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RESUMEN

Objetivo. Evaluar indicadores biológicos, nutricionales y hematoinmunes en juveniles Cherax 
quadricarinatus que fueron cultivados y alimentados con una mezcla de probióticos. Materiales y 
métodos. Un diseño completamente aleatorizado (DCA) con seis tratamientos: 0 (control), 1×102 
µL, 2×102 µL, 3×102 µL, 4×102 µL y 5×102 µL de mezcla de probióticos (Bacterol Shrimp Forte), 
con tres repeticiones cada una; se utilizaron 18 tanques experimentales de diametro 1.7 m y área 
de 2.26 m2, con una densidad de 20 juveniles (0.95±0.10 g y 7.78±0.77mm) por tanque durante 
60 días. Se midieron los parámetros biológicos (peso, longitud, aumento de peso, aumento de 
peso, tasa de crecimiento específico, aumento de longitud, aumento de longitud y supervivencia), 
nutricionales (conversión alimenticia, eficiencia alimenticia y eficiencia proteica) y hematoinmune 
(total de hemocitos, hemocitos diferenciales, tasa fagocítica, superóxido dismutasa y estrés hipóxico). 
Resultados. Para los indicadores biológicos, los mejores resultados (p< 0.05) se obtuvieron al utilizar 
4×102 µL del probiótico (peso final: 9.11 g; longitud final: 68.95 mm; tasa de crecimiento específico: 
3.74). En cuanto a los parámetros nutricionales, los mejores resultados se obtuvieron con 3×102 µL 
(conversion alimenticia: 1.09, eficiencia alimenticia: 0.91 y eficiencia proteica: 2.61); aunque no hubo 
diferencias entre 3×102 y 4×102 µL. Para la respuesta hematoinmune, hubo diferencias (p<0.05) 
para todos los indicadores en estudio, con un mejor desempeño para 4×102 µL de la mezcla de 
probióticos. Conclusiones. La mezcla de probióticos induce la respuesta hematoinmune, biológica 
y nutricional con la mejor respuesta para concentraciones de 3×102 µL y 4×102 µL.

Palabras clave: Células hemocitos; estrés hipóxico; tasa de crecimiento; tasa fagocítica; 
supervivencia (Fuente: DeCS).
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ABSTRACT 

Objective. To evaluate the effect on biological, nutritional, and hematoimmune indicators of juvenile 
Cherax quadricarinatus were cultivated and fed with a probiotic mixture. Materials and methods. 
A completely randomized design (DCA) with six treatments: 0 (control), 1×102 µL, 2×102 µL, 3×102 
µL, 4×102 µL and 5×102 µL of a probiotic mixture (Bacterol Shrimp Forte), with three repetitions 
each, 18 experimental tanks of diameter 1.7 m and area of 2.26 m2 were used, with a density of 20 
juveniles (0.95 ± 0.10g and 7.78 ± 0.77mm) per tank for 60 days. Biological (weight, length, weight 
gain, weight increase, specific growth rate, length gain, length increase and survival), nutritional 
(feed conversion, feed efficiency and protein efficiency rate) and hematoimmune (total of hemocytes, 
differential hemocytes, phagocytic rate, superoxide dismutase and hypoxic stress) parameters were 
measured. Results. For biological indicators, the best results (p<0.05) were obtained when using 
4×102 µL of the probiotic (final weight: 9.11 g; final length: 68.95 mm; specific growth rate: 3.74). 
Regarding the nutritional parameters, the best results were found with for 3×102 µL (feed conversion: 
1.09, feed efficiency: 0.91, and protein efficiency: 2.61); although there were no differences between 
3×102 and 4×102 µL. For the hematoimmune response, there were differences (p<0.05) for all the 
indicators under study, with a better performance for 4×102 µL of the probiotic mixture. Conclusions. 
The probiotic mixture induces the hematoimmune, biological, and nutritional response with the best 
response for concentrations of 3×102 µL, 4×102 µL.

Keywords: Growth rate; hemocytes cells; hypoxic stress; phagocytic activity; survival (Source: 
DeCS). 

INTRODUCCIÓN 

La acuicultura se ha convertido en una de las 
industrias de producción de alimentos de más 
rápido crecimiento en América Latina (20%) 
y el mundo (7%) por año; contribuyendo 
significativamente a la seguridad alimentaria 
mundial y este crecimiento se ha extendido 
continuamente durante más de dos décadas 
(1,2). Después de los peces, los crustáceos 
se sitúan como el segundo producto de la 
acuicultura mundial.

La langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus 
es una de las especies cultivadas. Es nativa 
del norte de Australia y al sureste de Papúa 
Nueva Guinea (3), y se introdujo en varios 
países de América Latina en los años 90. Es 
una especie adaptable a un amplio rango de 
condiciones climáticas, con notables ventajas 
por sus hábitos alimenticios omnívoros, alta 
tasa de crecimiento, fácil manejo, adecuadas 
características organolépticas, buena calidad 
de carne rica en aminoácidos y ácidos grasos 
(4). Se aprecia en el mercado tanto con fines 
ornamentales como para el consumo humano 
(5).

Sin embargo, en la acuicultura se requiere 
controlar el estrés y las enfermedades y sin 
importar la especie, el propósito de esto es 
asegurar su salud y rendimiento productivo (6). 

El uso de tratamientos profilácticos y terapéuticos 
(antibióticos) se ha utilizado para maximizar 
la salud y el rendimiento de los organismos 
cultivados. Sin embargo, los antibióticos han 
demostrado tener algunas desventajas, ya que 
penetran en los tejidos corporales reduciendo 
su calidad de consumo y provocando otros 
problemas de salud (7,8).

Los antibióticos también están muy restringidos 
por su impacto en el medio ambiente (9) y porque, 
eventualmente, muchos microorganismos 
patógenos se vuelven resistentes (7,10). En este 
sentido, el uso de aditivos alimentarios amigables 
con el medio ambiente, como los probióticos, 
se ha convertido en una buena opción como 
complementos dietéticos seguros en la industria 
de alimentos acuícolas, y se encuentran entre las 
muchas estrategias y alternativas para reducir 
el uso excesivo de agentes quimioterapéuticos 
como los antibióticos, desarrollar la capacidad de 
tolerancia en condiciones de estrés y mejorar la 
resistencia y la inmunidad del huésped (11,12). 
También pueden aprovecharse de su huésped 
invertebrado combatiendo los patógenos a través 
de un mecanismo de exclusión competitivo 
(7,13), así como promoviendo el crecimiento, 
la supervivencia y animales más sanos (11,14). 
Los probióticos comúnmente utilizados en la 
acuicultura incluyen bacterias Gram-positivas, 
Gram-negativas, bacteriófagos, levaduras y 
algas unicelulares (10,13,15).

https://doi.org/10.21897/rmvz.2578


3/11Rev MVZ Córdoba. 2022. Septiembre-Diciembre; 27(3):e2578
https://doi.org/10.21897/rmvz.2578

Méndez-Martínez et al - Indicadores biológicos, nutricional y hematoinmune en C. quadricarinatus

Varios estudios han atribuido una mejora en el 
crecimiento animal a los beneficios nutricionales 
de las bacterias probióticas, ya que estimulan la 
producción de enzimas digestivas y vitaminas y 
ponen a disposición minerales y oligoelementos 
(9). Sin embargo, todos los modos de acción 
discutidos anteriormente requieren que el 
probiótico particular que se desea utilizar pueda 
colonizar con éxito la región en la que su efecto 
pueda ocurrir con éxito (10,12).

En los últimos años, Bacillus spp. (16) y levaduras 
(17) se han probado con frecuencia en la 
acuicultura de crustáceos. En el caso de Bacillus 
spp., este microorganismo puede esporular, 
crecer rápidamente y tolerar una amplia gama 
de condiciones en el hospedador. También se ha 
demostrado que son muy útiles para mejorar la 
calidad del agua, reducir la cantidad de bacterias 
dañinas en el cultivo y maximizar la capacidad 
de respuesta del huésped sin la adición de 
antibióticos (18). Además, se ha demostrado que 
la administración oral de especies de levadura, 
en particular Saccharomyces cerevisiae, mejora 
la respuesta inmunitaria en los crustáceos (19).

Previamente, se han llevado a cabo muchas 
investigaciones que involucran la aplicación 
de bacterias beneficiosas como probióticos 
(13,14,15). A partir de estas investigaciones, es 
evidente que una mezcla de varios probióticos 
podría producir mejores resultados (20). En 
este sentido, la adición de probióticos mixtos 
al alimento ha proporcionado beneficios en 
especies como Macrobrachium rosembergii (6). 
Sin embargo, la relación dosis-efecto de un 
probiótico debe determinarse cuidadosamente 
para evitar una sobredosis, que puede causar 
una disminución en sus efectos promotores del 
crecimiento y un aumento en los costos, o por 
el contrario, el uso de dosis muy bajas podría 
reducir drásticamente su eficacia en los animales 
cultivados (14,20).

