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RESUMEN

La presente investigacion se la realizo a lo largo del perfil costero de la provincia de El
Oro, en las siguientes estaciones: Arenillas, El Guabo, Huaquillas, Machala y Santa
Rosa, durante los meses de septiembre del 2011 a febrero de 2012, en donde se
identificaron y caracterizaron especies bacterianas en su mayoria Gram positivas. Se
plante6 determinar la respuesta biolégica de los microorganismos eficientes presentes
en las raices del manglar de la provincia de ElI Oro como probidticos de manejo
acuicola. Inicialmente se utilizo la microbiologia tradicional con el raspado del sistema
radicular de Rhizophora mangle en los medios de cultivo TCBS, TSA, Cetrimide, Mac
Conkey, observando por medio de las caracteristicas morfologicas de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), siendo posteriormente purificadas y aisladas pala
determinacion de pruebas bioquimicas, obteniendo las siguientes especies bacterianas
Gram positivas, Burkholderia cepacia, Shewanella putrefaciens, y Gram negativas,
Aeromona sp., Vibrio alginolyticus, Bacillus sp.

El resultado del analisis microbiolégico de las muestra de agua, suelo y bentos reporto
la presencia mayoritaria de bacterias Gram negativas y en menor proporcion bacterias
Gram Positivas. Los parametros fisicos presentes durante la presente investigacion
promediaron 4,94 mg/L de oxigeno, 30,66 °C de temperatura, 7,94 de pH, 31,4 de
salinidad y 45 cm de turbidez.

palabras claves: Bacterias Gram positivas y negativas, Bacterias probidticas,
Sistema Radicular de Rhizophora mangle, Bioquimica y Medios de Cultivo.

Abstract

This research was conducted along the coastal profile of the province of El Oro, at the
following stations: Arenillas, The Guabo Huaquillas, Machala and Santa Rosa, during
the months of September 2011 to February 2012, where were identified and
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characterized bacterial species most Gram positive. In this study determined the
biological response of efficient microorganisms present in the roots of mangroves in the
province of El Oro as probiotics aquaculture management. Initially used traditional
microbiology with scraping the root system of Rhizophora mangle in the culture media
TCBS, TSA, Cetrimide, Mac Conkey, watching through the morphological characteristics
of Colony Forming Units (CFU), was subsequently purified and determination shovel
isolated biochemical tests, obtaining the following Gram-positive bacterial species,
Burkholderia cepacia, Shewanella putrefaciens, and Gram negative, Aeromona sp.,
Vibrio alginolyticus, Bacillus sp. The results of the microbiological analysis of the
samples of water, soil and benthic reported the preponderance of Gram-negative and
Gram-positive bacteria lesser extent. Physical parameters present during this
investigation averaged 4.94 mg / L of oxygen, 30.66 ° C temperature, pH 7.94, 31.4 and
45 cm salinity turbidity.

Keywords: Gram positive and negative bacteria, probiotic bacteria, Root System of
Rhizophora mangle, Biochemistry and Culture Media.

INTRODUCCION

El impacto de la Mancha Blanca en nuestro pais fue nefasto para la economia del
sector camaronero, habiendo quebrado muchas empresas por las bajas producciones
en las unidades de produccion acuicola. Esto sumado a los malos precios del camarén
de los ultimos afios, ha minimizado el campo socioecondmico de esta importante
actividad, permitiendo el desempleo y control de gastos de inversion. Esta problematica
ha generado una inestabilidad econdmica en sector camaronero, donde han existido
buenas y malas producciones, dando lugar a que muchos camaroneros, hayan vendido
o alquilado sus unidades de produccion acuicola, y dedicado a otras actividades
economicas.

La empresa privada, sin ayuda de los gobiernos de turno, ha unido esfuerzos para
desarrollar estrategias tendientes a mejorar la produccién acuicola, generando
investigacion en maduracion y larvicultura de larvas Litopenaeus vannamei, obteniendo
una variedad mas resistente a la Mancha Blanca, ala NHP y al IHHNV.

