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Resumen

El reto actual de la camaronicultura sustentable es la implementacion de nuevas
tecnologias que mejoren el desempefio productivo en cultivo y promuevan el reciclamiento
de nutrientes residuales, con el fin de aminorar los efectos ambientales mediante el manejo
eficiente de los alimentos y nutrientes residuales. Sin embargo, son escasos los estudios que
relacionan el efecto de estas tecnologias como bioflocs o cultivos microbidticos con
indicadores de la condicion fisioldgica y nutricional de los camarones cultivados. Por lo
anterior, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar los niveles de nutrientes residuales,
la ecoeficiencia, el desempefio productivo y la condicion fisiologica de Litopenaeus
vannamei a diferentes niveles de proteina en la dicta en presencia de microorganismos que
asimilan los nutrientes residuales de nitrégeno.

Se realizaron dos experimentos de cultivos hiper-intensivos de L. vannamei a
diferentes niveles de proteina en la dieta y en presencia de microorganismos que asimilan
los nutrientes residuales de nitrogeno o microbiota, bajo condiciones controladas de
laboratorio (experimento 1) y bajo condiciones de granja (experimento 2). Los nutrientes
residuales de nitrogeno permitieron identificar cuatro fases de transformacion de nutrientes:
asimilacion heterotrofica del amonio, oxidacion de nitritos a nitratos, nitrificacion y
desnitrificacion. Sin embargo, la Gltima fase no fue detectada a nivel de laboratorio y los
nitritos y nitratos se incrementaron a niveles que tuvieron que ser controlados por recambio
de agua. Las caracteristicas de estas fases dependieron del nivel de proteina y, a nivel
granja, del procedimiento de transicién entre la pre-cria y la engorda. La ecoeficiencia
mejord a bajos niveles de proteina, y fue de 19.8% en el experimento 1 y 46.4% en el
experimento 2. En el experimento 1, el crecimiento fue significativamente mayor en el
tratamiento con bajo recambio y presencia de microbiota con respecto al control sin
microbiota. Ademas, el desempefio en cultivo el cual relaciona el crecimiento,
supervivencia y FCA, estuvo directamente relacionado con el nivel de proteina en sistemas
de alto recambio, en el experimento 1, mientras que en el cultivo con bajo recambio y
presencia de microbiota, el desempefio Optimo se obtuvo con el nivel intermedio de
proteina en la dieta (30%), en ambos experimentos.

Los camarones cultivados en presencia de microbiota y sin recambio del
experimento 1 presentaron un estado fisiolégico mas deteriorado en comparacion con el
control, debido a la acumulacion de compuestos nitrogenados en el medio de cultivo,
principalmente de nitritos, lo cual comprometié el estado fisiolégico y nutricional de los
organismos, reflejandose en altas mortalidades y bajos niveles de sustratos energéticos. Los
camarones del experimento 2 presentaron un mejor estado fisioldogico en comparacion con
los camarones cultivados en laboratorio (experimento 1), en términos de proteinas totales,
triglicéridos y lipidos en hemolinfa, misculo y hepatopancreas. En particular, las reservas
de lipidos totales en el hepatopancreas de camarones del experimento 2 fueron 5 veces
mayores, en comparacion con camarones del experimento 1, probablemente debido a la
disponibilidad de microorganismos en los estanques en granja, capaces de realizar la
desnitrificacion asimilatoria, tales como las microalgas.

Palabras clave: microbiota, ecoeficiencia, bioflocs.
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Abstract

The challenge of sustainable shrimp farming is to adopt new technologies for the
improvement of shrimp culture, in terms of waste nutrient recycling to reduce
environmental impact through efficient food and nutrient residual management. However,
few studies have analyzed the link between the use of technologies, such as bioflocs or
microbiotic cultures with indicators of the physiological and nutritional status of cultured
shrimp. The aim of this study was to assess the levels of residual nutrients, eco-efficiency,
growth, survival, and physiological condition of Litopenaeus vannamei at different dictary
protein levels in the presence of microorganisms that can assimilate residual nutrients,
specifically nitrogen nutrients.

Two experiments, consisting of hyper-intensive cultures of L. vannamei, were
conducted at different dietary protein levels in the presence of microorganisms (microbiota)
that can assimilate nitrogen nutrients under controlled laboratory conditions (experiment 1)
and under commercial farming (experiment 2). Residual nitrogen nutrients allowed us to
identify four stages of nutrient processing: heterotrophic ammonium assimilation, nitrite
oxidation to nitrate, nitrification, and denitrification. However, the last phase was not
detected in the laboratory because nitrites and nitrates accumulated to high levels and had
to be controlled with water exchange. These phases varied with protein level and, at the
farm level, varied with a transition procedure between nursery and grow-out phases. Eco-
efficiency improved at low protein levels, with values of 19.8% in experiment 1 and 46.4%
in experiment 2. In experiment 1, growth was significantly higher in systems with low
water exchange and presence of microbiota, compared to the control without microbiota.
Moreover, performance in terms of growth, survival, and food conversion rate was directly
related to protein levels with the high water exchange treatment in experiment 1, whereas
the best performance was obtained in both experiments at an intermediate protein level
(30%) in low water exchange systems and the presence of microbiota.

Cultured shrimp in the presence of microbiota and without water exchange in
experiment 1 showed a more deteriorated physiological condition compared with control
because of the accumulation of nitrogenous compounds in the culture medium, especially
N-NO,, that led to high mortality and low levels of the energy substrate. Shrimp in
experiment 2 were in better physiological condition, compared to shrimp grown under
laboratory conditions (experiment 1), in terms of the content in the hemolymph, muscle,
and hepatopancreas of total proteins, triglycerides, and lipids. Total lipid reserves was five
times higher in the hepatopancreas in shrimp in experiment 2, which might be a response to
the availability of microorganisms able to perform denitrification assimilatory processes,
such as the microalgae found in farm ponds.

Keywords: microbiota, eco-efficiency, bioflocs.
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1. INTRODUCCION

Las pesquerias y la acuicultura han proveido al mundo alrededor de 154 millones de
toneladas de alimento en el 2011, de las cuales 63.6 millones de toneladas fueron aportadas
por la acuicultura. El suministro per capita se ha mantenido estable en los tltimos 10 afios
debido al crecimiento acelerado de la acuicultura, la cual ha compensado la disminucion de
las pesquerias y el aumento de la poblacion ya que la produccion de esta industria en el
periodo 1980-2010 incrementd 10.2% por afio, lo que postuld a la acuicultura como el
sector de produccion de alimentos con mayor crecimiento, y ademds ésta industria
contribuy6 al aumento del suministro per cépita de 1.1 kg en 1980 a 8.7 kg en el 2010
(FAO, 2012).

En dicho periodo la produccion de la acuicultura en agua marina aport6 el 32.3% de
la produccion mundial, la cual incluy¢ el cultivo de diferentes especies de peces, moluscos
y crustaceos. En particular, el cultivo de crusticeos aportd 9.5% del total de especies
marinas cultivadas y especialmente la produccion de peneidos (familia penaeidae)

represent6 un 73.3% de la produccion total de crustaceos en el 2008. (FAO, 2010).

Litopenaeus vannamei, una especie nativa del pacifico oriental tropical, encabeza la
lista de los peneidos cultivados mundialmente debido a que en pocos afios varias regiones
incluyendo Asia, se han inclinado a la produccion de esta especie, por lo cual ha presentado
una rapida dispersion geografica y un crecimiento explosivo de su cultivo. En México el

cultivo de esta especie representa el 90% de la produccion acuicola (FAO, 2010).

El cultivo de L. vannamei se ha realizado en sistemas extensivos (<700 kg.ha'l)
semi (<5 ton.ha™) e intensivos (<10 ton.ha™") desde hace mas de 30 afios. En los cultivos
hiperintensivos (10- >40 ton.ha™) se aumenta por mucho la densidad de los organismos por
unidad de 4rea (>300 org/m?). Estas intensificaciones recientes en el sistema de cultivo se
han asociado al aumento de la aeracion, al uso de alimentos artificiales y al manejo
microbioldgico. A pesar de que este tipo de cultivo promete elevar las producciones, el

desarrollo de estos sistemas a nivel comercial no han sido satisfactoria e incluso se



considera la produccion de camaréon en México como de alto riesgo e incertidumbre
econdmica, debido principalmente a factores intrinsecos a la produccion de organismos
vivos y a factores externos tales como el mercado y la incidencia de enfermedades (Mishra

et al., 2008; Espinoza y Bermudez, 2012).

La intensificacion en los sistemas de cultivo ha conllevado al aumento del uso de
alimento formulado ya que el sistema intensificado disminuye la interacciéon con
poblaciones naturales al contrario de los sistemas de cultivo extensivos. Adicionalmente la
dependencia del uso de grandes cantidades de alimento formulado con alto contenido de
proteina animal es una de las causas de eutrofizacion y el enriquecimiento de nutrientes en
los efluentes provenientes del cultivo de camardn, debido a la excrecion de los organismos
y a la lixiviacion del alimento no consumido deterioran la calidad del agua del cultivo.
Estos problemas son magnificados con el grado de intensificacion en los sistemas de
cultivo (Burford y Williams,2001; Tacon et al., 2002; Tacon y Foster, 2003, Crab et al.,
2007).

La calidad del agua en el contexto de la acuicultura, es el conjunto de variables
fisicoquimicas y biologicas que regulan y determinan el éxito del cultivo. Algunos
ejemplos de estas variables son pH, temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, amonio (N-
NHy), nitritos (N-NO,), nitratos (N-NO3), fosfatos (P-PO4) y materia orgdnica. En sistemas
intensivos son necesarios grandes recambios de agua para optimizar su calidad y con éstos
minimizar las altas concentraciones de metabolitos inorganicos (N-NH; N-NO;," y N-NO3"),
generados a partir de la excrecion de los organismos en cultivo o son el resultado de la
lixiviacion de alimento no consumido. Lo anterior tiene la finalidad de regular dichas
variables para obtener un mayor crecimiento y supervivencia de los organismos lo cual se

traduce en una buena calidad de cosecha (Paez-Osuna, 2001).

Asi, los altos recambios de agua necesarios para el buen mantenimiento de la
calidad del agua necesaria para el optimo desarrollo del cultivo, aunado a la acelerada
expansion de la camaronicultura intensiva, han provocado diversos problemas ambientales,

tales como la eutrofizacion, debido a la descarga de altos niveles de nutrientes en las zonas



costeras contiguas al cultivo. Por lo tanto, el sistema de cultivo implementado esta
directamente relacionado con el nivel de impacto ambiental (Pdez-Osuna, 2001; Espinoza y
Bermudez, 2012). Ademds bajo estas condiciones, el cultivo es vulnerable a organismos
patdgenos del medio ambiente que entran al sistema al aumentar la tasa de recambio de

agua (Crab et al., 2007).

Handy y Poxton desde 1993 ponen de manifiesto que la principal causa del
deterioro de la calidad de agua y por lo tanto de los efluentes descargados en las zonas
costeras, son los compuestos nitrogenados provenientes del alimento que no son
aprovechados por los organismos cultivados y son excretados como N-NHj3 principalmente

por via branquial.

La retencion de nitrogeno en la camaronicultura es similar a la encontrada en peces
teledsteos marinos, los cuales presentan baja retencion de nitrogeno proveniente del
alimento, es decir solo una pequena fraccion del total de nitrogeno suministrado (26.5%) es
convertido en biomasa y por lo tanto son altas las concentraciones de nitrogeno (>70%)
excretado y liberado en los efluentes, lo cual causa un deterioro significativo en la calidad

de agua.

En un sistema de cultivo, asi como en cualquier ecosistema acuatico, existe una
conversion de las diferentes formas de nitrégeno. El N-NH3™ como principal producto de
excrecion de los camarones, puede ser asimilado por microrganismos autotréficos o
heterotréficos para convertirlo en aminoéacidos, o bien convertido por oxidacion a nitritos y
subsecuentemente convertido por nitrificacion a nitratos por las bacterias existentes en el
sistema de cultivo (Madigan et al., 2003). Estos procesos contribuyen a la capacidad de

asimilacion y transformacion del amonio en un cultivo (Paez-Osuna, 2001).

Cuando existe una liberacion o excrecion de amonio que exceda dicha capacidad de
asimilacion del sistema en los estanques o en los cuerpos de agua costeros, se origina el
deterioro de la calidad de agua, ademds de incrementar el riesgo de toxicidad del amonio en
los camarones mismos, particularmente en condiciones de altos valores de pH y

temperatura (Paez-Osuna, 2001).



En este contexto el amonio puede ser aprovechado siendo consumido
preferentemente por el fitoplancton presente en el sistema de cultivo y €ste a su vez es
consumido por el zooplancton convirtiéndose estas comunidades en una fuente natural y
adicional de alimento para el camarén (Quadros y Martinez-Cordoba, 2008 y Scopel et al.,

2011).

Se han propuesto nuevas tecnologias para aminorar el deterioro de la calidad del
agua en los estanques y consecuentemente disminuir los recambios de agua en cultivos
intensivos. Por ejemplo, los sistemas de fléculos microbianos, también llamados bioflocs,
los cuales se basan en la inoculacion de una fuente de carbon (harina de arroz, maiz, yuca o
melaza) para promover el crecimiento de comunidades microbianas (bacterias, fitoplancton
y zooplancton) con el objetivo de obtener un reciclamiento de nitrégeno no utilizado y
liberado en el sistema, para proveer de una fuente natural de proteina disponible para el
camarén y por lo tanto prevenir la acumulaciéon de compuestos nitrogenados a niveles
toxicos (Emerenciano et al., 2012; Avnimelech, 2007; Avnimelech y Kochba 2009 y
Scopel et al., 2011).

Recientemente se desarrollé un sistema de cultivo hiper-intensivo que utiliza la
inclusion diaria de una mezcla microbiologica desarrollada en bioreactores, que contribuye
a la asimilacion de compuestos nitrogenados y el reciclamiento del N-NH4 en proteina
microbiana la cual se encuentra disponible para la alimentacion de los camarones. Si se
considera que el nivel de inclusion de proteina en la dieta incrementa el nivel de amonio en
un sistema de cultivo y éste es reciclado por la comunidad microbioldgica en forma de
alimento, surgi6 la pregunta que motiva este protocolo de investigacion; ;En cultivos hiper-
intensivos con inoculacion diaria de un consorcio microbiologico orientado a la conversion
de amonio en proteina, podria disminuirse el nivel de inclusion de proteina en la dieta
suministrada sin afectar el estado fisioldgico de los organismos y el desempeio del cultivo,
con una mejoria en los niveles de nutrientes residuales y una mejor ecoeficiencia en el uso

del nitrégeno?.



En cultivos hiper-intensivos con inoculaciéon diaria de un consorcio microbioldgico
orientado a la conversion de amonio en proteina, se ha reportado mayor disposicion de
alimento natural de origen microbiologico principalmente de proteinas, vitaminas y
minerales esenciales para el crecimiento y desarrollo del camarén (Pdez-Osuna, 2001 y
Tacon et al., 2002), por lo cual se esperaria aumentar la retencion de nitrdgeno como
biomasa al disminuir el nivel de proteina del alimento formulado sin comprometer el estado
fisiolégico de los organismos ya que sus requerimientos nutricionales serian
complementados con el alimento dispuesto por los microorganismos que asimilan los
compuestos de nitrogeno residuales en el sistema. De conformidad con la hipotesis anterior
el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el estado fisiologico de los organismos en
un cultivo hiper-intensivo de Litopenaeus vannamei a diferentes niveles de proteina en la

dieta en presencia de microorganismos que asimilan los nutrientes residuales de nitrogeno.

2. ANTECEDENTES

Durante los afios 80’s el cultivo mundial de camardén fue realizado en sistemas
extensivos, es decir, con bajas densidades de cultivo y en presencia de productividad
primaria. Debido a la gran demanda de alimento y especificamente de productos atractivos
como el camaron, las tecnologias fueron maximizadas para proveer de mayores
producciones (Wasielesky et. al., 2006). Por ejemplo durante y después los 90’s, la
produccion de L. vanammei se elevo a 5000 kg/ha/afio en EU implementando tecnologias
que aumentaron los recambios de agua (Hopkins et al., 1995). En el 2003 Brasil reporta
una produccion de 6000 kg/ha/afio (Rocha et al., 2004).

