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RESUMEN

Esta investigacion de tipo cuantitativa evaluo la calidad de agua residual en cultivo de
Litopenaeus vannamei en piscinas camaroneras de granjas ubicadas en las provincias
Manabi, Guayas y EI Oro, dado que éste puede alterar la estructura de la comunidad
microbiana, por lo que se hace necesario conocer el estado del agua para un nuevo cultivo.
Debido a ello, este estudio de alcance descriptivo se desarrollé desde diciembre de 2021
a febrero de 2022. Se evaluaron los parametros fisico-quimicos del agua residual de las
camaroneras objeto de investigacion, a fin de establecer la concentracion de los nutrientes
(nitrato, fosfato, potasio y magnesio), alcalinidad y materia organica; luego se realizd
analisis de metagenomica para conocer la composicion microbiana. Los resultados
revelan que la concentracion de nitrato es significativamente alta en la piscina de El Oro
con 25,67 mg/L; la piscina con mayor concentracion de fosfato es Guayas con 18,17
mg/L. La concentracién de potasio en Guayas es extremadamente alta con 115, 0 mg/L,
mientras que magnesio, en Manabi, registra la mayor concentracion con 93,33 mg/L. La
biodiversidad bacteriana respecto a vibrios corresponde a 47% en Manabi, 56% en
Guayas y 44% en EI Oro. Este estudio permite establecer que la calidad de agua residual
posee bacterias Gram negativas y positivas, las cuales ayudan a la biorremediacion del
agua en las piscinas camaroneras.

Palabras clave: calidad de agua, agua residual, metagendmica, Bacillus, Vibrio
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ABSTRACT

This quantitative research study evaluated the overall wastewater quality of white shrimp
Litopenaeus vannamei farming in shrimp farm ponds in the Provinces of Manabi, Guayas
and El Oro, regarding that this kind of aquacultural farming may alter microbial
community structure, which is why it is necessary to determine the water quality
conditions for new shrimp production. Hence, this descriptive research study was
developed from December 2021 through February 2022. Some physical and chemical
parameters of wastewater of the shrimp farms under study were evaluated in order to
calculate the concentration of nutrients (nitrate, phosphorus, potassium, and magnesium),
alkalinity, and organic matter; then a metagenomic analysis was conducted to determine
microbial community composition. The findings show that the nitrate concentration level
is significantly high in the EI Oro shrimp pond with 25.67 mg/L; the shrimp pond with
the highest-level concentration of phosphorus is Guayas with 18.17 mg/L. The
concentration level of potassium in Guayas is extremely high with 115.0 mg/L, while
magnesium, in Manabi, has the highest concentration level recorded with 93.33 mg/L.
Bacterial biodiversity of vibrios corresponds to 47% in Manabi, 56% in Guayas, and 44%
in EI Oro. This research study makes it possible to establish that the overall wastewater
quality has Gram-negative and Gram-positive bacteria, which help bioremediation of
water in shrimp ponds.

Keywords: water quality, wastewater, metagenomics, Bacillus, Vibrio
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INTRODUCCION

La acuicultura es la crianza de organismos en todo tipo de ambientes acuaticos que se
puede dividir en tres tipos: cultivos de agua dulce, marina y salobre, aplicando técnicas
de produccién para manejar el cultivo en éptimas condiciones (Correa & Montero, 2013).
La camaronicultura en Ecuador comenz6 a desarrollarse de manera casual,
principalmente en la zona Sur del pais. Aunque su conocimiento era escaso, no fue un
limitante para que los productores se convirtieran en uno de los principales proveedores
a escala mundial de camarén en el pais, cerrando en el afio 2021 con 1,8 millones de libras
exportadas segun manifestd la Camara Nacional de Acuacultura (CNA) mencionado en
Gonzabay Crespin et al., (2021); Novillo Jiménez, (2019). Esto permitié a nuestro pais a
ocupar el primer puesto de exportador de camardn a nivel mundial, generando divisas de
USD 5, 1 millones de dolares.

La alta produccion y calidad del camardn blanco Litopenaeus vannamei en el Ecuador
es favorecida por los factores climaticos que permiten realizar entre tres o cuatro ciclos
anuales de cosecha, con sobrevivencia entre el 65y 70 % por hectérea cultivada, logrando
doblar sus lotes de produccion frente a los paises competidores. En este sentido, los
sistemas de produccién (dependientes de las densidades de siembra) aplicados en nuestro
pais son los sistemas extensivos, semi intensivos e intensivos (Castillo & Veldsquez,
2021). En Ecuador actualmente existen alrededor de 210 000 hectéreas dedicadas a la
produccion del camaron blanco, el Guayas representa el 60%, EI Oro 15%, Esmeraldas
9%, Manabi 9% y 7% en Santa Elena (Bernabe, 2016).

Cada ciclo de cultivo en la fase de cosecha da como resultado la liberacion total de
agua de cultivo, que permite la supervivencia y el crecimiento de los camarones, por ello

el manejo adecuado del agua es de primordial consideracion, especialmente en estanques



con densidades de poblacion altas (Hernandez Gurrola, 2016), ya que el crecimiento y la
capacidad de supervivencia de los camarones estd directamente relacionado con los
parametros fisicoquimicos y bioquimicos (Boyd, 2003). La degradacién de esta calidad
es perjudicial para el crecimiento y la supervivencia del camardn, por esto se busca
reducir las cantidades de amoniaco y particulas organicas para disminuir los riesgos de
enfermedades y contaminacion ambiental de las aguas residuales de las granjas
camaroneras (Summerfelt, 1998).

La gran atencion sobre el agua pos-cultivo, se debe al re-uso para nuevos cultivos
mediante captacion del agua que permiten llenar piscinas ubicadas en la parte baja del
sitio de la cosecha. Por lo tanto, la gestion del agua se ha convertido en el tema central
para asegurar la produccién de camardn, tomando en cuenta la descarga de aguas
residuales de la acuicultura (Magnotti et al., 2016a, 2016b).