A pesar de los avances científicos, el conocimiento 
actual sobre el uso de probióticos como aditivos 
alimentarios y la respuesta hematoinmune en la 
acuicultura es escaso para las etapas iniciales 
de desarrollo en muchas especies, como Cherax 
quadricarinatus. En consideración a lo anterior, 
el propósito de esta investigación fue evaluar 
varios indicadores biológicos, nutricionales 
y hematoinmunes de juveniles de garra roja 
Cherax quadricarinatus alimentados con mezcla 
de probióticos.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Localización. La investigación se desarrolló en 
el Laboratorio de Acuicultura, de la Universidad 
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), Quevedo, 
Los Ríos, Ecuador (01°03’18’’S, 79°25’24’’W). A 
una altitud de 120 msnm con una temperatura 
media de 24°C. 

Consideraciones éticas. El estudio se realizó en 
estricto apego a los Procedimientos Operativos 
Estándar (POE) para el Uso de Animales 
Experimentales de la UTEQ. 

Tratamientos y alimentación. Se emplearon 
seis tratamientos, los cuales consistieron en 
dosis crecientes de mezcla de probióticos: 0 
(control), 1×102 µL, 2×102 µL, 3×102 µL, 4×102 
µL y 5×102 µL / 100 L de agua, respectivamente. 
La mezcla probiótica (Bacterol Shrimp Forte, 
Dukay SA, CL) que se utilizó contenía cepas de 
Saccharomyces cerevisiae (5×10⁸ CFU / mL), 
Lactobacillus acidophilus (5×10⁸ CFU / mL) y 
Bacillus spp. (5×10⁸ CFU / mL). La mezcla se 
incubó con melaza y agua en una proporción de 
1.5: 10: 3×103, respectivamente, durante 24 
horas, antes de ser suministrada directamente 
al agua en los tanques de cultivo cada tres días. 

Los juveniles se alimentaron diariamente al 
5% de su peso vivo con dieta peletizada basal, 
distribuidos en dos porciones (50% a las 9:00 am 
y 50% a las 5:00 pm). La dieta peletizada basal 
se formuló (Tabla 1) y se preparó de acuerdo 
con Méndez-Martínez et al (4,21) y el análisis 
proximal (materia seca, proteínas, extracto 
etéreo, extracto libre de nitrógeno, cenizas y 
energía bruta) se realizaron según los métodos 
de la AOAC (22).

Diseño experimental. Los juveniles de C. 
quadricarinatus (0.95 ± 0.10 g y 7.78 ± 0.77 
mm) se obtuvieron en condiciones de laboratorio 
(UTEQ), y se aclimataron durante una semana 
antes de iniciar el cultivo experimental de 
duración de 60 días. 

Se aplicó un diseño completamente al azar de 
seis tratamientos con 3 repeticiones (tanques 
experimentales) con 20 juveniles de C. 
quadricarinatus por tanque, para un total de 
360 juveniles y dieciocho tanques circulares de 
plástico (diámetro: 0.70 cm y área: 9.39 cm2) 

conteniendo agua dulce (200 L), respectivamente. 
El agua de los tanques experimentales se 
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reemplazó (40%) cada tres días, para eliminar 
las heces y restos de alimentos. Los parámetros 
de calidad del agua eran monitoreados, para 
la determinación de temperatura del agua se 
empleó un termómetro de mercurio, el oxígeno 
disuelto (OD) se determinó con un oxímetro 
digital (55-DO, YSI Incorporated, Yellow Springs, 
OH, USA). El pH, amonio (NH3/NH4), nitritos 
(NO2-) y nitratos (NO3-) se midieron con Kit 
colorimétrico (Saltwater Master Test, OH, USA), 
respectivamente (21). 

Tabla 1. Formulación y composición química de la 
dieta peletizada. 