Estos incrementos en la produccion de camardén por medio de la intensificacion del
sistema de cultivo, han conllevado al aumento del uso de alimento formulado debido que el
sistema intensificado disminuye la interaccion con poblaciones naturales como es el caso
en los sistemas extensivos, ya que una forma de suplir la falta de proteina es el uso de

alimentos procesados (Fast, 1992; Mishra et al., 2008; Tacon y Foster, 2003).



El uso de alimentos procesados y el aumento del nimero de organismos por unidad de
area, aumentd la demanda de oxigeno, la cual se sumé a los insumos para el cultivo de
camardn. Una vez cubierta la demanda de oxigeno por medio de aireacidn, el siguiente
factor limitante en el sistema de cultivo intensivo son los metabolitos toxicos, tales como,
el amonio disuelto el cual estd directamente relacionado con el nivel de proteina en el
alimento formulado (Hopkins et al., 1995; Gonzalez-Félix et al., 2007; Martinez-Cérdoba,
2008).

2.1 Requerimiento de proteina en la dieta

La proteina en la dieta es indispensable para el crecimiento de los camarones y es
una de las consideraciones mas importantes para la preparacion de alimentos, debido a su
alto costo. La proteina es utilizada para el crecimiento, reparacion de tejidos y es fuente de
aminoacidos. La proteina no es utilizada como fuente de energia, debido a que otras fuentes
tales como carbohidratos son mejor utilizados por el camardén y por lo tanto la proteina
adquiere mayor valor para el crecimiento, en vez de proporcionar energia. Adicionalmente
el contenido de proteina en el alimento contribuye a la calidad del agua debido a que el
nitrégeno es excretado por parte de los organismos en cultivo (Kureshy y Davis, 2002;

Shiau, 1998).

El requerimiento de proteina ha sido definido desde 1997 por Guillaume como la
cantidad minima o maxima de proteina que necesita un organismo por dia para mantener
sus funciones, siempre y cuando los demds nutrientes se encuentren disponibles en
cantidades adecuadas. Los requerimientos dependen de la especie, talla, estado fisiologico,
calidad y origen de la proteina, la relacion energia-proteina, temperatura, salinidad (Molina-

Poveda, 2008; Guillaume, 1997).

Entonces el requerimiento proteico cuantitativo depende de multiples factores, por
lo que su determinacion es variable, sin embargo, se ha evaluado el efecto del nivel de
proteina de alguna dieta en el crecimiento de los organismos en cultivo. Debido a que la
proteina es uno de los nutrientes limitantes econémicos, su uso eficiente ha direccionado a

las investigaciones para evaluar el nivel de proteina en la dieta por medio de tasas maximas



de crecimiento y conversion alimenticia de los organismos en cultivo (Kureshy y Davis,

2002).

Las investigaciones de peneidos en la década antepasada se enfocaron a la busqueda
del nivel 6ptimo de proteina al cual hay mayores crecimientos, pero los experimentos en su
mayoria se llevaron a cabo en condiciones controladas de laboratorio, especialmente en
agua clara, alejandose de las condiciones reales de cultivo (Bringas-Alvarado et al., 1999).
En la tabla I se muestran los requerimientos en el nivel de proteina en la dieta reportados
principalmente para L. vannamei, en la cual podemos observar que existe un amplio rango

de porcentajes de proteina (15-45%) necesaria para obtener mayores crecimientos.

Tabla I. Requerimiento de proteina cruda en la dieta (%) reportada por diversos

autores.
Afo % Especie Autor
1977 30% L.vannamei Colvin y Brand
1983 40-44 P. monodon Alavay Lim
1985 >36 P.vannamei Smith et al.
1988 25-35 P.vannamei Teichert-Coddington y Arrue
1991 30  P.vannamei Cousin et al.
1993 42  P.japonicus Koshio et al
1993 15 P.vannamei Aranyakananday Lawrence
2000 21-24 L.vannamei Velasco
2002 32 L.vannamei Kureshy y Davis
2004 40% L.vannamei Pascual et al.
2005 40% L.vannamei Lui et al.
2006 35 L.vannamei Wasielesky et al.
2008 34  L.vannamei Hu et al.
2010 35  F.paulensis Ballester et al
2010 43 L.vannamei Xia et al.
2010 41  L.vannamei Zhu et al.




Se ha apoyado la idea de que el crecimiento aumenta directamente proporcional al
nivel de proteina en la dieta hasta un determinado nivel donde existe un decremento en el
crecimiento, tal como fue observado por Kureshy y Davis (2002) quienes reportan
disminucién de crecimiento al alimentar con 48% de proteina. Xia y colaboradores (2010)
reportan un crecimiento directamente proporcional al nivel de proteina en la dieta de 31 al
43% pero a 47% observan un decremento en el crecimiento. Recientemente las
investigaciones no determinan diferencias significativas entre dietas con niveles entre 30%-
43%, sin embargo cuando se analiza la eficiencia proteica se observa mayor eficiencia a
bajos niveles de proteina en la dieta (Xia et al., 2010; Zhu et al., 2010; Gonzalez-Félix et al.,
2007).

Posteriormente al surgir el incremento de la produccion por unidad de area de
cultivos intensivos, las investigaciones se direccionaron para evaluar la capacidad de
crecimiento del camaron en altas densidades. Uno de los estudios que relaciona esto, con
diferentes niveles de proteina en la dieta, es el caso de las investigaciones de Xia y
colaboradores (2010), quienes observaron la necesidad de un alto porcentaje de proteina
(43%) para crecer en altas densidades en ausencia de la productividad natural. Pero también
observaron que altos porcentajes de proteina contribuyeron al aumento del estrés por parte

de los organismos cultivados por una mayor acumulacion de metabolitos nitrogenados.

A continuacidn se presentan las investigaciones enfocadas en diferentes dmbitos
pero relacionadas con el nivel de proteina en la dieta y el uso de nuevas tecnologias que

promueven el reciclamiento de nutrientes.

2.2 Retencion de nitrégeno como biomasa: Ecoeficiencia.

El nivel de proteina en la dieta ha sido directamente relacionado con la
concentracion de compuestos nitrégenos excretados al medio de cultivo por parte del
camaron, (Gonzalez-Félix et al., 2007, Wright, 1995; Yaemsooksawat el al., 2009;
Martinez-Cordoba, 2008) principalmente en forma de amoniaco (N-NHj), el cual

transformado a N-NH, “es el producto final del metabolismo de proteinas. Por otro lado se



ha reportado que en condiciones de altos niveles de N-NH; en el agua, se intensifica el
estrés por parte de los organismos cultivados (Xia et al., 2010; Yaemsooksawat el al.,

2009).

En este contexto Handy y Poxton (1993) hacen una revision bibliografica acerca de
la excrecion de compuestos nitrogenados proveniente de peces teledsteos marinos y
determinan que en promedio en condiciones de cultivo intensivo la ecoeficiencia del
nitrégeno total es de 26.5%, es decir del nitrégeno total que se les proporciona en la dieta
solo el 26.5% es convertido en biomasa y el resto es excretado principalmente por via
branquial, renal y fecal (>70%). Mientras que en el peor de los casos con ecoeficiencia
minima de 13% de nitrégeno, la excrecion de amonio es de 91%, lo cual causa un deterioro

significativo en la calidad de agua.

La retencion de nitrégeno o ecoeficiencia en la camaronicultura es similar a la
encontrada en peces teledsteos marinos. En el 2004 Burford y colaboradores reporta la
ecoeficiencia de un cultivo de Panaeus monodon de 24 y 33% del nitrogeno, siendo mayor
la ecoeficiencia con la presencia de sedimento, el cual promueve el crecimiento de
microorganismos. Para esta misma especie se ha reportado ecoeficiencia de 22 y 23% en
densidades de siembra de 35 a 25 camarones/m’ respectivamente, mientras que en
densidades mayores (50 camarones/m?) la ecoeficiencia incremento a 31% bajo las mismas
condiciones. Los autores mencionan que el fitoplancton es capaz de reciclar el 50% de
nitrogeno disponible en el medio de cultivo (Jackson et al., 2003 y Thakur y Lin, 2003 En
Gonzalez-Félix, 2007).

2.3 Ecoeficiencia y crecimiento en relacion con el porcentaje de proteina en la dieta

Existen diversos estudios que han apoyado la idea de que la ecoeficiencia disminuye
en dietas de alto contenido de proteina (Gonzalez-Félix et al., 2007; Hu et al., 2008 y
Alvarez et al., 2002) y se incrementa cuando existe la disposicion de alimento natural en el
estanque con dietas con bajo contenido proteico (Tacon et al., 2002; Gonzalez-Félix, et
al.2007; Alvarez et al., 2002 y Xia et al., 2010 y Yaemsooksawat el al., 2009; Xia et al.,
2010).



Tacon y colaboradores en el 2002 comparan el crecimiento y el rendimiento de
diferentes dietas en sistemas con cero recambio y en sistemas con constante flujo de agua,
observan un crecimiento 3 veces mayor en camarones cultivados en sistemas con cero

recambio, el cual promovia la generacion de una fuente natural de alimento.

En un cultivo cerrado de L. vannamei con baja salinidad se determiné que la mayor
biomasa y por lo tanto la mejor ecoeficiencia (42.9%) fue presentada por camarones
alimentados con 25% de proteina en comparacion con los organismos alimentados con
altos porcentajes de proteina (40%) los cuales presentaron una biomasa menor (31.5%) una
de las conclusiones de los autores es que los microorganismos tienen una contribucién

importante en la alimentacion de L. vannamei. (Gonzalez-Félix et al. 2007),

Yaemsooksawat y colaboradores (2009) concluyen que es factible disminuir el
porcentaje de proteina a 24-31% pero solo después de 50 dias de alimentarse con 36% de
proteina y observa que hay una mejor ecoeficiencia a bajos nivel de proteina en la dieta con
presencia de alimento natural. Determinan una mejor asimilacion de proteina y menor
concentracion de compuestos nitrogenados a bajo nivel de proteina cruda de la dieta

formulada en un cultivo intensivo (100 camarones/m?).

Otros autores también llegan a la conclusion que la productividad natural tiene un
gran beneficio para el desempefio de L. vannamei en cultivo y es mas notable en sistemas
con floculos microbianos, en los cuales hay una relacién positiva con el contenido de
proteina (Wasielesky et al., 2006). Estas investigaciones demuestran que la microbiota
natural en un sistema de cultivo intensivo tiene un papel importante contribuyendo a la
incorporacion del nitrogeno en biomasa del camardn, es decir, mejora su ecoeficiencia

(Gonzales-Félix et al., 2007).

2.4 Tecnologias alternativas

Durante los 90s el incremento en la produccion se enfrentd a diferentes barreras
para desarrollo, por ejemplo la intensificacion se basé en altas tasas de recambios de agua,
la cuales aumentaron el riesgo de transmision de enfermedades, asi como los costos del

bombeo. Altas densidades de cultivo también implican el incremento de aeracion el cual
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acelera la velocidad del agua y con esto aumenta la erosion del suelo del estanque. En el
2001 los productores de camardn en el oriente y occidente empezaron a reducir el recambio

de agua mediante el uso de diferentes tecnologias (Chamberlain, 2010).

a) Sistemas acuicolas de recirculacion (RAS)

Una de las alternativas que se han desarrollado, a partir del conocimiento de que
grandes recambios de agua que ya no es una opcidn aceptable para el control de la calidad
de agua, son los sistemas de recirculacion del agua a través de biofiltros, basados en el
bombeo del agua hacia un mddulo de tratamiento y el retorno de la misma hacia el cultivo.
Los biofiltros basicamente son superficies pobladas de bacterias y otros organismos que
metabolizan los metabolitos organicos en el agua. Los biofiltros mantienen condiciones
aerobias para facilitar el proceso de la comunidad microbiana. Este tipo de tecnologia es
efectiva para remover los residuos acumulados en los estanques pero incrementa los costos

de produccion entre 20% a 40% (Avnimelech, 2012).

b) Tecnologia de Bioflocs (BFT)

La tecnologia de bioflocs o fléculos bacterianos conjunta el tratamiento del agua y
el reciclamiento del alimento de sistemas intensivos. La tecnologia de BFT se basa en la
manipulacion de microorganismos mezclados y aireados en los estanques con sistemas de
cultivo de cero o bajo recambio de agua. Cuando existe una tasa de recambio de agua baja,
la materia organica en el sistema aumenta, la cual se convierte en el sustrato de
comunidades microbianas, las cuales obtienen su energia al metabolizar las moléculas
organicas, tales como el amonio (N-NH4). Por lo anterior, la intensificacion del cultivo, la
aeracion, la mezcla y el limitado recambio de agua ayudan a la dominancia de comunidades

microbianas en el estanque (Avnimelech, 2012).

La tecnologia de biofloc es una de las estrategias utilizadas para mantener altas
densidades de comunidades de organismos que son consumidas por el camarén en el
estanque y la inclusion de diferentes substratos en suspension como fuente de carbono
promueven la proliferacion de comunidades bacterianas y en consecuencia fitoplancton y

zooplancton (heterotroficas) (Porchas-Cornejo et al., 2011; Avnimelech y Kochba, 2009).
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Ademas del bajo recambio, es necesaria la acumulacion de sustratos organicos para
el mantenimiento de la dominancia por parte de la poblacion microbiana heterotréfica, los
cuales como ya se mencion6 sirven como sustratos para el crecimiento bacteriano, donde la
descomposicion de la materia organica conduce a la produccion de nuevo material celular
microbiano, la cual representa del 40-60% de la materia organica. Para llevar a cabo el
procesamiento de la materia organica es necesario cierta proporcion de carbono y nitrégeno
con el objetivo de obtener una manipulacion adecuada de la biomasa microbial, lo cual
permitiria controlar la calidad del agua principalmente a través de la conversion de las
especies potencialmente toxicas de desechos nitrogenados a proteina microbiana, la cual
forma parte del alimento de los organismos en cultivo (Avnimelech, 1999; Avimelech,

2006).

Por todo lo anterior las investigaciones acerca de la BFT han apoyado la idea de que
el aumento de la biota natural promovida por este tipo de tecnologias, es una fuente natural
de nitrégeno disponible y asimilado por los organismos cultivados. Lo anterior, contribuye
a optimizar el reciclaje de proteinas mediante la adicién de una fuente de carbono en forma
de melaza y trigo para el control de la relacion C:N (Bosma y Verdegem, 2011; Burford et
al.,2004; Emerenciano et al., 2012; Kuhn et al., 2008) y ademas al mantenimiento de la
calidad del agua (Ballester et al., 2010).

Burford y colaboradores en el 2004 determinan por medio de isotopos estables N'°
que 22 al 28% de nitrégeno derivado de la microbiota natural, principalmente del material
floculado, es convertido en biomasa del camaron después de 48 horas en presencia de
alimento formulado con 24% de proteina. Ademas, observan que el nivel de retencion esta

relacionado con la densidad del floculado.

Ballester y colaboradores (2010) mantienen una proporcién de C:N de 20:1 por
medio de la adicion de materia organica directamente en el estanque para estimular la
descomposicion bacteriana de los compuestos de desecho en un cultivo intensivo (40
camarones.m” ) de Farfantepenaeus paulensis, donde es determinada la contribucién de

estos floculos microbianos a la biomasa del camar6n a diferentes niveles de proteina (25,
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30, 35, 40 y 45 %), no encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, lo cual
lo atribuyen a la baja densidad de microorganismos como diatomeas y nemdatodos en
comparacion con otros trabajos. Aun asi, los autores determinan una mayor contribucion
(40%) de proteina microbiana derivada de los bioflocs que la reportada por Burford y

colaboradores (2004).

¢) Cultivo microbiotico

A diferencia de las investigaciones citadas en los parrafos anteriores, donde los
microorganismos fueron generados en el estanque por medio de la incorporacion de una
fuente de carbono, Kuhn y colaboradores (2008) cultivaron los fléculos bacterianos en
bioreactores a partir de solidos disueltos y recolectados de efluentes de un cultivo de tilapia
y posteriormente son incorporados al cultivo de camardon. A este tipo de tecnologia
recientemente se le ha identificado como cultivo microbiotico. Los autores concluyeron que
los cultivos microbidticos representaron una importante fuente de alimento y aportaron al
crecimiento especifico de L. vannamei, debido a un mayor reciclamiento de compuestos de

desecho del cultivo de tilapia.