Toda esta iniciativa se ha visto plasmada en el mejoramiento de la produccion de post-
larvas en los laboratorios a lo largo del perfil costero del Ecuador, dando lugar a una
post-larva de calidad y sobretodo, resistente a enfermedades comunes y al incremento
en la sobrevivencia en los distintos ciclos productivos que mantiene el sector
camaronero. Sin embargo, se siguen presentando cuadros patolégicos durante el
cultivo de camaroén, poniendo en riesgo la produccion, por lo que se ha visto necesario,
buscar alternativas de tratamientos a base de productos organicos acordes con el
medio ambiente.

Los probioticos han sido la mejor estrategia para que la acuicultura se desarrolle en los
ultimos afios, a través de su manejo integral a lo largo de todo el ciclo productivo, sin
embargo; poco o nada se conoce de estos microorganismos eficientes y su impacto en



el medio ambiente. Por ello se hace necesario seguir una linea de investigacion
tendiente a conocer de cerca el comportamiento de estos microorganismos y su
impacto en los ecosistemas marinos, ya que si bien es cierto, no ha sido facil adaptarse
a este tipo de manejo, sin lugar a dudas, el uso de los microorganismos eficientes ha
respondido positivamente en la produccién de camarén dando lugar a que el sector se
dedique a investigar un poco mas, a fin de tener las herramientas necesarias para
optimizar la produccién y sacar mejores rendimientos econémicos. El objetivo propuesto
para esta investigacién fue determinar la respuesta biolégica de los microorganismos
eficientes presentes en las raices del manglar de la provincia de ElI Oro como
probidticos de manejo acuicola.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion y Ubicacion Geogréfica.

En la Tabla 1, se localiza la ubicacion geogréfica de la presente investigaciéon a lo largo
del perfil costero de la provincia de El Oro, en sus diferentes estaciones de monitoreo:

Tabla 1.- Ubicacion Geogréfica de las Estaciones de Monitoreo.

Puntos de Muestreo Ubg:amon Geograglca
Arenillas P1 03°14.733 | 079°68.588
El Guabo P2 03°13.125 | 079°59.211
Huaquillas P3 03°14.988 | 079°68.941
Machala P4 03013.227 | 079°60.144

Santa Rosa P5 03°13.349 | 079°60.379

cinco estaciones de monitoreo del ecosistema manglar



Variables de Estudio.

¢ ldentificacion de microorganismos eficientes (Probi6ticos).
e Cuantificacion de microorganismos eficientes.
e Parametros fisicos: Oxigeno, Salinidad, pH, Temperatura, Turbidez

Recoleccion de muestras.

La campafia de muestreo se ejecutd tomando un dia especificamente para todas las
variables, empleando para ello el equipo de muestreo de la Escuela de Ingenieria
Acuicola, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Machala. Se recolectaron muestras de agua, sedimentos y bentos de raices de
mangle, de las cinco &reas a estudio. Todas las muestras fueron tomadas en cada una
de las estaciones ‘in situ” y trasladadas en recipientes plasticos de 250 ml, a los
Laboratorios de la Escuela de Acuacultura de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Técnica de Machala, para su identificacion y tratamiento respectivo.

Produccion de Microorganismos Eficientes.

Preparacion de material.

Se esterilizo todo el material de vidrio empleado en la siembra de los microorganismos
eficientes. Paralelamente, cada uno de los materiales de plastico se los desinfecto con
una solucién de acido muriatico y enjuagado con abundante agua, para ser utilizados
directamente.

Procesamiento de muestras de microorganismos eficientes.

Las muestras extraidas de las raices de mangle de los diferentes ecosistemas de
manglar del perfil costero de la provincia de El Oro, fueron puestas en recipientes
estériles para su procesamiento y extraccion de los microorganismos eficientes en el
Laboratorio de Acuacultura de la FCA-UTMACH. Se conté como nutrientes, el uso de
melaza, para su replicacion.

Siembra de microorganismos eficientes.

Las muestras procesadas de las raices de mangle fueron sembradas en tubos de
ensayo, con agua y melaza. Se dejo sellada con fundas plasticas negras para evitar la
presencia de luz, y para estimular su reproduccion; posteriormente fueron pasadas a
recipientes de mayor capacidad.

Replicacién de microorganismos eficientes.