Ingredientes %

Harina de pescado1 48.50

Pasta de soya2 11.93

Harina de Sorgo2 10.65

Harina de trigo3 13.90

Harina de maíz2 4.50

Lecitina de Soya3 1.00

Aceite de pescado4 1.52

Grenetina3 2.00

Carbonato de calcio3 1.00

Cloruro de colina3 0.50

Premezclas minerales3* 2.0

Premezclas vitamínicas3** 2.0

Vitamina C3 0.50

Composición proximal real (% Materia Seca)

Materia seca 92.56

Ceniza 7.76

Extracto Etéreo 7.40

Proteína 35.20

Fibra 3.43

E. L. N. N† 38.77

Energía bruta (MJ/g) 15.38

1Comercial El Gordillo, Santo Domingo de los Tsáchilas, 
Ecuador. 2Valencia- Avícola, Valencia, Ecuador. 3Supermaxi, 
Quevedo, Ecuador, 4Productos Pesqueros S.A, Manta, 
Ecuador. 6Suministros AZ, La Paz, México. 
*(mg/kg dieta) Premezcla mineral: KCl. 0.5; MgSO4.7H2O. 
0.5; ZnSO4.7H2O. 0.09; MnCl2.4H2O. 0.0234; CuSO4.5H2O. 
0.005; KI. 0.005; CoCl2.2H2O. 0.0025; Na2HPO4. 2.37. 
**(mg/kg dieta) Premezcla vitamínica: Vitamina B12 (0.02); 
Acetato de vitamina A. 5000 UI; Vitamina D3. 4000 UI; 
acetato de α-tocoferol 100 UI; menadiona (5); tiamina HCl 
(60); riboflavina (25); piridoxina HCl (50); ácido fólico (10); 
ácido dl-capantoténico (75); ácido nicotínico (5); biotina (1); 
inositol (5). †Extracto libre de nitrógeno = 100 - (% proteína 
bruta +% extracto etéreo +% fibra bruta +% ceniza). 

La temperatura se mantuvo entre 27.5 y 30°C 
con ayuda de termostatos (JADaquarrium Co., 
Guangdong, CN) incorporados. El pH de 7.0 – 
8.0, el oxígeno disuelto (OD) de 4.7 a 6.2 mg/L, 
amonio desde 0 a 0.25 ppm, el nitrito en 0.01 
ppm y el nitrato con valores de 0 a 10 ppm.

Parámetros biológicos y nutricionales. Para 
la determinación del peso en juveniles se empleó 
una balanza digital (PE 3600 Mettler-Toledo, 
±0.01 g, Columbus, OH, USA), la longitud se 
evaluó con un calibrador vernier (GT-MA15 
Gester, ±0.001 mm, Xiamen, CN), previamente 
eran anestesiados para la biometría. Se 
calcularon las siguientes variables (23): 
Incremento de peso (%) = (peso final - peso 
inicial) × 100 
Ganancia de peso (g) = (peso final – peso inicial) 
Tasa de crecimiento específico = (logaritmo del 
peso final - logaritmo del peso inicial / número 
de días) × 100 
Ganancia de longitud (mm) = (longitud final - 
longitud inicial) 
Incremento de longitud (%) = (longitud final-
longitud inicial) × 100 
Supervivencia (%) = (número de organismos 
finales / número de organismo iniciales) × 100 
Eficiencia alimentaria = (ganancia de peso / 
consumo de alimento) × 100 
Eficiencia proteica = (ganancia de peso / 
consumo de proteína) 
Conversión alimentaria = (consumo de alimento 
/ ganancia de peso) 

Respuesta hematoinmune. Al final de la 
prueba de alimentación, los juveniles de C. 
quadricarinatus se mantuvieron en ayunas 
durante 14 horas antes de la extracción de la 
hemolinfa. Para ello, se colocaron dorsoventral, 
exponiendo el seno hemolinfático ventral. La 
superficie se desinfectó con alcohol (90%). La 
extracción de la hemolinfa se realizó con jeringas 
estériles (27G × 13 mm) con aguja hipodérmica 
entre el primer par de pleópodos. Se utilizó 
SIC-EDTA como anticoagulante (NaCl 450 mM, 
KCl 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA 10 mM, pH 
7.3) a 4 ° C, para preservar una relación 2: 1 
(2 volúmenes de SIC-EDTA por cada volumen 
extraído de hemolinfa). Se insertó la aguja hacia 
arriba, se extrajo la hemolinfa y se homogeneizó 
inmediatamente para prevenir la coagulación 
(24).
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Luego, las muestras se colocaron en microtubos 
estériles de polipropileno Eppendorf de 1.5 
mL y se etiquetaron. Posteriormente, se 
diluyeron en una proporción de 3: 1 (150 µL 
de formaldehído al 4% por 50 µL de mezcla 
de anticoagulante y hemolinfa), los cuales se 
almacenaron a 4 °C para realizar el recuento 
total de hemocitos y diferenciales (hialino, semi 
-granulosos y granulados) (25). Para el análisis 
de la actividad fagocítica, superóxido dismutasa 
(SOD) y oxihemocianina, se utilizó hemolinfa sin 
formaldehído.