En un trabajo reciente se observo que el crecimiento en otra especie de camarén (F.
brasiliensis) en un cultivo hiper-intensivo (1000 camarones/m®) con alimento
suplementario provenientes de sistemas de bioflocs no presentd diferencias significativas
entre los camarones alimentados exclusivamente con dietas formuladas. Los autores
resaltan la importancia del mantenimiento de comunidades microbianas benéficas para el
crecimiento debido a la gran variabilidad y la sucesion de comunidades en los estanques y
por lo tanto es necesario una herramienta de control para asegurar el aporte nutricional

demandado por los organismos en cultivo (Emerenciano et al., 2012).

El uso de nuevas tecnologias en los sistemas hiperintensivos conlleva diversos
escenarios ambientales en los cuales se cultivan los camarones, dando lugar a diferentes
factores que pueden provocar alguna respuesta de estrés por parte de los camarones. Los
factores estresores que se presentan en dichas tecnologias alternativas, como RAS y BFT

pueden ser clasificados en factores fisicos (tamafio de estanques, material del estanque,
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tamafio y densidad de particulas en suspension), fisicoquimicos (variaciones de
temperatura, salinidad, pH, O.D., fotoperiodo, NH3, NO,, entre otros) biologicos (excrecion
de compuestos nitrogenados, densidad de organismos, canibalismo, muda, entre otros) y
productivos (nivel de proteina en la dieta, tasa de recambio de agua, estrategias de
alimentacion, manejo de los camarones, entre otros). Por lo tanto, es de suma importancia
conocer la respuesta de estrés por parte de los camarones bajo diferentes factores estresores
debido a que estos podrian comprometer el crecimiento de los camarones asi como afectar
la calidad de cosecha (Xia et al., 2010; Yaemsooksawat et al., 2009; Gonzalez-Félix et al.,
2007; Mugnier et al., 2008; Tacon et al., 2002).

2.5. Concepto de estrés

Los organismos mantienen un equilibrio dindmico, llamado homeostasis, la cual es
afectada constantemente por diversos factores externos denominados factores de estrés o
factores estresores. El estrés se produce como respuesta del organismo a los factores
estresores, por medio de diversos cambios fisioldgicos y de comportamiento, con la

finalidad de restablecer la homeostasis del organismo (Chrousos, 2009).

Los factores estresores se pueden clasificar de acuerdo con el tiempo del efecto de
respuesta de los organismos. Los factores estresores agudos son eventos puntuales, por
ejemplo los factores que incluyen la manipulacion de los organismos (captura, transporte,
biometria). Los factores estresores cronicos son eventos de mayor tiempo de duracion, tales
como la disminucién en la concentracion de oxigeno, grandes variaciones de salinidad, pH,
temperatura, densidad de cultivo, son ejemplos de este tipo de factores. Los factores
estresores contribuyen al deterioro fisioldgico de los organismos en cultivo los cuales, son
mas susceptibles a infecciones y enfermedades y finalmente resultan en grandes

mortalidades (Giesy et al., 1981)

En particular, la excrecion de compuestos nitrogenados por parte del camaron y los
residuos de alimento en el sistema de cultivo deterioran la calidad del agua y lo cual
representa una situacion de estrés ambiental que pudiera debilitar la condicidon fisiologia de

los organismos (Limsuwan y Junratchakool, 2004)
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La respuesta primaria de estrés, por parte de los organismos, es de origen hormonal
que desencadena una respuesta secundaria que implican principalmente, la estimulacion de
la captacion de oxigeno, cambios en la quimica sanguinea debido a la movilizacion de
sustratos de energia, balance de electrolitos y la reasignacion de energia para afrontar las
condiciones adversas en lugar de utilizar ésta para el crecimiento y la reproduccion, debido
a que estos cambios fisiologicos tienen como fin la produccion de energia para mantener la

condicioén de homeostasis. (Chrousos, 2009; Hall y Ham, 1998).

Por lo anterior, diversos grupos de investigacion se han dedicado a la bisqueda de
indicadores del estado fisiologico, con el proposito de obtener herramientas de diagndstico
del cultivo. Por ejemplo, Rosas y colaboradores (2002) han trabajado con la concentracion
de metabolitos sanguineos (glucosa, colesterol, acilglicéridos, proteinas y lactato),
glucdgeno de la glandula digestiva, niveles de oxi hemocianina (OxyHc) y la presion
osmotica, bajo distintas condiciones de cultivo. Las investigaciones de Palacios y
colaboradores se enfocan en las relaciones bioquimicas con la fatiga reproductiva de
adultos L. vannamei, (Palacios et al., 1999). Asi mismo, se tiene caracterizada la respuesta
metabolica bajo diferentes factores estresores tales como, el manejo intensivo (Mercier et
al., 2006) hipoxia ambiental (Racotta et al., 2002; Mugnier et al., 2008), incremento de
ammonia (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000) y nitritos (Chen et al., 1990; Colt y
Armstrong, 1981) y salinidades y temperaturas extremas (Vargas-Albores et al., 1998).

Se han propuesto principalmente los niveles de glucosa (Hall y van Ham, 1998),
lactato, (Racotta y Palacios, 1998) y la capacidad osmoreguladora (Lignot et al.,1999;
Lignot et al., 2000) como indicadores de la condicion fisiologica de los organismos en

cultivo.

A pesar de la extensa informacidon acerca de la respuesta metabdlica de los
organismos hacia diversos factores estresores, la aplicacion a nivel granja no es directa,
debido a que la mayoria de los resultados estdn basados en condiciones de laboratorio o

controladas, mientras que los organismos en granja son cultivados en condiciones muy
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diferentes y por lo tanto no ha sido esclarecida la variaciéon normal de los pardmetros

fisiologicos en los camarones cultivados en granja (Rosas et al., 2002).

2.6 Carga energética adenilica (CEA)

Como ya se menciond, los organismos presentan cambios metabdlicos tales como la
movilizacion de sustratos energéticos debido a la exposicion a factores estresores, con la
finalidad de producir la energia necesaria para restablecer la condicion de homeostasis que
fue alterada. En este sentido un indicador de ésta respuesta, es el cambio del estado
energético celular de los organismos, como una respuesta del organismo bajo condiciones
adversas, considerando que la homeostasis energética es esencial para asegurar una buena
condicion fisiologica para garantizar un 6ptimo desarrollo productivo del cultivo (Pascual
et al., 2004, Lucas, 1996).

Desde 1968 se ha descrito a la CEA como una relacién que describe la regulacion de
la transferencia de energia por medio de sistemas enzimaticos catabdlicos y anabolicos. La
CEA es calculada por medio de la concentracion de Adenosin Trifosfato (ATP), difosfato
(ADP) y monofosfato (AMP), de acuerdo a la siguiente férmula:

ATP + 1/, ADP
ATP + ADP + AMP

Esta relacién presenta valores de 0 a 1, donde 1 indica una alta energia metabélica

disponible, la cual disminuye conforme el valor se acerca a 0. (Atkinson, 1968 En Giesy et
al., 1981).

Posteriormente en 1980 Ivanovici propone el uso de la CEA como un indice que
refleja la respuesta del estrés ambiental al cual son sometidos los organismos. Por lo
anterior, se han realizado diferentes experimentos donde diversos organismos son
sometidos a diferentes condiciones de cultivo en laboratorio o en condiciones naturales
(Marazza et al., 1996).

Por ejemplo Din y Brooks (1986) evaltian el uso de CEA como indice de la
respuesta de estrés del fitoplancton a las condiciones toxicas de su ambiente. Moal y

colaboradores (1989) evaltian la utilizacion de ATP del ostion Crassotrea gigas por medio
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de la CEA debido a la exposicion al aire. Marazza et al. (1996) estudiaron el efecto de los
niveles de amonio en la CEA y la sobrevivencia de un cultivo de camarén.

Otros componentes que definen la condicion energética han sido tomados en cuenta
debido a que la energia aportada por la hidrolisis aerdbica del ATP es sobrepasada por la
demanda de energia en situaciones de extremo ejercicio, por ejemplo, el movimiento rapido
de escape caracteristico de algunos crustaceos (‘“tail-flip”’). Bajo estas condiciones la
produccion de ATP es anaerobica y su origen son fosfatos de alta energia aportados por los
fosfagenos musculares, en crustaceos es el fosfato de arginina (ArgP). Por lo anterior el
ArgP actua principalmente como un buffer de ATP para que la demanda de energia sea

cubierta rapidamente (England y Baldwin, 1983; Ellington, 2001).

3. JUSTIFICACION

El crecimiento acelerado de la camarinicultura intensiva para atender a la gran
demanda de alimento conlleva grandes impactos en los ecosistemas donde se realizan este
tipo de practicas. Por ello, las investigaciones han redireccionado su enfoque para proponer
estrategias que optimicen la respuesta productiva de los organismos cultivados,
reflejdndose en producciones mayores, supervivencias altas, y crecimientos mas acelerados
y mejores tasas de conversion alimenticia, con especial cuidado de aminorar los efectos
ambientales mediante el manejo eficiente de los sistemas de cultivo implementados

(Martinez-Cordova, 2008; Bosma y Verdegem, 2011).

La bibliografia concuerda en que para alcanzar un manejo eficiente en los sistemas
de cultivo hiper e intensivos es necesario el desarrollo y mantenimiento de cadenas troficas
que ayuden al equilibrio de nutrientes, las cuales son Ilamadas comunidades de
microorganismos (Paez-Osuna, 200; Martinez-Cordova, 2008, 2002). Al maximizar las
comunidades de microorganismos en este tipo de cultivos se contribuye al reciclamiento de
compuestos nitrogenados excretados por los camarones, y por lo tanto es posible aumentar
la calidad del agua y disminuir la contaminacion de efluentes descargados en zonas costeras

y con esto evitar problemas ambientales como la eutrofizacion (Crab et al., 2007).
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Por otro lado, se ha demostrado que el aprovechamiento de las comunidades de
microorganismos en los sistemas de cultivo hiperintensivos e intensivos también permite
minimizar la necesidad de alimento formulado, debido a que el alimento natural puede
contribuir como alimento disponible para el camardén (Martinez-Cordova, 2002 y Crab et

al., 2007).

A pesar de la importancia de la implementacion de nuevas tecnologias como
sistemas amigables con el ambiente por medio de la utilizacion de comunidades de
microrganismos en estos sistemas, son escasos los estudios que relacionan el efecto de estas
tecnologias como bioflocs o cultivos microbioticos en bioreactores, con algunos
indicadores de la condicién fisiologica y nutricional de los camarones cultivados, que
apoyen la hipdtesis de que el alimento natural aporta suficientes nutrientes esenciales para
el optimo desempefio en cultivo y esto tiene lugar debido a la importancia de obtener
cosechas de buena calidad y asi conocer la factibilidad de la disminucion del nivel de
proteina en la dieta sin comprometer la condicion fisiologica y nutricional de los camarones

(Ballester et al., 2010 y Martinez-Cordova, 2002, 2008).

4. OBJETIVO GENERAL
Conocer los niveles de nutrientes residuales, la ecoeficiencia, el desempefio
productivo y la condicion fisiologica de Litopenaeus vannamei con diferentes niveles de

proteina en la dieta por el efecto de la micro biota en cultivos hiperintensivos.

4.1 Objetivos particulares

e Determinar la variacion de los niveles de nutrientes residuales y la ecoeficiencia que
generan los camarones cultivados con dietas con diferentes niveles de proteina y en
presencia de microorganismos que asimilan estos nutrientes

e Evaluar el desempefio productivo en relacion con el nivel de proteina en la dieta en
presencia de microorganismos que asimilan los nutrientes residuales de nitrégeno.

e Analizar la condicion fisiologica y nutricional de los camarones cultivados con
diferentes niveles de proteina en la dieta en presencia de microorganismos que

asimilan los nutrientes residuales de nitrégeno.
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5.HIPOTESIS
El aumento del nivel de proteina en la dieta aumenta la concentraciéon de los
nutrientes residuales de nitrogeno y fosforo en el medio. Entonces, en presencia de
microorganismos que asimilan los nutrientes residuales, la disminucion en el nivel de
proteina en la dieta mejorara la ecoeficiencia y no afectara el desempeio productivo y la

condicion fisioldgica de los organismos.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Cultivo hiperintensivo

6.1.1. Experimento 1 (CIBNOR)

En el laboratorio de nutriciéon experimental del CIBNOR se realiz6 un cultivo
hiperintensivo (300 organismos/m®) de L. vannamei con tres niveles de proteina en la dieta
(25, 30, y 35%) de dietas comerciales, en presencia y ausencia de microorganismos capaces
de asimilar el nitrogeno residual (microbiota) a lo largo de 69 dias. Con lo anterior, se
tuvieron 6 tratamientos con 6 réplicas cada uno, un total de 36 acuarios o unidades

experimentales.

Los acuarios de 60 L de capacidad fueron llenados con aproximadamente 50 L de
agua marina a un temperatura de 28+0.2 °C. En cada acuario se instalo un sistema de
recirculacion de agua, con el fin de mantener la suspension de materia orgédnica durante el
experimento. El sistema consistid en un tubo de PVC con tapones en los extremos,
colocado en el fondo y a lo largo del acuario. El tubo contaba con perforaciones para la
inyeccion del aire en el fondo del acuario para mantener la suspensiéon de la materia
orgdnica. Adicionalmente se coloco6 un pedazo de manguera multiporo cerca de la

superficie para lograr una mejor floculacion de la materia orgéanica.

Los acuarios con microbiota fueron “madurados” durante 11 dias antes, con un
inéculo inicial de 20 ml en cada acuario (20 ml 50L™), con inoculacion posterior de 2 ml

50L" cada tercer dia durante todo el experimento. Un dia antes de inocular los acuarios
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correspondientes con microbiota, ésta fue mezclada con melaza (1.2 ml) con el fin de

aumentar el nimero de células.

El cultivo microbiano o microbiota fue preparado cada tercer dia a partir de un
in6culo crecido abundantemente en biorreactor con acidos orgénicos, urea y melaza bajo

condiciones ambientales en la granja Acuacultura Mahr.

Los camarones fueron donados por la empresa Aquacultura Mahr y fueron
aclimatados a condiciones de laboratorio durante dos dias a una temperatura de 28+0.2 °C

en el laboratorio de nutricion experimental en tinas de 2000 L de capacidad.

El dia 18 de agosto del 2012 se sembraron al azar 15 organismos de 0.5 a 0.8 g en
cada acuario, los cuales fueron aclimatados a las unidades experimentales durante 7 dias
con seis alimentaciones (cada 4 horas) por 24 horas con alimento PURINA de 35% de
proteina. Posteriormente, se inicid el experimento (25 de agosto del 2012) con las dietas
comerciales de 25, 30 y 35% de proteina (Natural Force® VIMIFOS). La tasa de
alimentacion fue alrededor del 5% de su biomasa al dia. Se realizaron biometrias semanales

para ajustar la tasa de alimentacion de acuerdo al incremento de peso semanal.

Durante el cultivo se realizaron cuatro muestreos en los cuales se sacrificaron al menos
10 camarones por tratamiento. Debido a que la concentracion de amonio subiod
rapidamente, el primer muestreo se llevo a cabo el dia 9 de septiembre del 2012 cuando se
registraron altas concentraciones de amonio. El cuarto muestreo fue realizado en la cosecha
del cultivo (26 de octubre del 2012), con bajas concentraciones de amonio y con altas
concentraciones de nitritos y nitratos. Los organismos fueron guardados a -70 °C para los
analisis bioquimicos y de carga energética. Solamente en el Gltimo muestreo fue posible la

toma de hemolinfa, la cual se analiz6 el mismo dia.

En la tabla II se muestran los recambios de agua realizados en los acuarios con
microbiota y en general fueron de 0-10% con algunas excepciones cuando se alcanzaron
altos niveles de N-NO,. Mientras que en acuarios de agua clara los recambios fueron de

50% al 90% diarios. Se midieron los parametros fisicoquimicos (oxigeno disuelto,
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temperatura, salinidad y pH) en cada acuario dos veces al dia (mafiana y tarde). Cada tercer
dia se tomaron muestras de agua de cada acuario para el analisis de amonio, nitritos y

nitratos.

Tabla I1. Recambios realizados en acuarios con microbiota y agua clara.