Dentro de las principales afectaciones de las aguas residuales se encuentra la alteracion
de la estructura de la comunidad microbiana en el ambiente de manera, que puede tener
un impacto adverso o positivo en las funciones ecolégicas mediadas por microrganismos
(Yong et al., 2018). Ademas, los alimentos suministrados a los sistemas de acuicultura de
camarones generan gran cantidad de materia organica y nutrientes (principalmente
fosforo y nitrégeno) como desechos metabolicos. Estos compuestos compiten mediante
procesos de oxi-reduccién con los animales acuaticos por el oxigeno disuelto en el agua
(C. E. Boyd, 2003), lo que conlleva a una posible tasa de mortalidad alta de los
organismos, especialmente cuando se utiliza el método intensivo de cultivo de camarones
(Xietal., 2015).

La competencia por oxigeno también se da por la presencia de microorganismos en el
agua residual. Las bacterias y los virus son abundantes en el agua y la aparicion de grupos

patdgenos se ha convertido en una seria amenaza para la acuicultura en todo el mundo.



Sin embargo, nuestra respuesta a los patégenos ha sido en gran medida reactiva, en el
sentido de que generalmente no se descubre un nuevo patdgeno hasta que ya ha alcanzado
proporciones epidémicas. Con los avances en la tecnologia de secuenciacion y el
desarrollo de herramientas bioinformaticas para el ensamblaje y la anotacion de
secuencias de acidos nucleicos, la informacion sobre la diversidad de patdgenos en los
ecosistemas marinos se ha expandido rapidamente a través de la metagendémica (Fang et
al., 2019).

La determinacién de la relacion microbiana con el medio de cultivo en el que se
desarrollan los camarones ayuda a la identificacion de organismos con potencial
perjudicial o beneficioso para el desarrollo de los mismos (Intriago et al., 2018). Por ello,
la finalidad de este estudio comprende evaluar la calidad de agua residual en cultivo de
camardn Litopenaeus vannamei en las provincias ElI Oro, Guayas y Manabi,
estableciendo la composicion microbiana mediante el analisis de la carga de nutrientes
presentes en el suelo y agua de las camaroneras definiendo la acumulacién de materia
organica (MO) y concentracion de nutrientes mineralizados y andlisis fotométricos para
establecer su carga en el efluente al final del ciclo de cultivo.

METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio se desarroll6 en el litoral ecuatoriano en tres provincias. Guayas quien limita
con las provincias Manabi y Los Rios al Norte y al Sur se encuentra limitando con la
Provincia El Oro al igual que el Golfo de Guayaquil. Por otro lado, la provincia de Manabi
quien se encuentra al Norte de Esmeraldas, Este de Santo Domingo y Los Rios, Sureste
de Guayas y Oste del Océano Pacifico. La provincia de El Oro esta limitada al Norte de

Guayas, occidente con Zarumilla, Perd, este con Loja y noroeste con Azuay.



El estudio se realizd en tres localidades pertenecientes al sector camaronero del

Ecuador; Manabi, Camaronera Ivanita S.A (0°36°33°S 80°23°40""W); Guayas,

Camaronera Costa Azul S.A (2°43°24°°S 79°43°44°"W) y EIl Oro, Camaronera Chalacal

S.A (3°117117"S 79°53"39""W). De cada sector se escogié la piscina mas representativa

en produccion de libras/hectareas por cada ciclo de produccion, cuyas piscinas

individualmente de cada sector producen entre 4,500 y 5,500 libras por hectarea con

sistemas de produccion bifasicos y aireacion constante por la noche. Las descargas de los

efluentes de las camaroneras evaluadas estan dirigidas a zonas estuarinas (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geogréfica de las diferentes areas de estudio, Manabi, Camaronera Ivanita

S.A, Guayas, Camaronera Costa Azul S.A 'y El Oro, Camaronera Chalacal S.A (modificado

Parametros fisicoquimicos del agua

mediante Argis™).

Se realizé la medicion de los parametros del agua en las piscinas en el momento de la

cosecha y evacuacion de las aguas residuales.



Salinidad

Se calibré el refractometro (VEE GEE STX-3) colocando 1 mL de agua destilada en
la superficie de lectura del equipo, luego se procedio a secar con papel toalla y se colocd
1 mL de agua de la piscina. El resultado se registr6 como g/L.

Oxigeno disuelto y temperatura

Se us6 un equipo multiparamétrico cuyo sensor fue colocado a 40 cm desde el fondo
de la piscina, se esperd 1 minuto para asegurar la estabilizacion del sensor y se tomo la
lectura de oxigeno disuelta en unidades de O/mg/L y la temperatura en °C.

Turbidez

Se utilizé un disco secchi para establecer la profundidad de visualizacion (turbidez) en
la columna de agua, 30 minutos antes de la cosecha, desde el borde de la compuerta de
salida de la piscina, se tomd el disco secchi y se introdujo en la columna de agua hasta
perder la visibilidad de los colores presentes en el disco (blanco y negro). Una vez
establecida la turbidez del agua, el dato se registro en unidades de centimetros.

Suelo

Con nucleadores plasticos se tomaron 500 gramos de suelo de la compuerta y el
préstamo, y fueron depositados en fundas herméticas. En el laboratorio fueron secadas en
una estufa a 95 °C durante 24 horas, a fin de eliminar el agua. A continuacién, se re-
suspendio el suelo en agua desionizada y se procedié a filtrar para eliminar sedimentos.
El agua obtenida se congeld para su posterior analisis. En cada sitio de muestreo se
realizaron seis réplicas.

Agua

Usando un frasco estéril, se tomd 200 mL de agua en la salida de la compuerta. Una
vez colectada se procedié a filtrar para eliminar coloides y congelar hasta su uso. Se

realizaron seis replicas.



Analisis quimico

La medicion se realiz6 mediante analisis fotométrico segun el método descrito por el
fabricante para cada nutriente (Palintest™ Test Kit - Fisher Scientific). Consiste en la
acidificacion de la muestra para lograr ionizacion de los nutrientes en el agua y poder
realizar reaccion de color que se cuantificara mediante el uso de espectrofotometro. Los
nutrientes para cuantificar en muestras de agua y suelo fueron los siguientes: Nitrato,
Fosfato, Potasio, Magnesio y Alcalinidad.