La actividad fagocítica se evaluó de acuerdo 
con Hauton (26) y Chen et al. (27). Se extendió 
hemolinfa reciente (40 µl) sobre portaobjetos 
de vidrio. Luego, se incubaron los portaobjetos 
hasta que se secó la hemolinfa. Mientras tanto, 
se preparó una solución de trabajo de zimosán 
disolviendo 0.0125 g de zimosan en polvo en 25 
mL de agua de marina estéril. A las muestras 
de hemolinfa secas en el portaobjeto se añadió 
la solución de zimosan (40 µL) y se secaron 
al aire. Luego, se trataron con una solución 
de formaldehído al 10% (disolvente de agua 
de mar) durante 20 min. Posteriormente, los 
portaobjetos de vidrio se transfirieron a una 
solución de GIEMSA y se incubaron durante 20 
min para la tinción celular de hemocitos.

Para la determinación de concentración de 
oxihemocianina, se emplearon 20 µL de hemolinfa 
diluida con 80 µL de SIC-EDTA y se leyó la 
absorbancia a 335 ηm con espectrofotómetro (28, 
29). La enzima SOD se determinó a partir de 10 μL 
de hemolinfa el cual fue tratado con Kit (Ransel, 
Randox, Crumlin, Antrim, UK), con principio en la 
oxidación de glutatión (GSH) por el hidroperóxido 
de cumeno catalizado por la GPx; en presencia 
de glutatión reductasa (GR) y NADPH; la lectura 
de absorbancia se realizó a 340 ηm.

Al final del bioensayo, se determinó el estrés por 
hipoxia. Para ello, se utilizaron 18 recipientes de 
plástico de 200 mL cada uno y seis organismos 
para cada prueba. Cada recipiente se consideró 
una repetición. La eliminación del oxígeno disuelto 
(<0.1 mg / L) en el agua se aseguró mediante la 
adición de bisulfito de sodio (NaHSO3) (0.15 g / 
500 mL). Los Juveniles se expusieron a hipoxia 
durante 1 hora. Se realizaron muestreos cada 5 
minutos y se registró el número de organismos 
vivos y muertos.

Análisis estadísticos. Se aplicaron las pruebas 
de Bartlett y Kolmogorov-Smirnov. Luego se 
aplicó un Análisis de Varianza Simple (ANOVA) 
(p≤0.05) a los diferentes niveles de mezcla 
de probióticos, que fue la única fuente de 
variación. Para el análisis de diferencias entre 
medias se aplicó una prueba de Tukey. Todo el 
procesamiento estadístico (p≤0.05) se realizó 
con el programa estadístico 14.0v (InfoStat®, 
Cordova, AR).

RESULTADOS 

Los índices biológicos en la presente investigación 
para los juveniles evaluados se presentan 
en la Tabla 2. El peso final, incremento de 
peso, ganancia de peso, tasa de crecimiento 
específico, longitud final, incremento de longitud 
y ganancia de longitud (p<0.05) en tratamientos 
con 3×102 µL y 4×102 µL de la mezcla de 
probióticos no hubo diferencia estadística, pero 
sí (p<0.05) en comparación con el control y 
los demás tratamientos. La supervivencia fue 
significativamente mayor (p<0.05) (88.33%) 
para el tratamiento con 3 × 102 µL de la mezcla 
de probióticos.

En los parámetros nutricionales (conversión 
alimenticia, eficiencia alimentaria y eficiencia 
proteica) (Tabla 2); no se encontraron diferencias 
significativas entre los tratamientos con 3 × 102 

µL y 4 × 102 µL de la mezcla de probióticos, pero 
sí hubo diferencias (p< 0.05) en comparación 
con el control y todos los demás.

Diferencias significativas en la respuesta 
hematoinmune se presentan en la Tabla 3. 
Los hemocitos totales (9.27 y 11.74 millones 
de células/mL) y hemocitos hialinos (28.30 
y 25.86%) mostraron una mejor respuesta 
(p<0.05) en los tratamientos con 3×102 y 4×102 
µL de la mezcla probiótica, respectivamente. 
Un mayor recuento de hemocitos granulocitos 
(33.17%) y tasa de fagocitosis (38.28%) 
se observó (p<0.05) en el tratamiento de 
4×102 µL, respectivamente. Mientras que los 
semigranulocitos fueron mayores en el control 
con 60.79%. Para la oxihemocianina, los valores 
más altos (p<0.05) fueron 0.84 y 0.82 mmol / L, 
cuando se aplicaron 2 × 102 µL y 3 × 102 µL de 
mezcla de probióticos, siendo mayor (p<0.05) 
en comparación con el control.
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Tabla 2. Indicadores biológicos y nutricionales en juveniles de Cherax quadricarinatus alimentados con mezcla 
de probióticos durante 60 días.