Recambios diarios

Semana (dias) (%)

Microbiota Agua clara

1-5 (18-ago-12 a 22-sep-

0 50
12)
5 (23-sep-12 a 29 sep-12) 5 50
6 (30 sep-12 al 01-oct-
5 0
12)
6 (02-oct-12) 5 90
6-9 (03-oct-12 a 19-oct-
5 50
12)
10 (20-oct-12) 50 50
10 (21,22-0ct-12) 30 50
10 (23,24-0ct-12) 0 50
10 (25,26-0ct-12) 10 50

6.1.2. Experimento 2 (Seguimiento del cultivo hiperintensivo en Acuacultura Mabhr)
Por otro lado, se realizé6 un seguimiento del cultivo hiperintensivo en granja bajo
condiciones comerciales con los mismos niveles de proteina en la dieta y con presencia de

microbiota integrada por microorganismos capaces de asimilar el nitrogeno residual.

Siete estanques a cielo abierto de 2500 m” de fondo y 1-1.1 m de profundidad
fueron sembrados con densidad en promedio de 400-700 org m™. En los primeros tres
estanques se alimentd con 25% de proteina en la dieta, los siguientes dos con 30% y

ultimos dos con 35%. Los alimentos utilizados fueron Natural Force® VIMIFOS, mismo
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alimento que fueron utilizados en el experimento 1. Previo a este experimento se realizod
una maternidad en los siete estanques con la misma densidad y con el mismo alimento
balanceado (40% de proteina), una vez concluida la maternizacion, los estanques fueron
ajustados a las densidades de engorda descritas previamente. En el caso de los estanques 1,
2, 3 y 4 se llevo acabo paro total del cultivo entre la maternidad y la engorda, el cual dio fin
a la etapa de maternidad. Los estanques 5, 6 y 7 continuaron directamente con la etapa de
engorda, tal y como se observa en la tabla II, para ello se realizd un ajuste de la densidad

por estimacion de la poblacion residual de la etapa previa de maternidad.

En la etapa de engorda, la alimentacion fue ajustada diariamente con ayuda de
charolas de alimentacion y semanalmente por medio de biometrias con la finalidad de bajar
el porcentaje de alimentacion de 6% al 2% de la biomasa al final del cultivo. La

alimentacion se realiz6 cada 4 horas por 24 horas.

En cada estanque se contd con un sistema de microburbuja para asegurar la
aireacion, circulacion, floculacion, suspension de la materia orgdnica y mezcla con el agua
de cultivo. Los recambios de agua fueron de 3-5% cada tercer dia. Los estanques fueron
monitoreados durante las 24 horas por medio de la mediciéon de oxigeno disuelto,
temperatura y salinidad. La temperatura y el oxigeno disuelto se midieron cada dos horas y
la salinidad y pH cada dos dias. Todos los estanques fueron inoculados con microbiota
generada en bio-reactores con melaza (40-50 L/estanque) cada 4 dias, la cual como ya se

menciond fue preparada en la empresa cada tercer dia.

Tabla I11. Caracteristicas del cultivo hiperintensivo en granja en 7 estanques. *Color

verde en el estanque.

. . dias de cultivo
Nivel de proteina . .
Estanque Siembra  Cosecha Reseteo Observaciones

()
(%) Maternidad Engorda
1 25 25-jul 05-nov 46 54 SI Muestreado
2 25 25-jul 18-nov 53 60 SI No muestreado
3 25 29-jul 05-dic 51 75 SI No muestreado
4 30 03-ago 01-dic 46 62 SI Muestreado.
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5 30 07-ago 03-dic 66 NO Muestreado.

6* 35 13-ago 18-nov 49 NO Recambios 7% cada
I 35 13-ago 02-dic 61 NO tercer dia en 03-oct-
12 al 18-nov-12.

Para evaluar los parametros fisiologicos se realizdé un muestreo tnico el dia 01-nov-12,
en el cual se congelaron 30 camarones divididos en 3 grupos de 10 camarones en cada
estanque. Solamente los estanques 1, 4, 5 y 6 fueron muestreados (tabla III). EIl primer
grupo consistié en camarones que fueron congelados directamente en nitrogeno liquido, a
este grupo se le nombro como “grupo basal sin toma de hemolinfa”. Al segundo grupo de
camarones se les extrajo hemolinfa de la misma forma que los camarones cultivados en
laboratorio y fue nombrado como “grupo basal con toma de hemolinfa”. Los camarones
que conformaron el tercer grupo fueron colocados en una tina con agua del estanque pero

sin aeracion, durante 28 a 37 min, por lo que este grupo fue nombrado “grupo estrés”.

6.2. Determinacion de la concentracion de nutrientes residuales.
La concentracion de nutrientes residuales que generd el cultivo, tales como, N-NHj3,
N-NH4, N-NO,, N-NOs, P-POy4, fueron monitoreados a lo largo del desarrollo del cultivo en

presencia y ausencia de microorganismos que asimilan dichos nutrientes.

La metodologia fue establecida en el laboratorio de andlisis quimico del agua del
CIBNOR basada en técnicas colorimétricas, las cuales requieren la construccioén de curvas
de calibracion para cada tipo de nutriente, con el objetivo de estandarizar las
concentraciones y por ultimo medir la absorbancia en un espectrofotometro (Quikchen

8000 lacchat instruments).

Para las mediciones de concentracion de amonio, nitritos y fosfatos, las técnicas
utilizadas se realizaron con base en el método sugerido por la NOM-AA-26 pero con
adaptaciones a microplaca por el Laboratorio de Analisis quimico de aguas en el CIBNOR
(Hermandez-Lopez y Vargas-Albores, 2003). El lector de microplaca utilizado fue
Multiskan marca Labsystems Acent version 1.3.1 (No. Cat. 1507540).
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Amonio total (N-NH,)
En cada muestra por triplicado se procedio de conformidad con el siguiente método:

1) Medir 250 pl de la muestra filtrada y ponerla en un pozo de microplaca

2) Agregar 10 pl de la solucion fenol al 10%. Agitar

3) Agregar 10 pl de la solucion nitroprusiato de sodio al 0.5%. Agitar

4) Agregar 50 pul de la mezcla oxidante (Hipoclorito de sodio en solucion salina)
5) Incubar por 5 minutos

6) Leer absorbancia a 640 nm en lector de microplaca Multiskan.
Nitritos (N-NO2 )
En cada muestra por triplicado se procedioé de conformidad con el siguiente método:

1) Medir 250 pl de la muestra filtrada y ponerla en un pozo de microplaca

2) Agregar 10 ul de reactivo de sulfanilamida. Agitar

3) Agregar 10 pul de la solucion de clorhidrato de N-(1-naftil)-etilédiamina. Agitar
4) Incubar por 5 minutos

5) Leer absorbancia a 640 nm en lector de microplaca Multiskan.
Nitratos (N-NO;)
En cada muestra por triplicado se procedioé de conformidad con el siguiente método:

1) Colocar un volumen minimo de 7.5 ml por muestras para analizar por triplicado

2) Agregar 0.2 ml de solucion concentrada de Cloruro de Amonio por cada 10 ml de
muestra y estandar

3) Colocar las gradillas de muestras en el automuestreador aleatorio

4) Iniciar la corrida cuando la linea base es uniforme en espectrofotometro (Quikchen

8000 lacchat instruments).

Fosfatos (P-PO,)
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Esta determinacion fue basada en la técnica propuesta por Murphy y Riley (1962),

minaturizada por Herndndez-Lopez y Vargas-Albores (1993) en microplaca y adaptada en

el laboratorio de Analisis quimico de agua en el CIBNOR. En general se procedi6 de

conformidad con el siguiente método:

1))

2)
3)
4)

Colocar en la microplaca 30 pL de solucion reactiva de Heptamolibdato de amonio
(0.6%), acido sulfurico (12.74%), acido ascorbico (1.08%) y tartrato de sodio
(0.0163%)

Agregar 250 uL de muestras en la microplaca

Incubar 10 min a temperatura ambiente

Leer a 655 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.3. Determinacion total de sélidos suspendidos (TSS)

Esta determinacion solo se realizo para el experimento 1 (CIBNOR). La metodologia

para la determinacion de total solidos suspendidos fue basada en la norma mexicana NMX-

F-527-1992 y modificada en el laboratorio de andlisis quimico de agua del CIBNOR, la

cual se basa en la filtracion del material suspendido en una muestra de agua y su

evaporacion total. Se procedio de conformidad con el siguiente método:

1))

2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Poner a peso constante el filtro a utilizar. Se utilizé un horno a 105°C por dos horas
y el filtro se mantuvo en un desecador hasta su uso

Pesar el filtro y anotar el peso exacto. Devolver al desecador hasta su uso

Agitar la muestra

Tomar como minimo 50 ml de la muestra y anotar el volumen exacto.

Filtrar por medio de una bomba al vacio

Enjuagar las sales de la muestra con ayuda de agua des ionizada

Calentar el filtro con la muestra a 105 °C por dos horas (horno de secado Terlab
XMTG-9000)

Colocar el filtro con la muestra filtrada en un desecador por 30 minutos

Pesar el filtro con la muestras y anotar el peso exacto

10) Hacer los célculos correspondientes
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Soélidos suspendidos totales= Peso muestra filtrada (mg)/Volumen de filtrado (ml)

6.4. Medicion del volumen de sélidos (VS)

Se determind el volumen de los solidos en los acuarios (experimento 1) y estanques
(experimento 2) con el objetivo de conocer la cantidad de materia orgdnica en suspension
en asociacion con floculos. La medicion se realizé con ayuda de conos Imhoff, los cuales
fueron llenados con 1.0 L de agua del estanque o acuario y al término de una hora se

registro la cantidad de solidos que sedimentaron en el cono, como se observa en la
siguiente foto (Figura 1)
" ?ﬁi §i4

ok L \;__

!
——

s

Figura 1. Medicion del volumen de solidos (VS).

La medicion se realizé diariamente a partir del 17 de septiembre hasta el final del
cultivo (26-octubre) en el caso del cultivo en CIBNOR, mientras que en el cultivo en granja
se realiz6 a partir de 18 de octubre cada tercer dia hasta el principio de las cosechas (25 de

noviembre).

6.5. Determinacion del tamafio de particula

Este andlisis solo se realizé para en el experimento 1 (CIBNOR). Se tomaron una
muestra de agua (50 ml) de cada acuario con el tratamiento de microbiota, dos veces
durante el experimento. La primera muestra fue tomada el 20 de septiembre y la segunda el

12 de octubre del 2012. El tamano de particula fue analizado por medio de un
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autoanalizador de iones (lanchat instruments-quikchen FIA 8000 series) en el laboratorio de

edafologia en el CIBNOR.

6.6. Conteos celulares

Se realizaron conteos celulares de la microbiota que llegaba de la granja
Acuacultura Mahr. Para cada muestra se realizaron diluciones 1x10° y posteriormente se
vaciaba una alicuota de 10 pl de la solucion en un camara de Neubauer. Las células de
levaduras se contaron bajo microscopio y con la técnica de alta concentracion celular. La

concentracion celular se calculd por medio de la siguiente formula:
Cel/ml = Numero de células / volumen (ml)

6.7. Estado fisioldgico y nutricional durante los cultivos

Para conocer el estado fisioldgico y nutricional de los camarones cultivados tanto en
granja como en laboratorio bajo los respectivos tratamientos, se midieron las
concentraciones de hemocianina, proteinas totales, triglicéridos, glucosa y lactato en
hemolinfa; proteinas totales, lipidos totales, triglicéridos, glucdégeno y lactato en
hepatopancreas; proteinas totales, glucogeno, lactato, ATP y fosfato de arginina en

musculo.

Tal como se mencion6 en las secciones correspondientes de cada experimento, se
realizaron dos muestreos. En el caso del experimento 1 (CIBNOR) en cada muestreo se
sacrificaron un total de 60 camarones, considerando 10 camarones por 6 grupos, los cuales
pertenecieron a 2 tratamientos (agua clara o microbiota) y a 3 niveles de proteina (25 0 30 o
35% proteina). La composicion bioquimica en hepatopancreas y musculo y los niveles de
nucleodtidos y fosfato de arginina en musculo fue analizada en ambos muestreos. En el
primer muestreo, debido al pequefio tamafio de los organismos sélo se midieron dichos
niveles en organismos completos. Adicionalmente en el segundo muestreo se analizaron las

variables fisiologicas en hemolinfa.

En caso de experimento 2 en Acuacultura Mahr, se realiz6é un solo muestreo casi al

final de ciclo de produccion con un total de 120 camarones, considerando 10 camarones por
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12 grupos experimentales: 3 condiciones de estrés( basal sin toma de hemolinfa, basal con
toma de hemolinfa, estrés por confinamiento e hipoxia) y 4 estanques (ver Seccion 6.2). Se
analizaron las variables fisiologicas en hemolinfa (excepto grupo basal sin toma de
hemolinfa), la composicion bioquimica en hepatopancreas y musculo y los niveles de

nucledtidos y fosfato de arginina en musculo.

6.7.1 Medicion de variables fisiologicas en hemolinfa
Se siguid la metodologia establecida en el laboratorio de bioquimica fisiologica en el

CIBNOR.

A partir del seno hemolinfatico ventral se extrajeron aproximadamente 100 pl de
hemolinfa con ayuda de una jeringa de 1 ml con aguja removible, previamente impregnada
con oxalato de potasio al 5% (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000) como anticoagulante
disuelto en una solucion isoténica de crustaceos, llamada SIC (450 mM NaCl, 10 mM KClI,
pH a 7.3) (Vargas Albores et al., 1993). Se obtuvo el plasma a partir de la hemolinfa por
medio de centrifugacion a 800 g por 4 minutos a 4°C. El plasma obtenido se conservo en

tubos Eppendorf a -20°C, para su analisis posterior.

Todas las variables medidas en hemolinfa fueron analizadas con técnicas adaptadas
a microplaca y leidas en un espectrofotometro Bio-Rad para la cuantificar la absorbancia.
Cabe mencionar que se realizaron curvas de calibracion para calcular la concentracion de

las distintas variables a medir.

6.7.1.1 Hemocianina
Se realizd6 una dilucion 1:20 del plasma obtenido con agua des-ionizada y
posteriormente se midid la absorbancia a 335 nm. La concentracion de hemocianina se

calcul6 mediante la siguiente ecuacion:
Concentracion hemocianina = (absorbancia x factor de dilucion x 10) / E;o

Doénde:

28



E s, representa el coeficiente de extincion de una solucion de hemocianina al 1% y tiene
valor de 2.83 (Hagerman, 1986).
Factor de dilucion=20

La multiplicaciéon por un factor de 10 es para expresar la concentracion en mg ml™.

6.7.1.2 Proteinas totales

Esta medicion fue basada en el método de Bradford (1976) adaptado a microplaca
por Sigma-Aldrich (2006). En este método hay una reaccion de los grupos amino libres con
el azul de Comassie en presencia de acido fosforico y etanol produciendo un compuesto
colorido, cuya concentracion es proporcional a la concentracion de proteinas de la muestra.
Se realizo una curva de calibracion utilizando albumina sérica bovina (ABS, Sigma) con
concentraciones de 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 mg ml'l, utilizando agua des-
ionizada como diluyente y blanco. Con el objetivo de obtener una lectura dentro de la
curva de calibracioén, el plasma se diluyé (1:300) (Licona-Jain, 2012) y para cada muestra

se procedio de la siguiente manera:

1) Tomar 10 ul de la dilucién y colocar en un pozo de microplaca
2) Agregar 200 pul de reactivo de Bradford (Sigma) y agitar
3) Incubar 5 minutos

4) Leer a 595 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.7.1.3. Triglicéridos

Los triglicéridos en hemolinfa fueron determinados por medio de un kit comercial
(GPO-PAP, Randox, Crumlin, Reino Unido), en el cual la solucion reactiva que se utilizo
contiene lipasas que hidrolizaron a los triglicéridos, formando un producto colorido
(quinoneimina cuya intensidad es medida con la absorbancia. El blanco fue agua des-
ionizada y la curva de calibracion se realizd con concentraciones de 3.125, 6.25, 12.5, 25,

50, 100, 200 mg dI"". Se procedio de la siguiente manera:

1) Tomar 20 pul de plasma y colocarlo en un pozo de microplaca

2) Agregar 200 pul de la solucion reactiva del kit comercial
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3) Incubar por 20 min

4) Determinar absorbancia a 540 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.7.1.4. Glucosa
La determinacion de la concentracion de la glucosa fue por medio del método
enzimdtico con ayuda de un kit comercial (GOD-PAP, Boehringer Mannheim GMBH,

Biberach, Alemania) y fue de la siguiente manera:

1) Tomar 20ul del plasma y colocarlo en un pozo de microplaca.
2) Agregar 200 ul de solucion reactiva del kit comercial e incubar por 30 minutos

3) Determinar la absorbancia a 490 nm en lector de microplaca Multiskan.