Una vez obtenida las cepas correspondientes de los microorganismos eficientes, se
escogieron los mejores tubos para ser sembrados en frascos de 0,5 litros, previamente
esterilizados. Aqui se utilizaron 50 ml de melaza, y posteriormente se los sello con
fundas negras y se dej6 por espacio de 4 a 8 dias.



Mantenimiento de microorganismos eficientes.

Una vez replicados los microrganismos eficientes, colocados en recipientes especificos,
los de mejor presencia y coloracion se los escogié para ser sembradas en tubos de
125 ml. Aqui se adicionan 2 ml de melaza/tubo, se los sello con fundas negras y se dejé
por espacio de 4 a 8 dias.

RESULTADOS Y DISCUSIONES.
Resultados de valoracion de las bacterias de muestras de agua.

En la tabla 2 se muestran los resultados de la valoracién de las bacterias en las
muestras de agua, donde se detectd la presencia de Aerobios Totales en Arenillas, El
Guabo y Huaquillas; mientras que para hongos y levaduras, Machala tuvo la mayor
concentracion a diferencia de Santa Rosa, y en menor proporcion en Arenillas, El guabo
y Huaquillas. En cuanto los bacillos en las zonas costeras de Arenillas, EI Guabo y
Machala, se presentaron en concentraciones bajas, mientras que en Huaquillas y Santa
Rosa, las cantidades fueron mas elevadas.

Tabla 2.- Valoracion de las bacterias en las muestras del agua.
AEROBIOS  HONGOSY

ZONA COSTERA BACILLOS
MUESTRA DE MANGLAR CODIGO NG TOTALES LEVADURAS URC/mI
UFC/ml UFC/ml
P1 Arenillas SSA-0929-01 3 x 10° 2 x 10" 2x 10"
P2 El Guabo SSA-0929-02 3 x10° 2 x 10" 2 x 10"
P3 Huaquillas SSA-0929-03 3x 10° 2 x 10" 3x 10"
P4 Machala SSA-0929-04 NTC 8 x 10" 2 x 10°
P5 Santa Rosa SSA-0929-05 NTC 2 x 10° 3 x 107

Resultados de valoracion de las bacterias de muestras de suelo.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la valoracion de las bacterias en las
muestras de suelo donde se detecto la presencia de Aerobios Totales en ElI Guabo (La
Puntilla), mientras que en los ecosistemas de manglar de Arenillas, Huaquillas, Machala
y Santa Rosa, no hubo presencia de Aerobios Totales. En cuanto a la presencia de
Hongos y Levaduras, Arenillas y Santa Rosa presentaron concentraciones altas,
mientras que Huaquillas presento niveles medios; y Machala, concentraciones bajas.
En el Guabo no se detect6 la presencia de Hongos y Levaduras, sin embargo, tuvo
mayores concentraciones de Bacillos al igual que Arenillas, y en menor proporcién
Huaquillas, Machala y Santa Rosa.



Tabla 3.- Valoraciéon de las bacterias en las muestras de suelo.
ZONA AEROBIOS HONGOS Y

MUESTRA COSTERA DE CODIGO NG TOTALES  LEVADURAS BAUCF'(L;;)S
MANGLAR UFClg UFClg
P1 Arenillas SSA-0929-01 NTC 8 x 10° 4 x 10°
P2 El Guabo SSA-0929-02 8 x 102 NTC 5x 10°
P3 Huaquillas SSA-0929-03 NTC 4 x 10° 2 x10°
P4 Machala SSA-0929-04 NTC 1x10° 2x10°
P5 Santa Rosa SSA-0929-05 NTC 8 x 10° 1x10°

Resultados de valoracion de las bacterias de muestras de bentos de manglar

En la tabla 4 se muestran los resultados de la valoracién de las bacterias en las
muestras de bentos de manglar donde se detect6 la presencia de Aerobios totales en
Santa Rosa y Machala, no asi en el resto de cantones. En lo referente a Hongos y
Levaduras, hubo presencia en todos los cantones, con una mayor concentracion en
Machala y Santa Rosa, decreciendo en Huaquillas, El Guabo y Arenillas. Los niveles de
Bacillos fueron en mayor concentracion en Arenillas, mientras que en Huaquillas y
Machala presentaron concentraciones medias, descendiendo en Santa Rosa y El
Guabo.