Indicadores
Mezcla de probióticos (x 102 µL)

EE± P-valor
0 1 2 3 4 5

PI (g) 0.97 0.93 0.93 0.96 0.96 0.94 0.055 0.567

TI (mm) 7.95 7.56 7.58 7.8 7.84 7.68 0.995 0.494

PF (g) 6.21d 7.33c 7.51c 8.85a 9.11a 8.28b 1.967 0.001

TF (mm) 47.26e 58.71c 55.37d 67.62a 68.95a 63.52b 3.567 0.001

TCE 3.09d 3.44c 3.48c 3.71a 3.74a 3.62b 0.040 0.001

IP (%) 523.98d 640.25c 658.17c 789.23a 815.01a 733.10b 10.34 0.001

GP (g) 5.24d 6.40c 6.58c 7.89a 8.15a 7.33b 0.578 0.001

IT (%) 65.53e 85.24c 79.65d 99.71a 101.84a 93.07b 3.789 0.001

GT (mm) 39.32e 51.14c 47.79d 59.83a 61.10a 55.84b 2.456 0.001

CA 1.54d 1.33c 1.27bc 1.09a 1.13ab 1.24bc 0.150 0.011

EA 0.65d 0.75c 0.79c 0.91a 0.89ab 0.81bc 0.110 0.012

EP 1.87d 2.15c 2.24c 2.61a 2.53ab 2.31bc 0.280 0.010

SP (%) 66.67e 71.67d 83.33b 88.33a 81.67b 76.67c 4.673 0.020

EE±= Error Estándar. abcde Superíndices distintos difieren significativamente (p <  0.05), dentro de las filas. Peso Final, Longitud 
Final, TCE: Tasa de Crecimiento Especifico, IP: Incremento de Peso, GP: Ganancia de Peso, IL: Incremento de longitud, GL: 
Ganancia de longitud, CA: Conversión Alimentaria, EA: Eficiencia Alimentaria, EP: Eficiencia Proteica, SP: Supervivencia.

Tabla 3. Indicadores inmunes en juveniles de Cherax quadricarinatus alimentados con mezcla de probióticos 
durante 60 días.

Indicadores
Mezcla de probióticos (×102 µL)

EE± P-valor
0 1 2 3 4 5

HT (millón de células/mL) 4.39d 6.35c 5.84c 9.27ab 11.74a 8.16b 2.17 0.034

CHH (%) 15.71c 15.50c 21.72b 28.30a 25.86a 21.41b 3.64 0.031

CHS (%) 60.79a 54.22b 51.39b 42.79c 41.30c 52.66b 4.22 0.012

CHG (%) 23.50d 30.27b 26.88bc 28.91b 33.17a 25.93c 2.46 0.016

TF (%) 15.89d 18.64d 29.61b 24.87c 38.28a 26.44bc 3.37 0.043

OX (mmol/L) 0.66c 0.63c 0.84a 0.82a 0.73b 0.71b 0.21 0.006

EE±= Error Estándar. abcd Superíndices distintos difieren significativamente (p <  0.05), dentro de las filas. OX: Oxihemocianina, 
HT: Hemocitos Totales, CHH: Células hemocitos hialinos, CHS: Células hemocitos Semi granulocitos, CHG: Células hemocitos 
Granulocitos, TF: Tasa de Fagocitosis.

Al analizar los porcentajes de supervivencia 
al estrés por hipoxia de la actividad de SOD 
(Figuras 1 y 2), se encontraron diferencias 
significativas (p < 0.05) dependiendo de la 
dosis. Los mayores valores de supervivencia 
por hipoxia se encontraron en el tratamiento 
de 4 × 102 µL con 76.19%. Cabe destacar que 
se obtuvieron incrementos de 19.05, 57.15, 

47.62, 66.67 y 57.15% (1, 2, 3 y 4 × 102 µL 
de mezcla probiótica) en comparación con el 
control. Mientras que la enzima SOD mantuvo 
una tendencia similar. Su valor más alto fue con 
la concentración de 2 × 102 µL (41.18 Unidades 
/ mL), aunque esta concentración no tuvo 
diferencias significativas en comparación con 4 
× 102 µL de la mezcla de probióticos.
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Figura 1. Supervivencia a estrés por hipoxia (±EE) en 
juveniles de C. quadricarinatus alimentados 
con mezcla de probióticos durante 60 días.