Este método enzimatico consiste en la preparacion de una solucidon que reacciona
con fenol y 4-aminofenazona en presencia de peroxidasa y forma un cromoégeno rojo-
violeta, cuya absorbancia registrada por el lector de microplaca es proporcional a la

concentracion de la glucosa en la muestra.

En este caso se realiz6 la curva de calibracion a partir de una solucién estandar de
glucosa (100 mg dl'l) con concentraciones de 1.562, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 mg dl'l,

como blanco se utiliz6 agua des-ionizada.

6.7.1.5. Lactato

La determinacion de lactato se realizé con ayuda del kit comercial PAP (Randox,
Crumlin, Reino Unido) y al igual que en el caso anterior consiste en la preparacion de una
solucion reactiva, la cual realiza una oxidacion enzimatica del lactato a piruvato con la
formacion de peroxido de hidrogeno y éste es oxidado por una peroxidasa para formar un
cromégeno de color violeta, cuya absorbancia detectada por el lector de microplaca es

proporcional a la concentracion de lactato en la muestra.

La curva de calibracion a partir de la solucion estandar se realizd6 con
concentraciones de 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 mg dr! y el blanco con agua des

ionizada.
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El procedimiento a seguir fue:

1) Realizar diluciones del plasma en agua des ionizada en una proporcion 1:4, en
los casos que se necesito, cuando la densidad optica fue >2.

2) Tomar 20ul de la dilucién o plasma y colocarlo en un pozo de microplaca

3) Agregar 200ul de solucidn reactiva e incubar 10 minutos

4) Determinar la absorbancia a 540 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.7.2. Medicion variables fisiologicas en camarones completos o en hepatopancreas y
musculo

Primeramente los organismos de cada muestreo inmediatamente se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C. En el caso del primer muestreo del
experimento 1 (CIBNOR) los camarones completos fueron pulverizados con ayuda del
homogeneizador criogénico de balines (Restch-MM400) y con nitrégeno liquido, es decir
estos camarones no fueron disectados para la separacion del musculo y hepatopancreas,
debido a la dificultad para separarlos y al pequefio tamafio del hepatopancreas. Se registro
el peso del camaron completo. Los camarones del segundo muestreo del experimento 1 y
los del muestreo del experimento 2 (Acuacultura Marh) se disectaron sobre una placa fria
aproximadamente para separar 100-150 mg de hepatopancreas y musculo del primer

segmento abdominal y se registré el peso de cada tejido.

El siguiente procedimiento fue igual en todos los muestreos de ambos experimentos.
Los tejidos se liofilizaron por 24 horas en una liofilizadora Virtis SP-Industries modelo
bench top 3.5. Las muestras secas fueron pulverizadas en una homogeneizador de tejidos

Fast PREP-24 MO-Biomedicals modelo 6004-500.

Por ultimo, las muestras se hidrataron con 1 ml de una solucion isotoénica de
crustdceos (SIC) y nuevamente los extractos fueron homogenizados para los analisis

correspondientes.

Todas las variables medidas en los tejidos fueron analizadas con técnicas adaptadas

a microplaca y leidas en un espectrofotometro de microplacas Miltiskan Spectrum Thermo
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Scientific para cuantificar la absorbancia. Cabe mencionar que se realizd una curva de

calibracion para calcular la concentracion de las muestras.

6.7.2.1. Proteinas totales
En el caso de este analisis se utilizaran las lecturas de un espectrofotometro
(UNICO, UV-2100; Dayton, NJ, USA). Esta medicion se realizoé con base en el método de

Bradford (1976) de la siguiente manera para cada muestra:

1) Tomar 40ul del homogenizado de musculo o 25 pul de hepatopancreas y agregar
500ul u 800 pl en el caso del misculo de NaOH (0.1 N). Agitar

2) Digerir durante 2 horas.

3) Tomar 10 pl de la muestra digerida y agregar 1 ml de reactivo de Bradford.
Agitar

4) Incubar por 5 minutos

5) Determinar absorbancia a 595 nm en lector de microplaca Multiskan.

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando albumina sérica bovina (ABS, Sigma)
con concentraciones de 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, mg ml! y con un blanco con

agua des ionizada.

6.7.2.2 Lipidos totales

Basado en el método de sulfofosfovainillina de Barnes y Blackstock (1973) en el
cual los lipidos no saturados, en presencia de acido sulfurico y calor, forman iones que al
estar en contacto con la fosfovainillina dan una coloracién rosada cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de lipidos totales en la muestra. La curva de calibracion fue
elaborada con las siguientes concentraciones 0.188, 0.37, 0.75, 1.5, 3.01, 6.025, 12.05, 24.1
mg ml" a partir de un kit comercial (Lipid LIN-TROL, Sigma) asi como el blanco. La

técnica consistio en:

1) Tomar 25 pl del homogenizado y agregar 250 ul de H,SO4 concentrado. Agitar
2) Calentar a 90 °C en bafio maria por 10 minutos

3) Enfriar en bafio con hielo
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4) Colocar 5 ul en un pozo de microplaca (dilucion in situ)
5) Agregar 200 pl de vainillina
6) Incubar por 40 minutos a temperatura ambiente

7) Determinar absorbancia a 540 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.7.2.3 Triglicéridos
Se utilizé el mismo kit comercial (GOD-PAP, Randox) y la misma curva de

calibracion que para hemolinfa.

Se utilizaron 5 pl del homogenizado y se colocd en un pozo de microplaca (dilucién

in situ) y el resto del procedimiento fue similar que para hemolinfa

6.7.2.4 Glucdgeno y Lactato

Esta determinacion se realizé utilizando el mismo kit comercial PAP (Randox, Crumlin,
Reino Unido). El mismo procedimiento y la misma curva de calibracién para lactato. Y
para glucégeno se utiliz6 una curva de calibracion de 0.039, 0.078, 0.156, 0.312, 0.625,
1.25 y 2.5 mg ml" y como blanco se utilizé agua destilada. Se procedié de la siguiente

manera:

1) Tomar 100 pl de homogenizado y afiadir 100 ul de TCA al 20% a 4 °C

2) Centrifugar a 2100 g (3500 rpm) por 10 mina 5 °C

3) Recuperar 20ul de sobrenadante para el analisis de lactato y 25ul de sobrenadante
para el analisis de glucdgeno, colocarlos en un pozo de microplaca

Glucogeno

4) Agregar 250 pl de etanol a 4 °C y 10 pl de sulfato de sodio anhidrido al 20%

5) Centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C

6) Eliminar el sobrenadante y evaporar el etanol residual en un horno a 70 °C

7) Agregar a la muestra seca 25 ul de agua des ionizada y 250 pl de solucion antrona al

1% en H,SO4al 80%

8) Agitar la muestra

9) Colocar en baio caliente a 80 °C por 10 minutos

33



10) Enfriar en bafio con hielo por 5 minutos

11) Leer absorbancia a 630 nm en lector de microplaca Multiskan.

6.7.3. Medicion de Carga Energética Adenilica (CEA) en muasculo del camaroén o en el
camaron completo

Para determinar las concentraciones de ATP, ADP y AMP se procedi6 segun la
metodologia de Le Coz (1989) y Moal et al., 1989 con modificaciones realizadas en el
laboratorio de metabolismo de lipidos del CIBNOR. Primeramente, se disectd sobre una
placa fria el primer segmento abdominal al cual se les quitd el exoesqueleto y se
homogenizd o pulverizd con ayuda del homogeneizador criogénico de balines (Restch-

MM400) y con nitrogeno liquido para evitar el descongelamiento del musculo.

En el caso del primer muestreo del experimento 1 (CIBNOR) los camarones
completos fueron pulverizados, es decir sin disectar ni quitar el exoesqueleto, debido a la
dificultad para separar el hepatopancreas y al pequeno tamafio del mismo. Los camarones
del segundo muestreo del experimento 1 y los del muestreo del experimento 2 (Acuacultura

Marh) se procesaron de la manera anteriormente mencionada.

A partir del polvo obtenido, se tomaron 150 mg de tejido sobre una placa fria e
inmediatamente después se homogenizaron en 1.5 ml de acido tricloroacético (TCA; 0.5
M) a 4 °C. Posteriormente, sin que transcurriera mas de una hora, las muestras se
centrifugaron a 1800 g a 4°C por 10 minutos y se siguieron los siguientes pasos en cada

muestra:

1) Recuperar 0.5 ml de sobrenadante y agregar 1.3 ml de una mezcla recién preparada
de trioctilamina y diclorometano 1:5.

2) Mezclar con vortex por 30 s

3) Centrifugar a 800 g por 5 min a 4°C y verificar el pH a 6-7

4) Recuperar 200 pl totales de sobrenadante que se dividieron en alicuotas de 50 pl

5) Almacenar a-70 C
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La cuantificacion se realizé por medio de cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
de fase reversa. Se utiliz6 una columna Hyperclone ODS (C18) 3 um 150 x 4.6 mm
(PHENOMENEX No. Cat 00F-4356-EO), con una fase movil 0.15 M de NaH,P-PO4,
0.003 M de tetrabutilamonio, al 8% de metanol y ajustado a pH de 6 con NaOH 5 N, la
corrida de cada muestra tuvo una duracién de aproximadamente 20 minutos a un flujo de
0.8 ml.min"'. Se emplearon estandares de ATP, ADP, y AMP (Sigma) para la identificacion

de picos y el calculo de concentracion en las muestras.

6.7.4. Medicion de Fosfato de arginina (Arg-P) en musculo

Para la determinacion de Arg-P se utilizo el mismo extracto que en el caso de CEA.
El Arg-P fue cuantificado en cada muestra por HPLC de fase reversa pero con una
columna SphereClone NH,O 5 pm 250 x 4.6 mm (PHENOMENEX), utilizando una fase
movil 20 mM de KH,P-PO4 a pH 2.6, con acetonitrilo en una proporcion de 72:28
respectivamente, durante 15 min a un flujo de 1 ml.min™ (Viant et al., 2001). Se empled
estandar de Arg-P (Santa Cruz) para la identificacion del pico de Arg-P y el calculo de su

concentracion.

6.8. Desemperio en cultivo

A lo largo del cultivo en laboratorio y en granja, el crecimiento especifico semanal
(CES), el factor de conversion alimenticia (FCA), la eficiencia alimenticia (EA), la
eficiencia proteica (EP), la supervivencia (S), la tasa de crecimiento semanal (k) y la tasa de
desempeifio productivo (D), fueron determinados con el fin de conocer el desempefio de los

camarones en cultivo intensivo.
Dichos parametros fueron medidos de acuerdo a las siguientes formulas:
CES= 100 x [In (peso inicial en gramos) — In (peso final en gramos)]/ dias de muestreo
FCA= peso humedo ganado (g)/ alimento seco proporcionado (g)
Basado en Xia et al. (2010).

EA = peso huimedo ganado (g)/ proteina ingerida (g)
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EP = peso humedo ganado (g)/ proteina ingerida

S (%) = 100 x (nimero final de organismos/ nimero inicial de organismos)
Basado en Hu et al., 2008.

K= Incremento de peso semanal/ dias de cultivo

D= (S%/100)*k / FCA

6.9. Analisis quimico proximal

Para conocer las caracteristicas de los alimentos y la composicion de los organismos, se
realizd el andlisis proximal de los alimentos comerciales con diferente nivel de proteina al
igual de los organismos cultivados en CIBNOR y en la granja Acuacultura Mahr. Todas las
determinaciones fueron realizadas por el laboratorio de andlisis quimico proximal en el

CIBNOR.
8.1. Determinacién de humedad

Por medio del método de pérdida de peso se realiz6 la determinacion de la humedad de

los diferentes alimentos de la siguiente manera:

1) Poner a peso constante una capsula de porcelana y pesar en ella 2gr de muestra
2) Desecar en horno a 105 °C durante 4 hrs

3) Dejar enfriar en desecador durante 40 min

4) Pesar la muestra seca

5) Realizar célculos correspondientes

Peso capsula+muestra himeda — Peso capsula+muestra seca %100

% Humedad =

Peso muestra humeda

8.2. Determinacién de cenizas

La fraccion de cenizas representa el material mineral contenido en el material

biologico, el cual se elimina por medio de incineracion de la siguiente manera:

1) Poner a peso constante una capsula de porcelana
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2) Pesar 2g del material residual de la determinacion de humedad
3) Incinerar en mufla a 600 °C durante 5 hrs.
4) Colocar la capsula en la estufa a 100 °C y enfriar en desecador durante 40 min

5) Pesar y hacer los célculos correspondientes

peso capsula con cenizas—Peso capsula vacio

% Cenizas= x 100

Peso muestra

8.3. Determinacion de proteina cruda

Esta determinacion realizada por el método de combustion directa (DUMAS) por
medio del equipo Leco FP-528. El método DUMAS se basa en la determinacion del
nitrogeno total el cual es un estimado del contenido total de proteina, incluyendo
polipéptidos y aminoécidos. La determinacion de nitrogeno es a partir de la mezcla de la
muestra con 6xido de cobre en una atmdsfera de dioxido de carbono, donde los gases
emanados de la combustion se redujeron en cobre y el nitrogeno molecular, el cual fue

determinado volumétricamente.

El procesamiento consistio en la combustion de la muestra analizada en el equipo, de

la siguiente manera:

1) Pesar la muestra y colocarla en el horno de combustion

2) Presionar el boton start

3) Colectar los gases de la combustion

4) Los gases colectados son homogenizados y mezclados con oxidé de cobre para
reducir los NOx a N,

5) Medicion de la concentracion de Nj

6) Resultado transmitido a la red de datos

6.10. Analisis estadisticos

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) bifactorial con el propdsito de evaluar
el efecto de diferentes niveles de proteina (25, 30 y 35%) y la presencia y ausencia de
organismos capaces de asimilar compuestos residuales a lo largo del cultivo, asi como su

efecto combinado de los tratamientos.
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En el caso del cultivo en granja también se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) bifactorial para evaluar las diferencias debido al grupo (basal sin toma de

hemolinfa, basal con toma de hemolinfa y estrés) y/o por el numero de estanque.

En ambos casos se verific6 que los datos cumplieran con los postulados de

homogeneidad de varianza y normalidad.

7. RESULTADOS
7.1. Nutrientes residuales

7.1.1. Experimento 1: Cultivo hiperintensivo en condiciones de laboratorio (CIBNOR)

Nitrégeno Amoniacal Total (TAN= N-NHj + N-NHp3), nitritos (N-NO,) y nitratos (N-
NO3) en cultivo de CIBNOR.

La concentracion de TAN (N-NH4 + N-NH3) a lo largo del cultivo realizado en
CIBNOR se muestra en la figura 2, donde se observa que en los acuarios con microbiota la
concentracion empieza a subir a los cuatro dias de cultivo, hasta alcanzar un maximo de
concentracion a los 18 dias después de la siembra (5.8 TAN mg L™). El tratamiento con
microbiota presentd las mayores concentraciones de TAN, cuatro veces mayores que en el
cultivo en agua clara (AC), el cual presenté concentraciones por debajo de 1.48 mg L™
durante todo el cultivo. En ambos tratamientos los niveles de TAN estuvieron directamente
relacionados con el nivel de proteina en la dieta, siendo 35% de proteina el nivel que

presentd mayores concentraciones (Figura 2).