Anélisis de Nitrato

Se utilizo Palintest™ Nitrate (Nitratest) Test Kit, se tom6 20 ml de agua filtrada a
temperatura ambiente (25 °C), posteriormente se afiadi6 200 mg de polvo de zinc
(Nitrates Powder) del Kits Nitrate-Nitatest. Una vez realizado aquello se coloc6é una
tableta Nitrates tablets y se agito fuertemente hasta observar su disolucion. Luego se dejo
reposar por 15 min. Posteriormente, se tomd 10 mL de sobrenadante y se colocé en un
tubo de ensayo, se afiadio una tableta Nitricol y se dejo incubar por 10 min. Finalmente,
se transfirio la muestra a una cubeta de lectura y se colocé en el equipo YSI 9300 para
realizar la lectura en NOs mg/L.

Anélisis de Fosfato

Para el anélisis de fosfato kits Phosphate Reagent, se tomd agua de la piscina
previamente filtrada. La metodologia fue acorde al fabricante, se tomé 10 mL de agua, se
afiadié un comprimido -N° 1 Tablet-, y se tritur6 con un pistilo estéril hasta su disolucién
homogénea, a continuacion, se colocé el comprimido -phosphate N° 2 Tablet-. Se espero
su dilucién y se incubo por 10 min. Finalmente, se tomd una cubeta de lectura para

colocarlo en el equipo YSI 9300 para realizar la lectura como PO. mg/L.



Anélisis de Potasio

En la evaluacién de potasio se usoé el kit Potassium Reagent, en la prueba se usé 10
mL de agua filtrada previamente para colocarla en un tubo de vidrio y se agregd una
pastilla -Potassium K- la cual fue triturada en el tubo con un pistilo plastico. Se espero 2
min de reaccion y se realizo la lectura en el equipo Y SI 9300.

Analisis de Magnesio

Se realizo con la ayuda de una jeringa dosificadora para tomar una muestra de 1 ml del
agua bajo prueba. Luego se llevd el tubo de ensayo un volumen de 10 ml de agua
desionizada. Se agreg6 una tableta de Magnecol la misma que fue triturada y mezclada
de forma homogénea en el recipiente. La muestra se dejo reposar por un tiempo de 5
minutos para que se desarrolle el color de forma completa y aclare la ligera turbidez. Para
concluir, la muestra se llevo al equipo YSI 9300 para que realice la lectura de los niveles
de magnesio en el rango de 0 - 100 mg/L Mg.

Anélisis de Alcalinidad

Se utilizé kits de Alkalinity reagent, se lleno el recipiente con 10 mL de muestra,
seguido a esto, se afiadi6 una tableta Alkaphot™. Luego, se triturd y se mezclo la muestra
de forma homogénea. Por Gltimo, se cerrd la cubierta del tubo y se esper6é 1 minuto (si el
color no es totalmente uniforme se volvera a mezclar) se lo llevé al equipo YSI 9300 para
que realice la lectura como CaCOz mg/L.

Materia organica MO

Se seco el suelo a 95 °C. Luego con la ayuda de una balanza analitica se pes6 1.00 gr
de suelo seco (peso inicial) y se colocé sobre una llama para su incineracion. Finalmente,
se peso por segunda vez la muestra (peso final) y se obtuvo la diferencia entre ambos
pesos. Esto se realizd con el fin de calcular el porcentaje de materia organica pérdida

durante el proceso de incineracion.



Composicion microbiana (metagenomica)

Extraccion ADN

La extraccion de acidos nucleicos se realizo acorde a las instrucciones del Kit Mag-
Bind Enviromental DNA 96, se tomd 10-250 mg de muestra de suelo, se agregd tampon
para la lisis y degradacion de ARN (SLX-Mlus-RNasa), se realizaron lavados
consecutivos con DS Buffer y se procedid a separar con de particulas Mag-Bind® RQ.
Finalmente, se transfirio el sobrenadante que contiene ADN purificado a una microplaca
limpia, para luego almacenar el ADN a -20 ° C.

Amplificacion del ADNr 16S mediante PCR

La amplificacion del ADN bacteriano se realizd6 mediante PCR, usando
oligonucleotidos universales 27F 5"-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG -3" y 1492R5’-
TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3". El PCR fue acorde a las siguientes
condiciones: 45s para la desnaturalizacion del ADN a 94°C, 30s de acoplamiento entre
los cebadores y el ADN diana a 54°C, y 90s de extension a 72°C. Se realizé 30 ciclos con
una extension final de 10 min a 72°C. El resultado de la PCR se visualizd mediante
electroforesis.

Visualizacion y purificacion del ADN

Se elabor6 un gel de agarosa (1 %) en TAE 1X (Buffer Tris Acetate-EDTA) con Green
DNA (0,5 pg/mL). Se mezcl6 5 pL del producto del PCR la muestra de ADN con el frente
de carga (2 pL), y se depositd 5 puL de esta mezcla. Se utiliz6 un marcador de peso
molecular de un tamafio de 300 — 1000 bp (AXIGEN). La electroforesis se realizé a 100
V durante 45 min y su visualizacion se realizd mediante un transluminador UV
(WiseUv® - WUV-L10).

Una vez visualizadas la amplificacion de las bandas se procedié a extraerlas y

purificarlas, mediante el uso Spin Columns PureLink™ (INVITROGEN).



Cuantificacion y pureza del ADN

La cuantificacion del DNA se determind por espectrofotometria (NanoDrop 100)
calculada a través de la absorbancia a 260 nm (A260) y la pureza se obtuvo mediante la
relacion A260/A280 y A260/A230.

Secuenciacion

La secuenciacion se realizo mediante la construccion de librerias de secuenciacion, los
amplicones del gen ADNr16S se secuenciaron en la plataforma Illumina MiSeq
(Macrogen®©).