Tabla 4.- Valoracion de las bacterias en las muestras de bentos del manglar.

AEROBIOS HONGOS Y

ZONA COSTERA BACILLOS
MUESTRA DE MANGLAR CODIGO NG TSI-:ré/erI?IS LE\G’T‘;@'};‘;\]AS UFC/mI
P1 Arenillas SSA-0929-01 NTC 3 x10° 7 x 10°
P2 El Guabo SSA-0929-02 NTC 4 x 107 1 x 102
P3 Huaquillas SSA-0929-03 NTC 5 x 10° 5 x 10°
P4 Machala SSA-0929-04 2 x10° 6 x 10° 5x 10°
P5 Santa Rosa SSA-0929-05 3x10° 6 x 10° 3x10°

Analisis microbiolégico para identificacién de bacterias del agua.

En la tabla 5 se muestra los tipos de agar utilizados para la deteccién de bacterias y su
forma, dando como resultado bacterias Gram positivas y Gram negativas; como Cocos
Grandes y Bacillos Grandes, Cortos y Pequefios.



Tabla 5.- Identificacion de bacterias en las muestras del agua.

ZONA ) TIPO DE
MUESTRA  COSTERA DE CODIGO NG AGAR BACTERIAS FORMA
MANGLAR GRAM +/-
Dextrosa Positivo Cocos Grandes
Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
P1 Arenillas SSA-0929-01 Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
Dextrosa Positivo Bacilos Grandes
Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
P2 El Guabo SSA-0929-02 Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
Dextrosa Negativo Bacilos Cortos
P3 Huaquillas SSA-0929-03 TSA Negativo Bacilos Cortos
Dextrosa Negativo Bacilos Grandes
P4 Machala SSA-0929-04 "
Dextrosa Positivo Cocos Grandes
PS Santa Rosa SSA-0929-05 Dextrosa Negat!vo Bac!los Cortos~
Dextrosa Negativo Bacilos Pequefios

Anélisis microbioldgico para identificacion de bacterias del suelo.

En la tabla 6 se muestra los tipos de agar utilizados para la deteccion de bacterias y su
forma, dando como resultado bacterias Gram positivas y Gram negativas; como cocos
grandes y bacillos grandes, largos, cortos y pequefios.

Tabla 6.- Identificacion de bacterias presente en el suelo

ZONA TIPO DE
MUESTRA COSTERADE CODIGO NG AGAR BACTERIAS FORMA
MANGLAR GRAM +/-
Dextrosa  Negativo Bacilos Grandes
P1 Arenillas SSA-0929-01 Dextrosa  Negativo Bacilos Pequefios
Dextrosa  Negativo Bacilos Pequefios
MRS Negativo Bacilos Cortos
MRS Negativo Bacilos Cortos
P2 El Guabo SSA-0929-02 MRS Negativo Bacilos Cortos
Dextrosa  Negativo Bacilos Grandes
Dextrosa  Positivo Bacilos Pequefios
MRS Positivo Bacilos Largos
MRS Negativo Bacilos Cortos
. MRS Positivo Bacilos Grandes
P3 Huaquillas SSA-0929-03 MRS Negativo Bacilos Grandes
Dextrosa  Negativo Bacilos largos
Dextrosa  Positivo Cocos Grandes
Dextrosa  Positivo Bacilos Largos
TSA Negativo Bacilos Grandes
P4 Machala S5A-0929-04 Dextrosa  Positivo Bacilos Pequefios
Dextrosa  Negativo Bacilos Pequefios

P5 Santa Rosa SSA-0929-05 MRS Negativo Bacilos Grandes




MRS Negativo Bacilos Largos

Analisis microbioldgico para identificacion de bacteria del manglar.

En la tabla 7 se muestra el tipo de agar sé que utilizé para detectar las bacterias Gran
+/- y su forma, en el P1 se utiliz6 dextrosa que dio como resultado bacterias Gram
negativo y positivo y en cuanto a su forma presentan bacilos largos, pequefos y cocos

grandes.
Tabla 7.- Identificacion del bentos del manglar.