En acuarios con microbiota después de la semana tres la concentracion de TAN
disminuy6 rapidamente hasta niveles comparables a los acuarios de agua clara y se
mantuvo a bajas concentracion hasta el final del cultivo (Figura 2). En particular, en el
tratamiento con microbiota la concentracion de N-NHj; fue diferente significativamente
entre el porcentaje de proteina del alimento en las primeras tres semanas de cultivo (Figura

3), en las cuales la concentracion en el agua residual con 35% de proteina, fue la mayor
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concentracion (0.20 N-NH; mg L), seguido del tratamiento con 30% de proteina (0.17 N-
NH; mg L) y por ultimo con 25% de proteina en la dieta (0.14 N-NH; mg L™). Los niveles
de N-NHj en tratamiento de agua clara se mantuvieron por debajo de 0.1 N-NHsmg L' La
disminucion de N-NH4 y de N-NH;3 también coincidioé con el aumento de la concentracion

de nitritos (N-NQO,), tal y como se muestra la figura 4.
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Figura 2. Concentracion de TAN (N-NH4+ N-NH3) en el agua del tratamiento con
microbiota (M) y en agua clara (AC), ambos con tres niveles de proteina del cultivo en
CIBNOR.
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Figura 3. Concentracion de N-NH3; en el agua del tratamiento con microbiota (M) y en

agua clara (AC), ambos con tres niveles de proteina del cultivo en CIBNOR.

Nitrégeno de Nitritos y Nitratos (N-NO, y N-NO3) en cultivo de CIBNOR

Al igual que en la concentracion de N-NH4 y N-NH3, los niveles mas altos de N-NO, y
N-NO; se obtuvieron con 35% de proteina en la dieta. La concentracion de N-NO, y N-
NOs en acuarios con microbiota se diferenci6 del tratamiento con agua clara (AC) a partir
de los 20 dias de cultivo (semana tres) con un maximo de aproximadamente 11 N-NO,
mgL"' y 1.0 N-NO; mg L. La concentracion de N-NO, y N-NO; presentaron una
disminucién, por los recambios de agua (10%) que se realizaron después de la semana
cinco, posteriormente y entonces el contenido de N-NO;, y N-NOs; aument6 hasta alcanzar
un nuevo maximo de 33.2,31.7 y 25.4 N-NO, mg L y 5.5, 4.2 y 2.5 N-NO; mg L™, para
los niveles de 25, 30 y 35% de proteina en la dieta, respectivamente (figura 4 y 5). En
particular el pico de N-NOj con el nivel de 35% de proteina, se presentd dos dias después
del pico de N-NO,, mientras que los picos de N-NO;3 para 25% y 30% de proteina se

presentaron cuatro dias antes del maximo de N-NO, (figura 4y 5).
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Después de la semana nueve de cultivo se realizaron fuertes recambios (30%) en los
acuarios con microbiota debido a mortalidades registradas en la biometria correspondiente
a esa semana. La disminucion en las concentraciones de N-NO, y N-NOs por efecto de
dichos recambios se observd a partir de la semana 9. Al final del cultivo se registr6 un

nuevo aumento en el contenido de N-NO, y N-NOs (figura 4y 5).

El nitrégeno inorganico disuelto (NID) es la suma de nitrogeno que proviene del N-
NHj3, N-NO; y N-NOs. En la Figura 6 se muestra la acumulacion de NID a lo largo del
ciclo de cultivo, donde se observa que la mayor concentracion se presento entre la semana 8
y 9. Al igual que en el caso de los demads nutrientes el NID fue significativamente mayor en
el tratamiento con microbiota en comparacion con agua clara. Ademas el NID se encontrd
relacionado con el nivel de proteina, por lo que el maximo obtenido se presentd con 35% de

proteina (39.03).

En la figura 7 se muestra el comportamiento de P-POy4 a lo largo del cultivo. El P-POy4
aumenta progresivamente en las primeras tres semanas de cultivo, mientras en las
siguientes semanas varia entre 0.3 a 0.85 mg L™ Por tltimo a partir de la semana siete se
observé un aumento que triplico la concentracion de P-PO, y posteriormente a la siguiente
semana se reportd una disminucion por debajo de niveles no detectables con la metodologia
aplicada. Al final de cultivo la concentracion de P-PO4 disminuyd de nuevo posterior al

recambio de agua del sistema de cultivo.
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Figura 4. Concentracion de N-NO; en el agua del tratamiento con microbiota (M) y

en agua clara (AC), ambos con tres niveles de proteina.
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agua clara (AC), ambos con tres niveles de proteina.
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Figura 7. Concentracion de P-PO4 en el agua del tratamiento con microbiota (M) y en

agua clara (AC), ambos con tres niveles de proteina.
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7.1.2. Experimento 2: Cultivo hiperintensivo bajo condiciones de granja (Acuacultura
Marh)

Nitrégeno Amoniacal Total (TAN= N-NH, + N-NH3), nitritos (N-NO,) y nitratos (N-
NO3) em cultivos de Acuacultura Marh

La concentracion de los nutrientes residuales en el sistema de cultivo intensivo a los
largo de los 7 estanques se muestra en las figuras 9, 10 y 11, en las cuales se registré la
concentracion de TAN (N-NH4 + N-NH3) de la maternidad (25 julio al 19 septiembre
2012). Es importante recordar que en los estanques 1, 2, 3 y 4 se realizoé paro total del
cultivo entre la etapa de maternidad y la etapa de engorda, en el cual los estanques fueron
lavados y después se resembro y se empezo el ciclo de engorda, esto se indica con una letra
R en las figuras correspondientes. Diferentes observaciones del cultivo de engorda se

muestran en la figura 8.

Se le ha dado preferencia en los recambios
con la charduera a los estanaues 3 v 4

Recambios fuertes con la charquera a los estanques 5, 6y 7
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Figura 8. Observaciones generales en el cultivo en granja del experimento 2

(Acuacultura Mahr).

Por lo anterior en el estanque 1 (25% de proteina), se observd que la concentracion
de TAN alcanzé a un maximo de 24.8 mg L' en la maternidad (29 de agosto).
Posteriormente no se realizaron mediciones durante la interrupcion del cultivo hasta el 13
de septiembre. Después de que el estanque fue resembrado, la concentracion de TAN
empezd a subir y alcanzé un méaximo de 144 mg L' a los 18 dias de cultivo y
posteriormente la concentracion disminuy6 hasta valores comparables a los del principio

del cultivo. Esta disminucion de TAN en la engorda, correspondié al aumento de N-NO, y
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N-NOj; a partir del 07 de octubre y 09 de octubre, respectivamente; que alcanzaron un

maximo de 13.8 N-NO, mg L' y 3.9 N-NOsmg L™ (Figura 9).

Los nutrientes residuales del estanque 2 se comportaron casi de la misma manera
que en el estanque 1 con un maximo en la maternidad de 23.7 N-NH4 + N-NH; mg L. En
el caso del estanque 2 se logro observar una disminucion de la concentracion de TAN en la
maternidad, debido a que el paro del cultivo fue hasta el 13 de septiembre, 14 dias después
del paro en el estanque 1. Esta diminucion también correspondi6 al aumento de N-NO; y
N-NOs, los cuales alcanzaron niveles maximos de 19.5 y 6.7 mg L™, respectivamente. El
ciclo de cultivo de engorda empez6 con concentraciones de TAN ligeramente mayores a lo
esperado (4.9 mg L), tal vez debido a la falta de secado total de dicho estanque entre las
etapas de maternidad y engorda, aunque la concentracion de TAN disminuy6 en seis dias y
se mantuvo en niveles relativamente bajos durante todo el cultivo. La concentraciéon de N-
NO; y N-NO, en el ciclo de engorda se mantuvieron por debajo de los 8.54 mg L™ y 2.6
mg L', respectivamente; pero en el caso de N-NO, se observo un aumento (13.7 N-NO,

mg L) 10 dias antes de la cosecha (Figura 9).

El estanque 3 al igual que el estanque 2 se observo un aumento y diminucioén de
TAN en la maternidad, correspondiente al aumento de N-NO, y N-NOs;, con niveles
méximos de 28.4 y 10.2 mg L™, respectivamente. Durante la etapa de engorda, también se
observo un patron similar al estanque 2 a excepcion de un incremento de TAN (14.7 mg L
" hacia finales del ciclo de cultivo, el cual fue acompafiado de la disminucién de N-NO, y
N-NOs. La concentracion de N-NO, y N-NO; no superé los 11.1 y 3.1 mg L7,

respectivamente, en el ciclo de engorda (Figura 9).

Igualmente en el estanque 4 se realiz6 un paro del cultivo del 19 de septiembre al 1
de octubre, correspondiente al cambio de la etapa de maternidad a la etapa de engorda, por
lo que las concentraciones iniciales de TAN en el ciclo de engorda disminuyeron (2.3 mg
L") en comparacién con la concentracién maxima presentada en la maternidad (26.9 mg L~
1. La concentracion de estos nutrientes rapidamente empezo a subir y alcanzé un maximo

menor que en la maternidad de 12.7 N-NH4 + N-NH; mg L' a 10 dias del cultivo de
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engorda. Posteriormente se registraron una serie de variaciones tal vez debido a los fuertes
recambios realizados (Figura 8) y por lo tanto el aumento de N-NO, se ve retrasado en el
ciclo de engorda y posteriormente se presentd un maximo 11.5 mg L hasta el final del
cultivo, el cual fue menor que el alcanzado en la maternidad (23.5 N-NO, mg L™). No se
logré observar un aumento en la concentracion de N-NOs en el ciclo de engorda, mientras
que en la maternidad el maximo alcanzado fue de 8.6 N-NO; mg L™, correspondiente al

aumento de N-NO; y disminucion de TAN (Figura 10).
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En los estanques 5, 6 y 7 no se realizdo lavado de estaques entre la etapa de
maternidad y la etapa de engorda (Tabla III), por lo que solo se tratd6 de controlar la
concentracion de nutrientes residuales por medio de altos recambios de agua. Por ejemplo,
en el caso del estanque 5 se observd que dichos recambios (Figura 10) disminuyeron la
concentracién de TAN de niveles 28.6 mg L™ hasta 1.3 mg L. En 12 dias después la
concentraciéon el TAN alcanzé un nuevo maximo de 17 mg L', seguido de una disminucion
(0.2-10.3 N-NH4 + N-NH; mg L") y con un ligero aumento hacia el final del cultivo. Sin
embargo, la disminucion de TAN a partir del 11 de septiembre correspondié a valores
mayores de 21.9 N-NO, mg L™, los cuales disminuyeron a niveles de 2.1 N-NO, mg L™ en
los dias de cosecha. Después del 27 de septiembre la concentracion de N-NO; oscild entre
0.01 a 7.4 mg L™, pero al final del cultivo se registrd un aumento notable que llego a 28.4

N-NO; mg L™ (Figura 10).

En los estanques 6 y 7 se presentd un pico maximo de concentracion de N-NH; +
N-NH; alrededor de 24.4 y 27.8 mg L', respectivamente el cual disminuyd en los
siguientes dias hasta 31 de octubre en ambos estanques, posteriormente los niveles
aumentaron nuevamente hasta 29.9 y 25.6 N-NH4 y N-NH3 mg L', respectivamente, en los
dias previos a la cosecha. Los aumentos en la concentracion de N-NO, y N-NO;
correspondieron a la disminuciéon de TAN, siendo mas notable para el caso de N-NO,,

donde se alcanzaron niveles superiores a los 30 mg L (Figura 11).

La concentracion de P-PO4 en todos estanques registr6 una tendencia ascendente.
En los estanques donde se realizé un paro total del cultivo (1, 2, 3 y 4; Tabla III) entre las
etapas de maternidad y engorda, se observo que la concentracion de P-PO4 fue menor al
inicio del cultivo de engorda, la cual aumentd pocos dias después. En el caso de los
estanques donde se present6 un cultivo continuo, se observa la diminucién de P-PO4 debido
a los altos recambios realizados y posteriormente la concentracion de P-PO4 aumento
nuevamente. En los estanques 1 y 6 se observa una disminucién en la concentracion de P-

PO4 al final del cultivo (Figura 9, 10y 11).
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Figura 11. Concentracion de nutrientes residuales de nitrdgeno y fésforo en estanques 6 y 7 (35% de
proteina). Donde la flecha indica el reseteo del estanque entre la etapa de maternidad y engorda; *fecha

de muestreo --- niveles toxicos.
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En la figura 12 se muestra el comportamiento del Nitrégeno Inorganico disuelto
(NID=N-NH4 +N-NH3 +N-NO;, +N-NOs3) en los siete estanques, donde se observo que el
maximo obtenido se presento en el estanque 4 donde se aliment6 con 30% de proteina (45.4
mg L™). En el final de cultivo se registré que la concentracién de NID varié entre 16-22
mg L. En el caso del estanque 6 la concentracion de NID fue menor a 1 mg L™ en la
cosecha. De manera general el NID disminuy6 significativamente entre las etapas de
maternidad y engorda en el caso de los estanques que se secaron entre ambas etapas
(estanques 1, 2, 3 y 4), mientras que permanecieron elevados en los estanques 5, 6 'y 7

donde no se realizé un secado entre ambas etapas.
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Figura 12. Concentracion del total de Nitrégeno Inorganico Disuelto (NID=N-NHs+ N-NH4

+N-NO,+N-NO:s) en los estanques a lo largo del ciclo de cultivo.
7.2. Parametros productivos

Experimento 1: Parametros productivos del cultivo intensivo en acuarios en los
laboratorios del CIBNOR

En las primeras cuatro semanas de cultivo no se realizaron recambios en los
acuarios con microbiota, a partir de la mitad de la semana 5 hasta el final del experimento
se realizaron recambios mayores del 5%; en la semana 9 de cultivo se reportaron altas
mortalidades por lo que se realizd un recambio inicial del 50% y dias posteriores del 30-
10%. En los acuarios de agua clara el recambio de agua fue mayor (50-90%) y diariamente

(Tabla II).
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El sistema de recirculacion de agua mantuvo la materia orgdnica constantemente en
suspension, pero se observo la formacion de una pelicula de materia orgéanica en la marca
del nivel del agua, por lo que constantemente se mezcld con el agua del acuario para tratar

que la materia organica estuviera al alcance de los camarones.

La densidad de siembra fue de 300 org/ m’, es decir 15 organismos por acuario de
50 L, con un peso promedio inicial de 0.64g, sin diferencias significativas entre

tratamientos y cumplieron los postulados de homogenidad de varianzas y normalidad.

La alimentacion se realizo cada 4 horas por 24 horas, es decir, 6 raciones al dia. La
alimentacion inicial fue con 6.25% de la biomasa y al final del experimento fue 4% de la

biomasa registrada. Se realizaron biometrias cada semana siendo en total 10 biometrias.

A lo largo de 69 dias los cultivos presentaron las siguientes condiciones
fisicoquimicas promedio: temperatura de 28 +0.3 °C (figura 13), la salinidad de 38
+0.2%-, el oxigeno disuelto en el agua marina fue de 4.5 + 0.4 O,mg L y el pH en
tratamientos con agua clara fue de 8, mientras que acuarios con microbiota varié de 8 a 7 al

final del experimento.

En la Tabla IV se muestran las caracteristicas finales del cultivo por tratamiento asi
como la diferencias significativas encontradas, cabe mencionar que es importante analizar
el desempeno del cultivo a lo largo de los 69 dias debido a que las caracteristicas del agua
en los tratamientos con microbiota fueron cambiando significativamente conforme al
tiempo en comparacion con los acuarios con agua clara, en los cuales al tener un mayor

recambio diario, las caracteristicas del agua fueron reguladas.
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Figura 13. Variaciones de temperatura en cultivo en CIBNOR (experimento 1).

El incremento de peso a partir de la semana 2 fue significativamente diferente entre los
tratamientos, siendo los tratamientos con microbiota los que presentaron mayores pesos y el
tratamiento con microbiota y 30% de proteina fue el mejor de todos y diferente
significativamente con los tratamientos de agua clara. Dicha tendencia se mantuvo hasta la
semana 4 de cultivo. En la semana 5 también se observaron diferencias significativas en el
crecimiento entre los niveles de proteina de 25% y 35%, donde el mejor crecimiento se
registrd con el nivel de proteina de 35% en agua clara y 30% en agua con microbiota. En la
siguiente semana se sumaron las diferencias por la combinaciéon de la presencia de
microbiota y el nivel de proteina, siendo aun el tratamiento con microbiota con 30% de

proteina el que present6 el mayor peso ganado (Figura 14).
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Figura 14. Incremento de peso en tratamiento con microbiota (M) y en agua clara
(AC), ambos con tres niveles de proteina.