Anélisis de datos

Usando el programa estadisticos SPSS, se evaluaron los datos de nutrientes de agua y
suelo, se us6 ANOVA vy test de Tukey para establecer diferencias entre cada area
muestreada. En la metagenomica se realizd la construccion de secuencias consensus de
cada una de las unidades taxondémica operacional (OTU de sus siglas en inglés), para la
identificacion de especies bacterianas mediante comparacidén entre alineaciones de
secuencias usando BLASTN en la base de datos GenBank.

Para evaluar los indices de Riqueza de especies, Chao 1, indice de Margalef, Shannon
Wiener, indice de dominancia de Simpson y Equitatividad de Pielou se tomé la
descripcion del namero de OTU observado en la metagenémica para evaluar en el paquete
informativo Diversity 4.0 y para el analisis de componentes principales, se procedié a
generar grupos bacterianos que fueron evaluados por Sitio (Guayas-Manabi-El Oro),
nutrientes e iones presentes en el agua residual de los cultivos de camarones.

RESULTADOS

Parametros fisico-quimicos

Se evaluaron los parametros fisico-quimicos de tres camaroneras pertenecientes a las

provincias de Manabi, Guayas y EI Oro. Los valores de salinidad se presentaron de la



siguiente manera: 34 ppm para Manabi, 23 ppm Guayas y 15 ppm para El Oro; la
temperatura mantuvo valores de 26,3 °C para Manabi, Guayas con temperatura de
25,01°C y El Oro 23,85°C. Tanto en Manabi como para Guayas el Oxigeno disuelto se
mantuvo entre 5,0 - 4,04 mg/L mientras para EI Oro 0,74 mg/L; la turbidez se mantuvo

entre 35,0 — 30,0 cm en los sitios de muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos en agua residual de las zonas muestreadas.

Parametros/Sitios Manabi Guayas El Oro
Salinidad (ppm) 34,0 23,00 15,00
Temperatura (°C) 26,3 25,01 23,85
Oxigeno (mg/L) 5,0 4,04 0,74
Turbidez (cm) 35,0 34,23 30,00

Suelo

Nitrato y Fosfato - Compuerta

Las muestras de suelo de la compuerta presentan los siguientes valores para los
nutrientes analizados. El nitrato no presento variaciones significativas (p>0.05) en las tres
localidades de muestreo encontrando 5,70 mg/L para EI Oro, 5,47 mg/L para Manabi y
5,33 mg/L para El Oro. Por el contrario, si existieron diferencias significativas (p<0.05)
en las concentraciones del nutriente fosfato en las localidades muestreadas. EI Oro
mantuvo 0,91 mg/L siendo la concentracion mas baja en comparacion con las otras dos
localidades, en Guayas se registro la concentracion mas elevada con 3,87 mg/L y Manabi

3,37 mg/L (Figura 2).
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Figura 2. Concentracién de nutrientes presentes en las muestras de suelo de compuerta de
Nitrato (mg/L) y Fosfato (mg/L) para Manabi, Guayas y EI Oro.

Nitrato y Fosfato — Préstamo

Las muestras de suelo del préstamo de los sitios muestreados presentan los siguientes
valores para los nutrientes Nitrato y Fosfato analizados. Nitrato presento variaciones en
las tres localidades (p<0.05), Guayas mantuvo 5,98 mg/L siendo la concentracion méas
alta, en Manabi se observo 3,47 mg/L y la concentracion mas baja la present6 EI Oro con
valores de 2,07 mg/L. Fosfato muestra que Guayas y EI Oro las concentraciones no
variaron significativamente (p >0.05) de tal manera que Guayas presenté 9,0 mg/L y El
Oro 8,47 mg/L (Figura 3). Mientras que en Manabi se obtuvo niveles bajos con 2,93

mg/L (p >0.05).
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Figura 3. Concentracion de nutrientes presentes en las muestras de suelo del préstamo de

Nitrato (mg/L) y Fosfato (mg/L) para Manabi, Guayas y El Oro.
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Potasio y Magnesio - Compuerta

Las muestras de suelo de compuerta presentan los siguientes valores para el analisis
de iones de los nutrientes potasio y magnesio. El Potasio refleja concentraciones similares
(p>0.05) entre Manabi (73, 67 mg/L) y Guayas (74,0 mg/L), mientras que para la
provincia de El Oro es ligeramente mayor (p<0.05) siendo 86, 67 mg/L. Las muestras de
magnesio si presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre localidades siendo 46,67
mg/L para Guayas la concentracion mas baja, 66,67 mg/L para Manabi y 160 mg/L la

concentracion mas elevada, presente en El Oro (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de Potasio (mg/L) y Magnesio (mg/L) para Manabi, Guayas y El Oro.

Potasio y Magnesio — Préstamo

Las muestras del préstamo, el potasio presentd leves diferencias (p<0.05) entre las
localidades muestreadas. El Oro (118.33 mg/L) y Manabi (116,67 mg/L) fueron similares,
mientras que Guayas fue ligeramente menor (111, 67 mg/L) (p<0.05). Las muestras de
magnesio presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre localidades analizadas
siendo 13,33 mg/L para Manabi, 106,67 mg/L para Guayas y 196,67 mg/L en El Oro, esta

ultima represento la concentracion mas elevada (Figura 5).
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Figura 5. Anélisis de Potasio (mg/L) y Magnesio (mg/L) para Manabi, Guayas y El Oro.

MO- Compuerta

Las muestras de la compuerta de pesca en relacion a la concentracion de materia
orgénica presentan diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios analizados. En este
sentido, la concentracién mas elevada estuvo reflejada con 13,66 % para Guayas, 10,38
% para El Oro y 4,56 % Manabi cuya concentracion del sitio es la mas baja en relacion

con las otras dos localidades (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de materia organica presentes en las compuertas de pesca.