 
Figura 2. Actividad de enzima SOD (±EE) en juveniles 

de C. quadricarinatus alimentados con 
mezcla de probióticos durante 60 días.

DISCUSIÓN 
 
En la acuicultura, así como en otras industrias 
en crecimiento, el uso de organismos probióticas 
está teniendo una amplia aceptación, ya que 
es útil para mejorar la resistencia, para tratar 
infecciones y enfermedades, así como para 
mejorar el crecimiento, la supervivencia y la 
calidad del agua (6,12). Durante las prácticas de 
acuicultura, la acumulación de materia orgánica 
afecta la calidad del agua y causa contaminación. 
También permite que los patógenos crezcan 
dentro del cultivo. La calidad del agua en nuestro 
estudio estuvo de acuerdo con los estándares 
para los crustáceos decápodos de agua dulce, 
incluido C. quadricarinatus (23,30,31,32).

Los parámetros biológicos y nutricionales en 
la presente investigación fueron influenciados 
por la dosis de las mezclas probióticas como 

resultado del efecto sinérgico entre las cepas y 
sus metabolitos secundarios. Este efecto puede 
ser beneficioso ya que las cepas probióticas no 
solo sintetizan enzimas extracelulares como 
proteasas, amilasas y lipasas, sino también 
otros compuestos necesarios para el crecimiento 
(vitaminas, aminoácidos y ácidos grasos), que 
contribuyen a la absorción de nutrientes de 
manera más eficiente (15). Esto ha sido probado 
previamente por Seenivasan et al. (6), al 
complementar con diferentes dosis de probiótico, 
reportó supervivencia (90%), crecimiento (1.04 
g), tasa de crecimiento (0.88%), conversión 
alimenticia (1.57 g) y eficiencia proteica (1.38%) 
significativamente mayor con respecto al control 
tratamiento. En otros estudios se han encontrado 
efectos positivos de los probióticos, como es 
el caso de Bacillus sp. y Clostridium sp. sobre 
el crecimiento de M. rosenbergii, donde se ha 
demostrado que estos aditivos alimentarios 
mejoran la digestión, asimilación y metabolismo 
de nutrientes en crustáceos y peces al promover 
la síntesis de enzimas digestivas, mejorando el 
crecimiento y la supervivencia (33).

En algunas investigaciones anteriores se ha 
probado el uso de probióticos en C. quadricarinatus, 
donde Amrullah y Wahidah (14) encontraron 
aumentos de peso corporal de hasta 7.30 g, con 
2.63 g superiores al tratamiento control y con 
una supervivencia del 73% mientras alimentaban 
a la especie con dietas suplementadas con tres 
concentraciones diferentes de la mezcla probiótica 
de Micrococcus spp. Este efecto puede ser 
causado por el comportamiento simbiótico de los 
probióticos, además de estimular la microbiota 
del tracto digestivo con una biota intestinal más 
eficiente y estimular la actividad de enzimas 
bacterianas (11).

Pérez-Chabela et al (34) encontraron que el uso 
de una mezcla con cepas de Bacillus subtilis, 
B. licheniformis y B. subtilis, suministradas en 
los alimentos como probióticos a los juveniles 
de Litopenaeus vannamei, mejora las tasa de 
crecimiento al aumentar la concentración de 
la mezcla de probióticos. Madani et al (35), al 
evaluar el efecto de mezclar probióticos (Bacillus 
subtilis y Bacillus licheniformis) en larvas de 
L. vannamei, encontraron que la adición de 
la mezcla de probióticos al alimento tuvo un 
efecto positivo en el crecimiento, lo cual fue 
confirmado por Zhao et al (36) en Macrobrachium 
rosenbergii, encontrando efectos beneficiosos 
sobre parámetros biológicos y nutricionales, así 
como una mejora en la acción de las enzimas 
digestivas y optimización de costos.
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La Tabla 2 muestra que los probióticos mejoraron 
el crecimiento y la absorción de nutrientes 
debido a su capacidad para estimular la 
microbiota intestinal beneficiosa, también con 
efectos hematoinmuno-reguladores (10). En 
C. quadricarinatus, Amrullah y Wahidah (14), 
encontraron que las mezclas de probióticos con 
Micrococcus spp. aumentaron los hemocitos 
totales, hemocitos hialinos, semigranulocitos y 
granulocitos, así como la actividad fagocítica. 
Esta es una de las razones del aumento de 
la actividad inmunológica provocada por la 
activación de la respuesta inmune inespecífica. 
Los hemocitos son un indicador confiable para 
determinar y prevenir enfermedades, así como 
un marcador del estado fisiológico del animal, 
dado a que los hemocitos en los crustáceos son 
la base del sistema inmunológico ya que realizan 
fagocitosis, encapsulación y lisis de células no 
deseadas (16).