El peso final promedio en organismos bajo el tratamiento con microbiota fue de
3.98 g, mientras que el tratamiento en agua clara alcanzo en promedio 3.08 g. A partir de la
segunda semana de cultivo el aumento de biomasa en los tratamientos con microbiota (10.3
2.50L™") fue significativamente mayor que el tratamiento con agua clara (8.0 g.50L™"). El
incremento de biomasa en acuarios con agua clara se relaciond con el nivel de proteina en
la dieta, es decir, con alimentos de 35% de proteina se obtuvieron los mayores incrementos
y con 25% los menores. Mientras que en tratamientos con microbiota, el incremento mayor
en peso final se presentd en organismos alimentados con 30% de proteina, el cual se

apreci6 a partir de la semana 4 de cultivo (Figura 14).

Sin embargo, debido a las altas mortalidades en los tratamientos con microbiota a partir
de la semana 9, se observd una diminucion de la biomasa por acuario incluso hasta niveles
por debajo del tratamiento en agua clara en el final del cultivo. Dicha disminucion se
relacioné con el nivel de proteina, es decir, el tratamiento microbiotac con 35% de proteina
presentd menores supervivencias que el tratamiento microbiota con 25% y por lo tanto

una disminucién en la biomasa (Figura 15).
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La biomasa promedio final en acuarios con microbiota fue de 32.5 g.acuario™ mientras
que en acuarios con agua clara fue de 48.6 g.acuario’, como ya se menciond esto fue
debido a que existieron grandes mortalidades en acuarios con microbiota en el periodo de
maxima acumulacion de N-NO, a partir de la semana 9, los cuales obtuvieron un promedio

61% de supervivencia y en el caso de acuarios de agua clara fue de 89% (Figura 16).
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Figura 15. Incremento de biomasa en tratamiento con microbiota (M) y en agua clara

(P), ambos con tres niveles de proteina.
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Figura 16. Supervivencia en tratamiento con microbiota (M) y en agua clara (P),

ambos con tres niveles de proteina.
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En la segunda semana el factor de conversion alimenticia (FCA) fue significativamente
diferente entre los tratamientos con agua clara (1.5) y microbiota, siendo esta Gltima donde
se obtuvieron los menores valores de FCA (1.2). Las diferencias en FCA con respecto al
nivel de proteina se observaron a partir de la semana 5 a la 7 de cultivo donde el
tratamiento con 35% de proteina en agua clara se obtuvieron los FCA mas bajos, mientras
que en tratamientos con microbiota se presentaron con el 30% de proteina. En las ultimas
tres semanas de cultivo (8, 9 y 10) no se observaron diferencias entre ninguno de los

tratamientos con respecto al FCA (Tabla IV).

Para conocer la tasa de desempefio productivo de los organismos bajo cada uno de
los tratamientos se relaciono la supervivencia, la tasa de incremento semanal (k) y el FCA,

donde los valores cercanos a 1 representan un 6ptimo desempefio.

En general, a partir de la semana 2 los organismos bajo tratamiento con microbiota
presentaron un mayor desempefio en comparacion con los organismos cultivados en agua
clara. En la siguiente semana el desempefio fue diferente significativamente con respecto al
nivel de proteina. En los tratamientos con agua clara el desempefio fue dependiente al nivel
de proteina, pero en los acuarios con microbiota el mejor desempefio se observéd a 30% de
proteina, esto se mantuvo hasta la semana 8. Posteriormente no existieron diferencias
significativas, sin embargo, en la Ultima semana de cultivo aparecen de nuevo las
diferencias entre los tratamientos con microbiota y agua clara, esta vez se present6 el menor

desempefio en microbiota en comparacion con el tratamiento de agua clara (Figura 17).
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Figura 17. Desempefio en tratamiento con microbiota (M) y en agua clara (P), ambos con tres niveles

de proteina.

Tabla V. Parametros del cultivo hiper-intensivo en acuarios experimentales de 50L
en CIBNOR con error estdndar (z). Se presentan las diferencias significativas
(P<0.05) debido al tratamiento microbiota / agua clara (M/AC), al porcentaje de

proteina (%P) y la interaccion entre los factores (MxP).

AC25% AC30% AC35% M25% M30% M35% M/AC %P  MxP

Incremento

3.4+£0.2 3.5+0.2 4.240.3 3.8+0.1 4.7£0.1 3.4+0.1 NS <0.05 <0.001
de peso (g/69 dias)
Peso final (g) 4.0+0.2 4.2+0.2 4.8+0.3 4.4£0.1 5.340.1 4.0+0.1 NS <0.05 <0.001
Biomasa (g.SOL'l) 45.6+5.6 47.0£2.7 56.4+8.5 40.5£7.2 45.3+2.1 24.1+6.5 <0.05 NS <0.05
Supervivencia (%) 88.8+0.6 88.8+0.4  88.8+0.8  71.1+1.2  64.4+02  47.0+1.1 <0.001 NS NS
K (g.semana'l) 0.35+0.02 0.36+0.02  0.43+0.03 0.38+£0.01 0.48+0.01 0.35+0.01 NS <0.05 <0.001
FCA 2.9+0.3 2.8+0.1 2.5+0.3 3.4+0.5 3.0+0.1 6.1+1.5 NS NS NS
Desempefio 0.11+0.02 0.11+0.01  0.16+£0.04 0.09£0.03 0.10+0.01  0.03+£0.02  <0.05 NS NS

Experimento 2: Parametros productivos del cultivo hiper-intensivo en Acuacultura Mahr

El seguimiento de los cultivos hiper-intensivos en la granja fue durante el ciclo de
engorda del 2 de Septiembre al 3 de Diciembre de 2012. El protocolo de cultivo se disefio
con una etapa de maternidad antes del ciclo de engorda, la cual se llevd a cabo en los
mismos estanques. En los estanques 1, 2 y 3 se realizé un paro total del cultivo para lavar el

estanque, mientras que los estanques 5, 6 y 7 el ciclo fue seguido y solo se realizaron
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grandes recambios de agua del 13 de octubre a 11 de noviembre del 2012 con la intencién
de controlar el impacto de la concentracion de nutrientes residuales, principalmente el
contenido de N-NH4 y N-NHj3 en el agua. Los cultivos hiper-intensivos de la granja en los
7 estanques presentaron diferentes caracteristicas y eventos. Por ejemplo, los dias de
cultivo en cada estanque fueron variables como se muestran en la Tabla III, en promedio

fue de 62 dias.

La variacion de los parametros fisicoquimicos en los 7 estanques se muestra en la
Tabla V. En general la temperatura varid entre 22 a 35 °C. Los valores mas bajos de
oxigeno disuelto se presentaron en el estanque 4 y 5, en los cuales se observd la mayor
proliferaciéon de microalgas, por lo cual el agua de los estanques se tornd de color verde
intenso (Tabla III). Por otro lado el estanque 6 presentd una baja repentina de oxigeno
debido a problemas técnicos en la granja, los cuales fueron corregidos lo mas pronto
posible, pero esto ocasiono mortalidades en este estanque. Cabe mencionar que los dias del
15 al 17 de octubre se presentaron fuertes lluvias debido al huracan "Paul”, por lo que la
salinidad fue menor en estos dias. En general el pH vario entre 6.7 a 7.6, el valor mas bajo

de pH fue de 6.6 en el estanque 4, mientras que el valor mas alto fue de 7.6, en 1 (Tabla V).

Debido a la falta de coordinacion en la toma de muestras para las biometrias
semanales, no fue posible realizar estadisticos, por lo que la siguiente informacion se basa

en diferencias cuantitativas no validadas estadisticamente.

En la Tabla VI se muestran las caracteristicas finales del cultivo en los 7 estanques,
cabe mencionar que es importante analizar el desempefio del cultivo a lo largo de los dias
debido a que las caracteristicas del agua fueron cambiando significativamente conforme al

tiempo en comparacion.

En general la densidad inicial fue de 480-730 org/m’ mientras que al final del
cultivo la densidad vari6 de 202- 520 org/m’ con una densidad de cosecha promedio de 381

org/m’ (Figura 18).
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El mayor incremento de peso en promedio fue estimado en el estanque 6 (9.7 g.49
dias™) y 7 (10.2 g.66 dias™) los cuales fueron alimentados con 35% de proteina, pero
también fueron los estanques que presentaron menor biomasa debido a bajas supervivencias
(Figura 19). En promedio los mayores incrementos los presentaron los organismos
alimentados con 35% de proteina y los mas bajos incrementos fueron con proteina 25%. De
igual manera las mayores tasas de crecimiento semanal (k) se presentaron en el estanque 6

y 7 que corresponden al nivel mas alto de proteina aplicado, 35% (Tabla VI).

Tabla V. Parametros fisicoquimicos promedio en el cultivo intensivo de Acuacultura

Marh.
Estanque 1 2 3 4 5 6 7

Nivel de proteina 25% 25% 25% 30% 30% 35% 35%

Min 25.8 21.9 22.5 22.0 21.9 21.4 22.1

Temperatura (°C) Max 29.7 33.9 34.0 35.0 339 334 34.1
Promedio£SD | 29.7£1.9 28.94+2.6 28.0+2.6 27.6£2.7 27.9+2.7 28.6+2.6 28.0+2.9

Min 2.2 2.0 1.6 0.9 1.3 1.8 1.7

Oxigeno (mg L™ Max 7.5 7.7 7.7 8.1 7.4 6.8 6.7
Promedio£SD | 4.3%+1.0 4.0+1.1 4.0+1.1 3.6x1.1 3.7+0.9 3.5+0.8 4.2+0.9

Min 35 34 35 34 35 33 36

Salinidad (°/00) Max 37 39 41 40 41 40 42
Promedio£SD | 37+1.2 37+1.8 37+1.5 37+1.3 38+1.3 38+1.8 39+1.6

Min 6.7 6.8 6.8 6.6 6.7 7.0 7.0

pH Max 7.6 7.2 7.3 7.3 7.3 7.4 7.5
Promedio=SD | 6.9+0.2 7.0+1.8  7.0+£0.04 7.1£0.04 7.1£0.04 7.2+0.03  7.2+0.04

Los valores mas bajos de FCA se presentaron en los estanques 1, 2, 4 y 7, mientras
que los mayores valores se presentaron en los estanques 5 y 6 alimentados con 30% y 35%
de proteina, respectivamente. En general la alimentacion con 25% de proteina resulto con

menores valores de FCA en comparacion con 30% y 35% de proteina en la dieta.

El mejor y peor desempeio lo presentaron los organismos en el estanque 4 (30% de
proteina) y 6 (35% proteina), respectivamente. Al agrupar por nivel de proteina el mejor

desempefio fue con 25% y el peor con 35% (tabla VI).
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Tabla V1. Caracteristicas de la cosecha de los 7 estanques del cultivo en granja. Donde

densidad es org.m®, biomasa es ton.ha, P= incremento de peso en g, Pf= peso final en

g, S= supervivencia, K=tasa de crecimiento, FCA= Factor de Conversion Alimenticia

y D= desempefio.

Estanque 1 2 3 4 5 6 7
%
: 25% 25%  25% 30% 30% 35% 35% 25% 30% 35%
Proteina
3 365 438 416 429 520 202 297 407 474 250
org/m
ton/ha 34.6 43.8 42.2 41.8 442 24.0 35.0 40.2 43 29.5
P (g) 74 6.7 7.9 8.1 6.6 9.7 10.2 7.3 7.4 9.9
Pf (g) 9.5 10.0 10.1 9.7 8.5 11.9 11.8 9.9 9.1 11.8
Dias 54 60 75 62 66 49 66 63 64 58
S (%) 89 97 97 97 100 46 66 94 98 56
K 0.95 0.78 0.93 0.92 0.7 1.39 1.08 0.9 0.8 1.2
FCA 1.4 1.4 1.6 1.4 2.1 2.1 1.2 1.5 1.7 1.7
Desempefio 0.62 0.53 0.56 0.65 0.33 0.3 0.57 0.6 0.5 0.4
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Figura 18. Variacion de la densidad en los estanques con diferente nivel de proteina
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Figura 19. Variacion de la Supervivencia estimada en los estanques con diferente nivel

de proteina.

120

100

—&— E5T 1-25%

- —e—EST2:25%

—&— ES5T 3-25%

w60 - -6 - EST4-30%
= ®- = EST5-30%
4.0
ccvseyenne EST 6-35%
= ‘/”_.' — s b X1 )
20 s
&
0.0
12-sep 22-sep 02-oct 12-oct 22-oct 01-nov 1i-nov  21-nov 01-dic

Figura 20. Peso de los camarones a lo largo del ciclo de cultivo en los estanques con

diferentes niveles de proteina en la dieta.

7.3. Total de solidos suspendidos (TSS)

Esta determinacion solo se realizo en el cultivo en CIBNOR. El total de solidos fue
mayor en los acuarios con microbiota en comparacion con acuarios con agua clara. El total
de solidos fue aumentando con los dias de cultivo con algunas alteraciones, las cuales se
observan en la figura 21. El maximo de sélidos se presentd a una semana de la cosecha y
fue en los acuarios con microbiota y 30% de proteina, seguido del nivel de 35% y 25%, tal

como se observa en la figura 21.
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Figura 21. Total de solidos suspendidos en el cultivo en CIBNOR.

7.3. Volumen de solidos (VS)

7.3.1 .Experimento 1 (CIBNOR)

La variacion de sélidos suspendidos (VS) registrados en los acuarios con microbiota

en el cultivo en CIBNOR se muestra en la figura 22, donde se observa que los mayores

valores corresponden al nivel de proteina en la dieta, siendo el tratamiento con 35% de

proteina el que contiene los mayores solidos suspendidos (83 ml L™). Al final del cultivo se

observa una disminucion del VS debido a los recambios realizados una semana antes de la

cosecha.
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Figura 22. Volumen de solidos del cultivo en CIBNOR.
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7.3.2. Experimento 2 (Acucultura Marh)

El VS en los cultivos en granja fueron menores a los presentados en el cultivo en
CIBNOR, ya que los valores no rebasaron los 25 ml L. El maximo de s6lidos suspendidos
en granja fue en el estanque 2, seguido por el estanque 1, ambos de 25% de proteina,
mientras que en los demas estanques las concentraciones oscilaron entre 1-10 ml L™

(Figura 23).

25.0

200
——Est. 1
—a—Est. 2

15.0
——Est. 3

mL/L

—>—Est. 4
10.0 ——Est. 5
——Est. 6

5.0 ——Est. 7

0.0
18-oct 22-oct 26-oct 30-oct 03-nov 07-nov 11-nov 15-nov 19-nov 23-nov

Figura 23. Volumen de sélidos en el cultivo en granja

7.4. Tamafo de particula

Esta determinacion solo se realizé en el cultivo en CIBNOR. En la grafica de la
figura 24 se muestran la distribucion de los tamanos de particula que se encontraron en el
agua de los acuarios con microbiota en los diferentes niveles de proteina. La distribucion se
presentd homogénea entre los 3 niveles de proteina, en los cuales el 62% de las particulas
fueron de 30 a 100 pm de tamafo. Posteriormente en la segunda muestra de agua (12 de
octubre) se observé un ligero incremento en el tamafio de las particulas ya que el 62% de

las particulas presentaron de 40 a 130 um (Figura 24).
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Figura 24.Tamafo de particula del dia 20 de septiembre (arriba) y 12 de octubre
(abajo) del cultivo en CIBNOR.

7.5. Eficiencia en el uso de Ny P en cultivos hiper-intensivos en experimento 1y 2.

El resultado del andlisis quimico proximal de los alimentos comerciales
proporcionados a los camarones en cultivo, se muestra en la tabla VII. En la Tabla VIII y
IX se muestran los balances de nitrogeno y fosforo en el cultivo bajo condiciones
controladas de laboratorio (experimento 1) y en condiciones comerciales (experimento 2),
respectivamente, dichos balances se realizaron a partir de los andlisis proximales de los

alimentos comerciales.
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Tabla VII. Andlisis quimico proximal de alimento comercial, utilizado en experimento

ly?2.
Natural Force ® VIMIFOS 25% 30% 35%
Humedad (%) 8.17+0.08 7.7240.18  6.36+0.03
Proteina (%) 30.14+£0.09  33.35+0.23  38.97+0.10
Lipidos (%) 7.81£0.22  8.70+0.10  9.01+0.08
Fibra cruda (%) 2.32+0.07 2.27+0.25 1.70+0.10
Cenizas (%) 6.37+0.06 6.83+0.23 7.64+0.28
Carbohidratos (%) 53.36 48.46 42.69
Energia (cal/g) 4577.9+21.5 4655.6+25.4 4882.6+21.4
P en cenizas (%) 2591 30.56 35.93
P en alimento seco (%) 1.65 2.09 2.75

En el cultivo del experimento 1 el nitrogeno y fosforo residual aumentaron
conforme se incrementd el nivel de proteina en tratamiento con microbiota y en agua clara.
Mientras que el porcentaje de retencion de nitrogeno disminuyd con el aumento en el nivel
de proteina en tratamiento con agua clara, sin embargo en el tratamiento con microbiota el
mayor porcentaje de retencion de nitrogeno se obtuvo con el alimento de 30% de proteina.
La retencion del fosforo disminuy6 con el nivel de proteina tanto en el tratamiento con

microbiota como en agua clara (Tabla VIII).