MO- Préstamo
Las muestras del préstamo mostraron diferencias altamente significativas (p<0.05)
entre las localidades. La concentracion mas elevada estuvo reflejada con valores de 21,65

% para Guayas, 8,64 % para El Oro y 7,83 % Manabi, entre estas dos Ultimas (Guayas y
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Manabi) la diferencia fue ligeramente baja en relacion con la localidad de EI Oro (Figura

7).
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Figura 7. Concentracion de materia organica presentes en los préstamos de las piscinas.

Agua residual

Nitrato y Fosfato

Las muestras de agua residual de las localidades muestreadas presentaron los
siguientes valores para los nutrientes Nitrato y Fosfato. El Nitrato present6 diferencias
significativas (p<0.05) en las tres localidades, 25,67 mg/L para El Oro siendo la
concentracion mas elevada, 17,53 mg/L en Guayas y la concentracion méas baja la
presentd Manabi con valores de 3,97 mg/L. El Fosfato también presentd variaciones entre
Manabi respecto a las otras dos localidades. Manabi evidencid 2,73 mg/L siendo el lugar
con la concentracion mas baja. Por el contrario, para Guayas y El Oro los valores tuvieron
una ligera variacion en el cual Guayas presentd 18,17 mg/L y EIl Oro 15,30 mg/L (Figura

8).
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Figura 8. Concentracion de nutrientes presentes en el agua residual de las camaroneras de
Nitrato (mg/L) y Fosfato (mg/L) para Manabi, Guayas y El Oro.

Potasio y Magnesio

Las muestras de agua residual presentan los siguientes valores para el andlisis del
Potasio y Magnesio. Guayas presentd concentraciones de 115, 0 mg/L siendo la
concentracion mas alta en comparacion con El Oro y Manabi, aunque estas Gltimas no
presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre ellas, Manabi present6 91,13 g/L
mientras que ElI Oro 93,33 mg/L. El nutriente magnesio si presentd diferencias
significativas (p<0.05) en las concentraciones presente en las tres localidades. Manabi
mantuvo 93,33 mg/L siendo la concentracion mas elevada seguida de ElI Oro con

83,33mg/L y finalmente Guayas 45,33 mg/L siendo la concentracion mas baja (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de potasio (mg/L) y magnesio(mg/L) tomados del agua residual de las
piscinas camaroneras de Manabi, Guayas y El Oro.

Alcalinidad

Los valores en relacion con el anélisis de la alcalinidad de agua residual de los sitios
muestreados mostraron diferencias significativas (p<0.05). La alcalinidad més elevada se
reflej6 en Manabi con 380 mg/L mientras EI Oro tuvo 339 mg/L y Guayas present6 190

mg/L siendo el lugar con concentraciones mas bajas (Figura 10).
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Figura 10. Alcalinidad del agua residual.
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Composicion microbiana — Manabi

La biodiversidad bacteriana en la zona de Manabi presenté una totalidad de 12192
especies de bacterias correspondiente el 72% a la especie Pseudoalteromonas
issachenkonii. De la familia Rhodobacteraceae se encontrd 2% de la especie Ruegeria
profundi, 0,5% de la especie A. porphyridii, 0,1% de la especie Boseongicola aestuarii,
0,2% de la especie Celeribacter neptunis, 0,1% de la especie Labrenzia marina, 0,1% de
la especie Limibaculum halophilum, 0,2% de la especie Limimaricola hongkongensis,
0,1% de la especie Litorisediminivivens gilvus, 0,1% de la especie Mameliella alva, 0,1%
de la especie Maritimibacter lacisalsi, 0,1% de la especie Roseibium hamelinense, 0,5%
de la especie Roseivivax halodurans, 0,1% de la especie Roseobacter sp. MED 193, 0,2%
de la especie Sagittula stellata, 0,6% de la especie Sulfitobacter faviae y 0,1% de la
especie Thalassobius mediterraneus (Figura 11).

La familia Synechococcaceae estuvo representada por el 2% de la especie Cyanobium
sp., y el 1% de la especie Synechococcus sp. La familia Flabobacteriaceae estuvo
representada por el 3% de la especie Actibacter sediminis, 2% de la especie
Winogradskyella aquimaris, 1% de la especie Robiginitalea sediminis, 0,4% de la especie
Tenacibaculum, 0,1% de la bacteria Maribacter, 0,7% de la especie Muricauda, 0,2% de
la especie Croceivirga lutea, 0,5% de la especie Gilvibacter sediminis, 0,1% de la especie
Mesoflavibacter y 1% de la especie Zhouia amylolytica. La familia Alteromonadaceae
representd el 1%. Finalmente, la familia Vibrionaceae estuvo representada por el 3% del

grupo V. harveyi (Figura 11).
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Figura 11. Composicién taxonémica microbiana presentes en Manabi.
Vibrio
En la familia Vibrionaceae las especies correspondientes al grupo Vibrio herveyi
refieren el 42% de la especie V. parahaemolyticus, 24% de V. alginolyticus, 17% de V.
mytili y 2% de V. diabolicus. El restante de las especies del género Vibrio corresponden
al 3% de V. neresis, 2% de V. xuii, 0,6% de V. proteolyticus, 0,2% de V. neptunis, 0,2%

de V. tubiashii, 0,4% de V. atypicus y 0,2% de V. panuliri (Figura 12).
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Figura 12. Composicion taxonémica microbiana de Vibrio presentes en Manabi.

Bacillos

Las especies de la clase Bacilli perteneciente al orden Bacillales que engloba la familia
Bacillaceae presentd 19% de la especie Alkalihalobacillus hwajinpoensis, 6% de la
especie A. algicola, 19% de la especie H. salinus, 3% de la especie H. alkaliphilus, 6%
ed la especie H. locisalis, 9% de la especie H. mangrovi, 3% de la especie Metabacillus
litoralis, 3% de la especie Neobacillus niacini, 3% de la especie Peribacillus asahii, 6%
de la especie Pontibacillus marinus, 6% de la especie Salimicrobium halophilum y 6%
de la especie Thalassobacillus hwangdonensis, 6% de la especie Exiguobacterium sp.
HVEspl. Finalmente de la familia Planococcaceae el 3% de la especie Planococcus

rifietoensis (Figura 13).
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Figura 13. Composicion taxonomica microbiana de Bacillos presentes en Manabi.

