65661 ,017 -32,8811 -4,3056

* The mean difference is significant at the .05 level.

Subsets Homogéneos
Supervivencia de larvas (%)

Tukey HSD
Tratamiento Subset for alpha = .05
s N 2
3 3 11,0067
1 3 13,2333
2 3 29,6000
Sig. ,884 1,000

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa harmonica media para tamafio de muestra = 3,000.
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Anexo 15: Andlisis estadistico de la supervivencia de larvas de C. caementarius en la semana 8 de
crianza, segun tratamientos.

Descriptivas

Supervivencia de larvas (%)

95% Intervalo de confianza
Trata para la Media
mient Desviacion Error Limite Limite
os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
2 3 30,0000 38,78260 | 22,39114 -66,3413 126,3413 5,30 74,70
3 3 4,6667 8,08290 | 4,66667 -15,4124 24,7457 ,00 14,00
Total 6 17,3333 28,64093 | 11,69261 -12,7235 47,3901 ,00 74,70
T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.

T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianzas
Supervivencia de larvas (%)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
9,302 1 4 ,038
ANOVA
Supervivencia de larvas (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 962,667 1 962,667 1,227 ,330

Dentro de grupos | 3138,847 4 784,712

Total 4101,513 5
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Anexo 16: Andlisis estadistico de la temperatura del agua de crianza de larvas de C. caementarius
segun tratamientos

Descriptivas

Temperatura del agua (°C)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
1 50 | 25,0194 ,49826 ,07046 24,8778 25,1610 24,03 26,00
2 76 24,7609 LAT759 ,05478 24,6518 24,8701 24,00 25,67
3 63 24,8021 ,51170 ,06447 24,6732 24,9309 24,00 25,93

Total 189 24,8430 ,50360 ,03663 24,7708 24,9153 24,00 26,00

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Temperatura del agua (°C)

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,323 2 186 724
ANOVA
Temperatura del agua (°C)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.
Entre grupos 2,173 2 1,087 4,442 ,013
Dentro de grupos 45 505 186 ,245
Total 47,679 188
Comparaciones Mdltiples
Variable Dependiente: Temperatura del agua (°C)
Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 ,25848(*) ,09007 ,013 ,0457 4713
3 ,21734 ,09368 ,056 -,0040 ,4387
2 1 -,25848(*) ,09007 ,013 -,4713 -,0457
3 -,04114 ,08428 877 -,2403 ,1580
3 1 -,21734 ,09368 ,056 -,4387 ,0040
2 ,04114 ,08428 877 -,1580 ,2403

* The mean difference is significant at the .05 level.

Temperatura del agua (°C)

Tukey HSD
Tratamiento Subset for alpha = .05
S N 1 2
2 76 24,7609
3 63 24,8021
1 50 25,0194
Sig. ,890 1,000

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa Harmoénica Media del tamafio de muestra = 61,186.

b El tamafio de los grupos son diferentes. Usa la harmdénica media del tamafio de los grupos. Los niveles de
error Tipo | no esta garantizado.
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Anexo 17: Andlisis estadistico del oxigeno del agua de crianza de larvas de C. caementarius segun
tratamientos

Descriptivas

Oxigeno del agua (mg I'™")

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior superior Minimo Maximo
1 5 7,0660 , 13686 ,06120 6,8961 7,2359 6,93 7,28
2 5 7,1160 , 14673 ,06562 6,9338 7,2982 6,93 7,32
3 6 7,0283 ,16030 ,06544 6,8601 7,1966 6,89 7,33

Total 16 7,0675 ,14387 ,03597 6,9908 7,1442 6,89 7,33

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Oxigeno del agua (mg I'™")

Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,006 2 13 ,994
ANOVA
Oxigeno del agua (mg I
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.
Entre grupos ,021 2 ,010 471 ,635
Dentro de grupos ,290 13 ,022
Total 311 15
Comparaciones Mdultiples
Variable Dependiente: Oxigeno del agua
Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
() J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos ((EN)] estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -,05000 ,09438 ,858 -,2992 ,1992
3 ,03767 ,09037 ,909 -,2009 2763
2 1 ,05000 ,09438 ,858 -,1992 ,2992
3 ,08767 ,09037 ,608 -,1509 ,3263
3 1 -,03767 ,09037 ,909 -,2763 ,2009
2 -,08767 ,09037 ,608 -,3263 ,1509

Oxigeno del agua (mg I'")

Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratamiento
S N 1
3 6 7,0283
1 5 7,0660
2 5 7,1160
Sig. ,616

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa Harmoénica Media del tamafio de muestra = 5,294.

b El tamafio de los grupos son diferentes. Usa harmdnica media del tamafio de los grupos. Los niveles de
error Tipo | no esta garantizado.
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Anexo 18: Andlisis estadistico del porcentaje de saturacion de oxigeno del agua de crianza de larvas

Descriptivas

de C. caementarius segun tratamientos

Saturacion de oxigeno del agua (%)

95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
1 5 96,9960 ,29980 ,13407 96,6237 97,3683 96,67 97,27
2 6 97,4517 ,25467 , 10397 97,1844 97,7189 97,00 97,75
3 5 96,7120 , 73941 ,33067 95,7939 97,6301 95,50 97,33

Total 16 97,0781 54233 , 13558 96,7891 97,3671 95,50 97,75

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza
Saturacion de oxigeno del agua (%)

Nivel
Estadistico dfl Df2 Sig.
3,494 2 13 ,061
ANOVA
Saturacién de oxigeno del agua (%)
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.

Entre grupos 1,541 2 771 3,490 ,061

Dentro de grupos 2,871 13 221

Total 4,412 15

Comparaciones Mdltiples
Variable Dependiente: Saturacién de oxigeno del agua (%)

Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
()] J) Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -,45567 ,28455 ,280 -1,2070 ,2957
3 ,28400 ,29720 ,616 -,5007 1,0687
2 1 ,45567 ,28455 ,280 -,2957 1,2070
3 ,73967 ,28455 ,054 -,0117 1,4910
3 1 -,28400 ,29720 ,616 -1,0687 ,5007
2 -,73967 ,28455 ,054 -1,4910 ,0117
Saturacion de oxigeno del agua (%)
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratamiento
s N 1
96,7120
1 5 96,9960
2 6 97,4517
Sig. ,058

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa Harmonica Media del tamafio de muestra = 5,294.

b Eltamafio de los grupos son diferentes. Usa harmdénica media del tamafio de los grupos. Los niveles de
error Tipo | no esta garantizado.
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Anexo 19: Andlisis estadistico del pH del agua de crianza de larvas de C. caementarius segin
tratamientos

Descriptivas

H del agua
95% Intervalo de confianza

Trata para la Media

mient Desviacion Error Limite Limite

os (T) N Media estandar estandar inferior supetrior Minimo Maximo
1 5 7,1100 ,14000 ,06261 6,9362 7,2838 6,94 7,24
2 6 7,1700 ,18558 ,07576 6,9752 7,3648 6,96 7,45
3 5 7,1960 ,32876 ,14702 6,7878 7,6042 6,92 7,73

Total 16 7,1594 ,21641 ,05410 7,0441 7,2747 6,92 7,73

T1: Aceite de pescado bioencapsulado en A. franciscana. T2: L. casei bioencapsulado en A. franciscana.
T3: S. cerevisiae bioencapsulado en A. franciscana.

Test de Homogeneidad de Varianza

H del agua
Nivel
Estadistico dfl df2 Sig.
,725 2 13 ,503
ANOVA
H del agua
Sumade | Grados de Cuadrado
Cuadrados libertad Medio F Sig.
Entre grupos ,020 2 ,010 ,186 ,832
Dentro de grupos ,683 13 ,053
Total ,702 15
Comparaciones Mdltiples
Variable Dependiente: pH del agua
Tukey HSD
Diferencia 95% Intervalo de Confianza
0) )] Media Error Limite
Tratamientos Tratamientos (I-9) estandar Sig. Limite inferior superior
1 2 -,06000 ,13879 ,903 -,4265 ,3065
3 -,08600 ,14496 ,826 -,4688 ,2968
2 1 ,06000 ,13879 ,903 -,3065 4265
3 -,02600 ,13879 ,981 -,3925 ,3405
3 1 ,08600 ,14496 ,826 -,2968 ,4688
2 ,02600 ,13879 ,981 -,3405 ,3925
pH del agua
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
Tratamiento
s N 1
1 5 7,1100
2 6 7,1700
3 5 7,1960
Sig. ,817

Se muestra las Medias para grupos en subset homogéneos.
a Usa Harmonica Media del tamafio de muestra = 5,294.

b Eltamafio de los grupos son diferentes. Usa harmdnica media del tamafio de los grupos. Los niveles de
error Tipo | no esta garantizado.
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