ZONA i TIPO DE

MUESTRA COSTERADE CODIGO NG AGAR BACTERIAS FORMA
MANGLAR GRAM +/-

Dextrosa Negativo Bacilos Largos

P1 Arenillas SSA-0929-01 Dextrosa Negativo Bacilos Pequefios
Dextrosa Positivo Cocos Grandes

Resultados de las muestras de probidticos artesanales extraidos del bentos de
las raices del manglar.

En la tabla 8 se muestran las identificaciones bioquimicas de las bacterias, en Arenillas
se detecto la Bacteria Burkholderia cepacia, en EI Guabo Aeromona sp., en Huaquillas
Vibrio alginolyticus, en Machala Shewanella putrefaciens y Vibrio alginolyticus, y en
Santa Rosa se Bacillus sp..

Tabla 8.- Identificacion de las bacterias extraidas del bentos de las raices del manglar.

ZONA IDENTIFICACION TIPO DE
Eggﬁfgﬁgg COSTERADE CODIGO NG BIOQUIMICA DE BACTERIAS PORCI'EENTAJ
MANGLAR BACTERIAS GRAM +/-
P1 Arenillas SSA-0929-01 Burkholderiacepacia Positivo 80%
P2 El Guabo SSA-0929-02 Aeromona sp. Negativo 86%
P3 Huaquillas SSA-0929-03 Vibrio alginolyticus Negativo 80%
Shewanellaputrefaciens Positivo 75%
P4 Machala SSA-0929-04
Vibrio alginolyticus Negativo 90%
P5 Santa Rosa SSA-0929-05 Bacillus sp. Negativo 70%

En la figura 2 se presentan la valoraciéon de las bacterias extraidas del bentos de las
raices del manglar, la bacterias que se encontraron en mayor porcentaje fueron Vibrio
alginolyticus con un 90%, seguido del P2 con 86%, P1y P3 con 80%, P4 con 75% y
en menor porcentaje se encuentra el P5 que pertenece a Bacillus sp. con un 70%
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Figura 2. Valoracion del bentos de las raices de manglar

Parametros fisicos de las estaciones de monitoreo.

En la tabla 9 se muestran los parametros fisicos que se obtuvieron en las cinco

estaciones de muestreo.

Tabla 9.- Parametros fisicos.

PARAMETROS
Zona i
Muestra  Costera de CODIGO NG
Manglar Oxigeno  Temperatura  pH  Salinidad Turbidez
mg/l °C °% cm

SSA-0929-01 4,53 32,0 7,9 32 40
P1 Arenillas

SSA-0929-02 5,78 29,2 8,1 31 45
P2 Guabo

SSA-0929-03 4,66 31,4 7,9 32 40
P3 Huaquillas

SSA-0929-04 4,26 30,5 8,0 31 55
P4 Machala

SSA-0929-05 5,47 30,2 7.8 31 45
P5 Santa Rosa




PROMEDIO 4,94 30,66 7,94 31,4 45

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Finalizado el presente trabajo de investigacion se puede concluir lo siguiente:

1. Después de haber aislado las Unidades Formadores de Colonias en los diferentes
medios de cultivo y posteriormente purificadas para determinacién de pruebas
bioquimicas, obteniendo las siguientes especies bacterianas Gram positivas,
Burkholderia cepacia, Shewanella putrefaciens, y Gram negativas, Aeromona sp.,
Vibrio alginolyticus, Bacillus sp.

2. El resultado del analisis microbiolégico de las muestra de agua, suelo y bentos
reporto la presencia mayoritaria de bacterias Gram negativas y en menor proporcion
bacterias Gram Positivas.

3. Los parametros fisicos presentes durante la presente investigacion promediaron
4,94 mg/L de oxigeno, 30,66 °C de temperatura, 7,94 de pH, 31,4 de salinidad y 45
cm de turbidez.

4. Se recomienda continuar con la investigacion a fin de poder probar estos probidticos
naturales ya en las Unidades de Produccion Acuicola, para minimizar los impactos
por la presencia de diferentes patologias durante el ciclo de cultivo.
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APENDICE.

Figura 3. Area de reconocimiento del ecosistema de manglar.
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Figura 5. Zona benténica del ecosistema de manglar.



Figura 7. Toma de parametros en las areas de muestreo.



Figura 9. Preparacion de medios de cultivo.