Composicion microbiana - Guayas

La biodiversidad bacteriana en la zona de Guayas presentd una totalidad de 7757
especies de bacterias correspondientes a las familias Pseudoalteromonadaceae
atribuyéndole a la especie Pseudoalteromonas issachenkonii el 66%, el 2% para
Pseudoalteromonas mariniglutinosa y Pseudoalteromonas fendlica el 2%. La familia
Vibrionaceae estuvo representada mediante el 6% correspondiente a la especie Vibrio
parahaemolyticus y 2% al género Catenococcus. Del grupo Bacteroidetes se encontro el
2%. La especie Synechococcus sp mostréd el 4%, Cyanobio sp el 2% y el orden
Clostridiales representd el 2%. "La especie Marivita litorea estuvo representada por el

9% (Figura 14).
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Figura 14. Composicién taxonémica microbiana presentes en Guayas.

Vibrio

Las altas concentraciones de Vibrio en el agua que retorna para las producciones
siguientes de camarén afectan de forma negativa a los organismos y su desarrollo. En la
familia Vibrionaceae las especies correspondientes al grupo Vibrio herveyi refieren el
56% para la especie V. parahaemolyticus, 5% V. mytiliy 1% V. alginolyticus. El restante
de las especies de este género corresponden al 7% para V. proteolyticus, 4% para V.
diazotrophicus, 1% para V. scophthalmi y finalmente 23% a la especie Catenoccocus

thiocycli (Figura 15).

21



14% of
Gammaproteobacteria

12% of
Proteobacteria

11% of
Bacteria

Vibrionales
Gammaproteobacteria
Proteobacteria

Figura 15. Composicion taxonémica microbiana de Vibrio presentes en Guayas.

Bacillos

Los Bacillus al contrario que los Vibrios favorecen al desarrollo y la produccion de los
camarones, son organismos biorremediadores tanto del agua como del suelo de las
piscinas. Las especies de la clase Bacilli perteneciente al orden Bacillales que engloba la
familia Bacillaceae del género Halobacillus reporta el 21% a la especie H. mangrovi y
5% a la especie H. alcaliphilus, 11% para la especie H. hwajinpoensis. El orden
Lactobacilalles reporta 5% para la especie Lactobacillus rogosae y 5% para la especie
Weissella paramesenteroides. En la familia Planococcaceae se encontro 5% de le especie
Exiguobacterium sp., y 5% de la especie Planococcus rifietoensis y finalmente el 42% de

la especie Halolactibacillus halophilus (Figura 16).
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Figura 16. Composicion taxondmica microbiana de Bacillos presentes en Guayas.

Composicion microbiana — El Oro

La biodiversidad bacteriana en EI Oro mostr6 una totalidad de 4259 especies de
bacterias pertenecientes a las familias Rhodobacteraceae, la especie Aquicoccus
porphyridii presentd el 5%, 4% la especie Candidatus pelagibacter, las demas especies
correspondientes a esta familia dentro del género Marivita con el 13% M. hallyeonensis
y 26% M. litorea. La familia Fusobacteriaceae presentd el 0,05%. La familia
Microbacteriaceae representada con el 1% de la especie Chryseoglobus frigidaquae. La
familia Synechococcaceae presentd de la especie Synechococcus sp., el 8% y de la especie
Cyanobium sp., el 3%. La familia Flabobacteriaceae estuvo representada por el 10% de
la especie Flabobaccterium luticocti y el 1% de la especie Aurantibacter aestuarii.
Finalmente, la familia Vibrionaceae estuvo representada por el 7% de la especie
Pseudoalteromonas issachenkonii, 4% de la especie V. parahaemolyticus y 3% de la

especie V. diazotrophicus (Figura 17).
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Figura 17. Composicion taxondmica microbiana presentes en El Oro.
Vibrio
En la familia Vibrionaceae las especies correspondientes al grupo Vibrio herveyi
refieren el 44% para la especie V. parahaemolyticus y 7% V. alginolyticus. El restante de
las especies de este género corresponden al 31% para V. diazotrophicus, 3% para V.
proteolyticus, 6% para V. vulnificus, 6% a la especie Catenoccocus thiocycli y finalmente

1% para Grimontia celer (Figura 18).
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Figura 18. Composicion taxonémica microbiana de Vibrio presentes en El Oro.

Bacillos

Las especies de la clase Bacilli perteneciente al orden Bacillales que engloba la familia
Bacillaceae presentd 25% de la especie Alcalihalobacilus hwajinpoensis, 8% de la
especie H. salinus y 8% de la especie Bacillus marinisedimentorum. En la familia
Planococcaceae se encontrd 8% de la especie P. rifietoensis y 8% de la especie
Chryseomicrobium palamuruenses. Finalmente el 17%  pertenecia a la especie

Exiguobacterium mexicanum y 8% de la especie Gemella morbillorum (Figura 19).
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Figura 19. Composicion taxonémica microbiana de Bacillos presentes en El Oro.
Relacion Ecologia microbiana/Riqueza de especies
La riqueza de especies estuvo representada de la siguiente manera: Manabi mantuvo
204 bits demostrando elevada concentracion de especies, destacandose como la localidad
con el valor més elevado a diferencia de las otras dos zonas. Entre Guayas y EI Oro no se
mostraron diferencias significativas (Chi? p>0.05), Guayas mantuvo 122 bits y El Oro

121 bits estando por debajo de Manabi, con un margen de error de 59,67 bits (Figura 20).
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Figura 20. Riqueza de especies Guayas, El Oro y Manabi.

indice de Chao 1.
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Al evaluar la diversidad mediante el estimador Chao 1, se establecié que en El Oro
(Sample 1: 150 bits) fue la estimacion més baja, mientras que en El Guayas se registrd
249 bits (Sample 2), aunque el sitio con mayor riqueza de especie fue Manabi con 335

bits (Sample 3) (Figura 21).
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Figura 21. Riqueza de especies Guayas (Sample 2), EI Oro (Sample 1) y Manabi (Sample 3).