Los hemocitos juegan un papel vital en la defensa, 
las células hialinas son responsables de la 
fagocitosis, los semigránulos también juegan un 
papel en la fagocitosis, encapsulación y liberación 
del sistema de profenoloxidasa. Además, 
sintetizan y liberan peneidinas y péptidos, las 
células granuladas almacenan las enzimas 
que constituyen el sistema profenoloxidasa 
a un nivel superior a las semigranulares, así 
como sintetizan y almacenan las peneidinas, 
intervienen en la encapsulación; que han 
demostrado ser una parte importante del sistema 
inmunológico innato (17). Zhao et al (36), al 
utilizar diferentes concentraciones de Bacillus 
pumilus en M. rosenbergii, no encontraron 
diferencias en el recuento total de hemocitos, 
mientras que para la actividad fagocítica (37%), 
las diferencias fueron altamente significativas.

Valipour et al (37), utilizaron Lactobacillus 
plantarum en Astacus leptodactylus para evaluar 
su efecto sobre la respuesta inmune, encontrando 
aumentos de 1.2×106 células / mL y 1.4×106 
células / mL para el recuento total de hemocitos 
y hemocitos hialinos, respectivamente. Azad et 
al (38) evaluaron el efecto de los probióticos 
sobre la competencia inmunológica de M. 
rosenbergii contra Vibrio spp. y Aeromonas 
spp., encontrando que los langostinos tratados 
con probióticos mejoraron los parámetros 
hematoinmunes y el recuento total de hemocitos 

(11 × 105 células / mL), hemocitos hialinos (79%) 
y hemocitos semigranulocitos (19%). Dichos 
resultados difieren de los obtenidos en este 
trabajo, los cuales pueden atribuirse a especies, 
condiciones experimentales, tipo de probiótico o 
diseño experimental. Los resultados obtenidos 
indican una mayor capacidad para prevenir la 
invasión de partículas extrañas. Se sabe que 
los hemocitos también están involucrados en 
diferentes funciones fisiológicas, incluido el 
metabolismo de los carbohidratos, el transporte 
y almacenamiento de proteínas y aminoácidos, 
la regulación del estrés, lo que conduce a una 
resistencia a las enfermedades (13,15).

En el presente estudio, la actividad de la SOD 
fue influenciada significativamente (p<0.05) 
por la concentración de probióticos. Dado 
que el estado nutricional es el factor más 
importante que influye en los mecanismos de 
defensa inmunológica, donde cantidades bajas 
o altas de nutrientes pueden alterar el sistema 
inmunológico y provocar estrés celular (32). 
En este sentido, Soberanes-Yepiz et al (39), 
encontraron que la alta actividad antioxidante es 
consecuencia de múltiples reacciones oxidativas 
y por lo tanto, un índice de una alta producción 
de radicales libres. En la presente investigación, 
el uso de probióticos puede ser una herramienta 
importante como inmunoestimulante para 
prevenir enfermedades, dado el papel que juegan 
las bacterias beneficiosas en la prevención de la 
propagación de patógenos. 

Ranjit-Kumar et al (40), al utilizar diferentes 
concentraciones de Bacillus licheniformis 
como probiótico, encontraron un aumento 
de superóxido dismutasa (SOD) y actividad 
antibacteriana (76%), lo que confirma tales 
suposiciones. En los crustáceos decápodos, el 
nivel de SOD disminuye durante la infección 
patógena, y causa retraso de la actividad 
normal de las células del hepatopáncreas y 
los hemocitos. Por lo tanto, el aumento de la 
actividad de SOD con suplementación probiótica 
es un índice del estado inmunológico regulado 
positivamente.

En conclusión, las mezclas de probióticos inducen 
una respuesta hematoinmune mejorando los 
indicadores biológicos y nutricionales. Este 
efecto es mejor a concentraciones de 3×102 µL 
y 4×102 µL.
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