indice de diversidad Margalef

El indice de diversidad de especies estuvo representado de la siguiente manera: Manabi
mantuvo 21,58 bits mostrando elevado indice de diversidad, destacAndose como la
localidad con el valor mas elevado a diferencia de las otras dos zonas. Entre Guayas y El
Oro no se mostraron diferencias significativas (Chi? p>0.05), Guayas mantuvo 13,51 bits
y El Oro 14,36 bits estando por debajo de Manabi, con un margen de error de 5,542 bits

(Figura 22).
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Figura 22. indice de diversidad de especies Margalef.
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Indice de Shannon Wiener

El indice de diversidad de Shannon Wiener, los resultados observados fueron Guayas
1.73 bits, EI Oro 2.80 bits y en Manabi 1.73 bits. DestacAndose mayor diversidad
bacteriana en el agua residual de EI Oro respecto a las dos provincias estudiadas (Figura

23)
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Figura 23. indice de diversidad de Shannon Wiener.

Iindice de dominancia de Simpson

El indice de dominancia de Simpson estuvo representado de la siguiente manera: El
Oro mantuvo 8,761 bits mostrando elevado valor (Chi? p>0.05), destacandose como la
localidad con el valor mas elevado a diferencia de las otras dos zonas. Guayas es mas
diverso que Manabi al 5%. Guayas mantuvo 2,429 bits y Manabi 1,984 bits estando por

debajo de EI Oro, con un margen de error de 1,391 bits (Figura 24).
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Figura 24. indice de dominancia de Simpson.

Equitatividad de Pielou

La Equitatividad de Pielou estuvo representado de la siguiente manera: ElI Oro
mantuvo 0,5855 bits destacandose como la localidad con el valor més elevado a diferencia
de las otras dos zonas. Guayas mantuvo 0,3616 bits y Manabi 0,3257 bits estando por
debajo de EI Oro, con un margen de error de 0,07882 bits.

Anélisis de componentes principales

Para identificar como se agrupd la composicion microbiana y los factores por cada
sector. De acuerdo con ello establecemos que los sitios monitoreados (Manabi, Guayas y
El Oro) presentan composicion microbiana la cual posee relacion directa con la presencia
de potasio y vibrionales en Guayas. Mientras que Alcalinidad y Magnesio se relaciona
con Manabi principalmente con el grupo Bacillus, mientras que Nitrato y Fosfato no estan

relacionados con poblaciones microbianas (Figura 25).
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Figura 25. Anélisis de componentes principales para identificar la composicion microbiana en

Manabi, Guayas y El Oro.
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DISCUSION

La calidad de agua en cultivos acuicolas es importante ya que define la calidad del
ambiente en el que vive el organismo en cultivo, una de las cosas importantes para
establecer la calidad del suelo y la materia Organica, se debe a que la concentracion de
nutrientes en el agua es relativo a la carga de nutrientes mineralizados en el suelo, que a
variaciones del pH del fondo de la piscina termina movilizando al agua. Mientras que, la
materia organica MO es un parametro que contribuye al trasporte de minerales al suelo.
En el presente estudio los sitios estudiados presentaron valores superiores a 5% de MO,
incluso en la piscina de la camaroneras en ElI Oro llegd a 20% de MO, valores
considerados por la literatura como riesgoso para los cultivos acuicolas (Sonnenholzner,
2000), asi se propone que niveles de MO > 4% en piscinas con un periodo de tiempo
prolongado conllevan a alteraciones fisiologicas en los camarones cultivados (Ramos et
al., 2010).

Particularmente en la produccion de Litopenaeus vannamei se estima que los niveles
de materia organica favorables para el cultivo oscilan entre 1,5 y 4% (Brito et al., 2007,
Krebs, 2003; Vinatea et al., 2006), por lo que se evidencia que los suelos en los sistemas
de cultivo evaluados tienen una sobrecarga organica y una acumulacion de nutrientes
dentro de la piscina. Esta materia organica afecta también en la reduccién de la
concentracion de oxigeno [(entre 4 y 9 ppm) FAO, (2018)] e incremento de amonio,
nitrito, hierro ferroso (C. Boyd, 2009), nitrato, fosfato, potasio del magnesio (presente
estudio).

En cuanto a la calidad del agua de las piscinas camaroneras, estudios indican que estas
aguas residuales deberian poseer las mismas caracteristicas del agua que posee durante el
cultivo (Mufioz, 2017), en muchos casos también va a depender del tipo de sistemas de

cultivo, como por ejemplo 0,49 mg/l PO4 para sistemas semi-intensivos (Casillas-
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Hernandez et al., 2006). Ante esto, los resultados obtenidos en el estudio sobrepasan lo
reportado por trabajos previos, lo cual estaria relacionado con la excesiva alimentacion y
fertilizacion (Boyd & Munsiri, 1996). Con respecto a los niveles de nitrato, estos fueron
altos, aunque aceptables (méaximo 6 ppm), lo cual podria relacionarse con la degradacién
de materia organica, los nitritos son desdoblados por bacterias nitrificantes permitiendo
formar biopeliculas en capas profundas del agua afectando a las concentraciones de
oxigeno.

La presencia de iones en el agua con actividad bioldgica, se conoce que el magnesio
favorece el crecimiento y la supervivencia del organismo (Roy et al., 2010), lo mismo
sucede con el potasio (McNevin et al., 2004). Autores demuestran que mantener aguas en
condiciones adecuadas de K+ y Mg2+, durante procesos de aclimatacion de post larvas
ayuda a soportar el estrés del organismo (W. J. McGraw et al., 2002; William J. McGraw
& Scarpa, 2003), fisiolégicamente permite que la ATPasa Na+/K+ ayude a captar Mg2+,
que permita el desarrollo de funciones fisiologicas como cofactor para determinadas
enzimas.

Por otro lado, Boyd, (2003) establece que sodio y potasio (Na/K) en estado ionico
ayuda al desarrollo del organismo, también se establece que sodio y cloro intervienen en
los procesos de osmorregulacion, por lo cual se debe evaluar la concentracion de salinidad
de cada piscinas de cultivo en busca de definir sus concentraciones ionicas, lo que indica
que la proporcidn de iones fue importante para el crecimiento (Boyd, 2003) del organismo
en cultivo.

La alcalinidad es evaluada como otro factor que afecta a la calidad del agua residual,
y mostré resultados superiores a 200 mg/L. Segun la literatura, valores altos corresponden
a sitios con alimentacion automatica, boleo, comedero, boleo-testigo (C. Boyd, 2009),

principalmente en cultivos semi intensivos, posiblemente por las altas concentraciones de

31



fitoplancton y sobrealimentacion, ya que esto podria ser causado por la liberacion de iones
de carbono de estos componentes (Boyd & Daniels, 1994). Tomando en cuenta que los
resultados mostrados en este estudio corresponden a aguas residuales post cosecha,
justifica la presencia de concentraciones altas de alcalinidad.

Como ya hemos revisado, la acuacultura da como resultado procesos de eutrofizacion
localizados a partir de la acumulacién de nutrientes y otros elementos que van quedando
como residuales a lo largo del desarrollo del cultivo de camardn. Esto genera grandes
complicaciones ya que podria iniciar problemas graves respecto a brotes de enfermedades
microbianas. En el presente estudio se logr6é identificar una gran riqueza de
microorganismos bacterianos en el orden Manabi (12920 OTU), Guayas (7757 OTU) y
El Oro (4259 OTU).

Zhang et al., (2019) en el estudio de los factores ambientales que dan forma a la
estructura y funcion de la comunidad microbiana del agua en los ecosistemas de cultivo
de camardn reportd 9, 988 unidades taxondmicas operativas (OTU). Ademas, para el
indice de Shannon reporté valores 3,48 y 7,94 (bits); y Chaol de 702 a 2593 (bits/ind).
En el presente estudio los indices de diversidad de Shannon fueron para Manabi 21
(bits/ind) en Guayas 13 bits/ind y EI Oro 14 bits/ind. Esto demuestra que nuestro valores
son bajos comparado a lo descrito por Zhang et al., (2019), lo que representa a una
disminucion del reciclaje de nutrientes y carbohidratos, asi como los aminoacidos en el
agua desde el punto de vista ecoldgico.

Respecto a la salinidad, la presencia de bacterias del género Bacillus y Lactobacillus
en los tres sitios de estudio permite comprender la productividad que poseen estos sitios
de cultivo. Las bacterias son insensibles a las variaciones de salinidad en los cultivos de
camardn. Sin embargo, se adaptan a las concentraciones de sales del medio a las que estan

expuestas. Las bacterias Gram positivas tiende a tener mayor osmotolerancia que las
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Gram negativas, generalmente logran este cometido gracias a la pared celular
mecanicamente rigida (mantenimiento de la forma y supervivencia) y la composicion
lipidica de la membrana (Acosta, 2010; Bassantes & Gonzalez, 2012; Lara & Burgos,
2012).

Berlanga Herranz, (2004) menciona que las bacterias del género Lactobacillus son
mucho mas resistentes a las condiciones acidas que otras bacterias lacticas, siendo
capaces de desarrollarse a pH de 4, aun cuando el potencial de hidrégeno haya descendido
tanto que otras bacterias lacticas ya no puedan desarrollarse en este medio, coincidiendo
con resultados de Acosta, (2010); Bassantes & Gonzalez, (2012); Lara & Burgos, (2012)
donde estos autores concuerdan que las cepas bacterianas disfrutan de una cierta
capacidad de acondicionarse ante las concentraciones de sales, siendo los rangos de 0,5
%, 3 % y 7% la maxima condicién de salinidad tolerada hipertonicamente por estas
bacterias, lo que nos da a conocer el potencial efectivo para que las cepas bacterianas
adquieran su utilizacion en los cultivos de camarén de agua dulce donde hay rangos
minimos de salinidad (Berlanga Herranz, 2004).

Esto se deberia a que actuarian como bacterias probidticas autoctonas en el agua de
cultivo, que entran en contacto con nuevos organismos de cultivo y favorecen el
desdoblamiento de proteinas en el aparato digestivo del animal como sucede con el
microbiota intestinal en la salud del rodaballo (Zhang et al., 2019). Es probable que el
agua residual de cultivo de camarén ayude de forma significativa a la salud del animal y
del ecosistema, ya que nutrientes no utilizados podrian especulativamente ayudando a
potenciar el metabolismo microbiano para remediar y reciclar el agua a través de procesos
ciclicos que permite relacionarse con el analisis preliminar de los niveles de nitrégeno y

fosforos presentes en el agua (Chithira et al., 2021) permitiéndonos asociar la
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participacion bacteriana en la contencidén de niveles de nutrientes en agua residual
postcosecha de camaroneras en tres provincias distintas.

CONCLUSION

Los cultivos en granjas camaroneras son parte de la actividad econdémica de las provincias
de estudio (EI Oro, Guayas y Manabi), por lo que siempre se encuentra en produccién
para mantenerse en el mercado y aportar a las exportaciones del camaron.

e Se determina que los suelos de las piscinas estudiadas presentan altas
concentraciones de Fosforo, Nitrato, Potasio y Magnesio, debidas probablemente
a los insumos que son aplicados a lo largo de cada ciclo productivo.

e En el caso del agua residual de un ciclo de cultivo de camarén, al evaluar la
concentracion de nutrientes presentes en el agua de las camaroneras, se noto
concentraciones muy altas de varios elementos, entre ellos el Nitrégeno llegando
alcanzar hasta 25,67 mg/L en El Oro.

e La composicion microbiana se pudo notar que a pesar de que todas las piscinas
tienen la presencia de bacterias Vibrios, estas no presentan mayor abundancia y
su relacién es muy cercana a Potasio.

e La diversidad de las comunidades microbianas fue diferente en cada sector
estudiado, presentando Manabi los valores méas bajos de diversidad.
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