En el caso del experimento 2, se observd que el mayor contenido promedio de
nitrégeno y fésforo residual se present6 con el 30% de proteina en la dieta (382.2 y 99.0 mg
L', respectivamente) . El porcentaje de retencion de nitrogeno promedio fue mayor en los
camarones alimentados con 25% de proteina la dieta en los estanques 1, 2, y 3 (46.9%) en
comparacion con el porcentaje de retencion promedio en camarones alimentados con 30% y
35% de proteina (40.4% y 26.7%, respectivamente). De igual manera que en el
experimento 1, la retencion de fosforo promedio fue mayor con 25% de proteina en la dieta

(15.7%) en comparacion con 35% de proteina (7.1 %; Tabla [X).
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En general, se observo que el porcentaje de retencion de nitrogeno y fosforo en el
cultivo en granja (experimento 2) fue mayor que en el cultivo de laboratorio (experimento
1). La retencion de nitrogeno y fosforo en ambos experimentos aument6 con la disminucion

del nivel de proteina en la dieta.

Tabla VII1. Balance de N y P en el cultivo hiper intensivo bajo condiciones de
laboratorio (experimento 1: CIBNOR).

M25% M30%  M35% AC25% AC30% AC35% M AC
NITROGENO
SUMINISTRADO 0.06 0.07 0.07 0.06 0.06 0.08 0.06 0.07
(Kg)
RETENIDO 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01
(Kg)
RETENCION 19.77 19.83 9.31 23.16 20.86  22.87 16.30  22.29
(%)
RESIDUAL 24.19 28.30 35.01 22.77 26.95 3156  29.17  27.09
(mgL?)
FOSFORO
SUMINISTRADO  0.019 0.026 0.032 0.019 0.025 0034 0.026 0.026
(Kg)
RETENIDO 0.002 0.002 0.001 0.002 0.002  0.002 0.001  0.002
(Kg)
RETENCION 7.837 6.553 2.831 8.980 7.051  6.255  5.740  7.429
(%)
RESIDU.lAL 0.951 1.290 1.652 0.923 1.238 1.689 1.298 1.283
(mgl™)
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Tabla IX. Balance de N y P en los cultivos hiper intensivos bajo condiciones de granja

(experimento 2: Acuacultura Marh).

1-25% 2:25% 3-25%  4-30%  530% 635% 7-35% 25% 30%  35%
NITROGENO

SUM"}‘I'(ZT)RADO 5273 6944 7143 7446 8555 7349 9065 6453 8000 820.7

RET(T(':;DO 2502 3282 3160 3130 3309 1800 2625 3011 3220 2213

RETE(;?'ON 492 473 442 420 387 245 290 469 404 267

Rf;':t’_f)L 2488 3393 369.5 3452 4192 3476 403.8 3192 3822 3757
FOSFORO

SUM"}‘I'(ZT)RADO 196.6 2588 2663 3156  362.6 3455 4262 240.5 339.1 385.8

RET(E(':;DO 323 409 394 390 412 224 327 375 401 276

RETE(;?'()N 164 158 148 124 114 65 77 157 119 7.1

R(EniLthf;L 726 955 983 921 1059 767 946 888 990 857

7.6. Conteos celulares

Se realizaron conteos celulares de la microbiota que llegd al CIBNOR asi como del

dia de aplicacion de ésta en los acuarios correspondientes. Los resultados variaron de 37 a

344 millones de células por ml con un promedio de 146 millones de células por ml (figura

25). Los conteos celulares tienen como referencia las células de levaduras marinas, las

bacterias no se contaron por este método.

67



4.00E+08

3.00E+08

mL?

= 2.00E+08

cel

1.00E+08

0.00E+00

Figura 25. Conteos celulares de la microbiota durante los cultivos en CIBNOR y

granja
7.7. Variables fisioldgicas

7.7.1. Experimento 1: Cultivo hiper intensivo bajo condiciones de laboratorio (CIBNOR).

En total se realizaron cuatro muestreos en los cuales se sacrificaron al menos 10
camarones por tratamiento, sin embargo, solo se analizaron el primer y cuarto muestreo,
por lo que a continuacion se presentan los resultados de las variables fisioldgicas de

solamente dos muestreos.

Muestreo |
En este caso es importante recordar que se analizd el camardén completo, sin
diferenciar entre musculo y hepatopancreas (ver seccion 6.1.1.), debido a la poca cantidad

de muestra por el bajo peso de los organismos (1.8 g) a 15 dias de cultivo.

Los niveles de proteinas totales, glucogeno, lactato y lipidos totales en camarones
cultivados bajo condiciones controladas de laboratorio no fueron diferentes
significativamente debido al tratamiento, al nivel de proteina en la dieta o a la interaccion
entre ambos factores. La concentracion promedio de proteinas totales fue de 254.6 mg g™,
de glucdgeno 18.2 mg g™, de lactato 0.36 mg g y de lipidos totales de 71.3 mg g™ (Figura
A, B, Cy D, respectivamente).

Los niveles de triglicéridos fueron significativamente mas altos con el nivel de
proteina de 30% (35.1 mg g™'), en comparacién con los camarones alimentados con 25% y

35% (25.9 y 27.3 mg g, respectivamente; Figura 26 E).
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Figura 26. Andlisis de proteinas totales, glucdgeno, lactato, lipidos totales y
triglicéridos en camarones cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con

diferentes porcentajes de proteina en la dieta (P).
Muestreo IV

Hemolinfa
El contenido de proteinas totales y triglicéridos en hemolinfa fueron diferentes
significativamente (P<0.05) por efecto del nivel de proteina en la dieta, sin efecto por la

presencia de microbiota. Particularmente, el nivel de 35% presentd mayores
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concentraciones promedio de proteinas totales (179.1 mg ml') en comparaciéon con el
tratamiento de 25% de proteina en la dieta (127 mg ml™). Aunque la interaccién no fue
significativa (P>0.11) en el contenido de proteinas, este efecto se observd solamente en el

grupo con 35% de proteina del tratamiento microbiota (216 mg ml™'; Figura 27 A).

El contenido promedio de triglicéridos con 35% de proteina fue de 38.6 mg dI”,
significativamente mayor a 29.7 mg dI”' en camarones alimentados con 25% de proteina.
En este caso fue el tratamiento agua clara y 35 % de proteina el que presentd los niveles

mas altos (45.8 mg ml™'; Figura 27 B).

La concentracion de hemocianina fue significativamente (P<0.001) mayor en los
camarones bajo el tratamiento de agua clara (89. mg ml') en comparacién con el
tratamiento de microbiota (61.5 mg ml™). Adicionalmente, se observaron diferencias
significativas con respecto al nivel de proteina en la dieta, donde los camarones
alimentados con 35% de proteina presentaron las mayores concentraciones promedio de
hemocianina (87.3 mg ml™"), mientras que las menores concentraciones se presentaron con

30% de proteina en la dieta (72.4 mg ml™; Figura 27 C).

En la Figura 28 A y B se observa que no se registraron diferencias significativas
(P>0.05) en el contenido de glucosa y lactato debido a los tratamientos, sin embargo, en
promedio los mayores contenidos de glucosa y lactato se presentaron en camarones bajo el

tratamiento con microbiota.

Proteinas Totales MNS Triglicéridos
300 P<0.05 M=NS
B M*P=NS 50 P<0.05
250 - &0 M*P=NS
70 6
L A AB 60
E 150 T DAGUA CLARA Z s0 A AB DAGUACLARA
5 - 3 _RE
E EMICROBIOTA £ a0 B MICROBIOTA
100 10
50 20
10
0 0
A 25% 30% 35% B 25% 30% 35%
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Hemocianina
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Figura 27. Andlisis de proteinas totales, triglicéridos y hemocianina en hemolinfa de
camarones cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes
porcentajes de proteina en la dieta (P).
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Figura 28. Analisis de glucosa y lactato en hemolinfa en hemolinfa de camarones
cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes porcentajes de

proteina en la dieta (P).

Mdasculo

En la Figura 29 A, C y D se muestran los contenidos de proteinas totales, lipidos
totales, y lactato en musculo, los cuales no presentaron diferencias significativas (P>0.05)
debido a los tratamientos de microbiota, porcentaje de proteina en la dieta y la interaccion
de ambos factores. Sin embargo, se observdé que la concentracion promedio de lipidos
totales en el musculo de los camarones alimentados con 35% de proteina fue menor en

comparacion con los niveles de 25% y 30%.
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El nivel de glucogeno en el musculo fue significativamente (P<0.01) mayor en
camarones bajo el tratamiento con agua clara (8.0 mg g') en comparacion con el
tratamiento de microbiota (5.5 mg g'). Sin embargo, se registrd una interaccién
significativa (P<0.001), este efecto se debid a que los mayores niveles de glucogeno se
presentaron en los camarones cultivados en agua clara y solo para las dietas con 25% (9.2
mg g') y 35% (9.6 mg g"') de proteina. En el caso de 30% de proteina, fueron los
camarones cultivados con microbiota lo que presentaron mayores contenidos de glucogeno

(7.5 mg g'; Figura 29 B).
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Figura 29. Andlisis de proteinas totales, glucdgeno lipidos totales y lactato en musculo
de camarones cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes

porcentajes de proteina en la dieta (P).

Hepatopancreas
El nivel promedio de proteinas totales en hepatopancreas de camarones cultivados

bajo condiciones controladas de laboratorio fue de 242 mg g y no se registro influencia
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significativa (P>0.05) de la microbiota, ni del nivel de proteina en la dieta (Figura 30 A).
Los niveles de glucogeno fueron mayores significativamente (P<(0.05) en camarones
cultivados en presencia de microbiota (26.2 mg g") en comparacion con los camarones

cultivados en agua clara (20.6 mg g™'; Figura 30 B).

Las diferencias significativas en las concentraciones de lipidos totales (P<0.05) y
triglicéridos (P<0.01) en hepatopancreas se debieron a la presencia de microbiota y a la
interaccion de ésta con el porcentaje de proteina en la dieta. En general, los camarones
cultivados bajo el tratamiento con microbiota, presentaron en promedio la menor
concentracién de lipidos totales y triglicéridos (124.6 y 103.2 mg g, respectivamente) en
comparacién con los camarones cultivados en agua clara (173.9 y 149.8 mg g,
respectivamente; Figura 30 C y D). Sin embargo, fue el tratamiento con agua clara y 35%
de proteina en la dieta, el que presenté el mayor contenido de lipidos totales (224.4 mg g™),
mientras que los més bajos contenidos (123.7 y 93.8 mg g') se presentaron en camarones
cultivados con microbiota y con 25 y 35% de proteina en la dieta, respectivamente. De
manera similar, la mayor concentracion de triglicéridos (196.9 mg g™) se presento en el
tratamiento con agua clara y 35% de proteina en la dieta. En este caso, las menores
concentraciones se presentaron en el tratamiento agua clara con 25% de proteina (110.3 mg

g") y microbiota con 35% de proteina (65.4 mg g'; Figura 30 D).

Las diferencias significativas (P<0.05) entre los niveles de lactato en
hepatopancreas se debieron solamente al tratamiento con microbiota, el cual presento las
mayores concentraciones (0.10 mg g™') en comparacion con los camarones cultivados en
agua clara (0.06 mg g™"), tal y como se muestra en la figura 30. Cabe mencionar que el nivel
de lactato en camarones alimentados con 30% de proteina y con la presencia de microbiota
(0.079 mg/g) fue similar al nivel en camarones cultivados sin microbiota (0.081 mg g™';

Figura 30 E).
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Figura 30. Analisis de proteinas totales, glucogeno, lipidos totales, triglicéridos y

lactato en hepatopancreas con (<0.05) o sin (NS) diferencias significativas debido al
tratamiento microbiota (M), porcentaje de proteina en la dieta (P) o a la interaccién
de ambos factores (M*P).
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7.7.2. Experimento 2: Cultivo hiper-intensivo en condiciones de granja (Acuacultura
Mabhr)

Hemolinfa
La concentracion promedio de proteinas totales en hemolinfa en camarones
cultivados bajo condiciones comerciales, fue de 225.7 mg ml”. No se observd ningin

efecto por la influencia del factor estrés ni por el estanque (Figura 31 A).

El contenido de triglicéridos en hemolinfa fue significativamente (P<0.001) mayor
en el grupo estrés (78.1 mg dI™') en comparacion del grupo basal (64.4 mg dI™"). Por otra
parte, no se observaron diferencias entre los estanques ni por interaccion con el tratamiento

(Figura 31 B).

Con respecto al contenido de hemocianina, las diferencias significativas (P<0.001)
se debieron al estanque. Los camarones del estanque 5 alimentados con 30% de proteina y
. . .. -1
con re-siembra presentaron los menores concentraciones de hemocianina (98.9 mg ml ™), en
comparacion con los camarones del estanque 4 alimentados con el mismo nivel de proteina
y sin re-siembra y que registraron las mayores concentraciones (124.6 mg ml"'; Figura 31

Q).
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Hemocianina
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Figura 31. Analisis de proteinas totales, triglicéridos y hemocianina en hemolinfa con
(<0.05) o sin (NS) diferencias significativas debido al estanques (E), al tratamiento (T=
grupo basal y estrés) o a la interaccion de ambos factores (E*T). R: indica resiembra

de estanque.

Las diferencias significativas (P<0.01) en los niveles de glucosa en hemolinfa se
debieron al estanque y con los mayores niveles (53.3 mg dI'') en camarones del estanque 4
alimentados con 30% de proteina y con re-siembra, mientras que los menores niveles (28.5
mg dI™") se observaron en camarones alimentados con 25% de proteina en el estanque 1y

con re-siembra (Figura 32 A).

Los niveles de lactato fueron significativamente (P<0.001) mayores en el grupo
estrés (50.0 mg dI™"), con respecto al grupo basal (7.9 mg dI™"). Los mayores incrementos de
lactato (68 y 66 mg dI™") se presentaron en los estanques 1 y 6 indicados con 25% y 35% de
proteina en la dieta respectivamente, mientras que los incrementos menores fueron en los
camarones alimentados con 30% de proteina en la dieta con y sin re-siembra en los

estanques 4 y 5, respectivamente (Figura 32 B).
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Figura 32. Andlisis de proteinas glucosa y lactato en hemolinfa con (<0.05) o sin (NS)
diferencias significativas debido al estanques (E), al tratamiento (T= grupo basal y

estrés) o a la interaccion de ambos factores (E*T). R: indica resiembra de estanque.

Musculo

Las diferencias significativas (P<0.05) en la concentracion de proteinas totales en el
musculo de camarones cultivados bajo condiciones comerciales se debieron al estanque y a
la interaccidn estanque y condicion de estrés. Los mayores niveles de proteina (830 y 813
mg g') se presentaron en los camarones del estanque 4 y 5 respectivamente, en ambos se
alimento6 con 30% de proteina pero solo en el caso del estanque 4 se realiz6 re-siembra. Los
niveles mas bajos de proteina en el masculo (752 y 717 mg g') se presentaron en
camarones del estanque 1 y 6, los cuales fueron alimentados con 25% y 35% de proteina,
respectivamente. La interaccion indica que el efecto de estrés moderado (basal con toma de
hemolinfa) o intenso (confinamiento en cubeta) depende del estanque, aunque no se

observaron diferencias significativas entre medias individuales (Figura 33 A).

El nivel de glucogeno fue diferente significativamente (P<0.001) entre los
estanques. Los camarones en el estanque 4 y 5, presentaron los mayores niveles (19.3 y
18.3 mg g™'); en ambos estanques la alimentacion fue con 30% de proteina pero solo en el
estanque 4 se realizd re-siembra. La menor concentracion de glucogeno (13.5 mg ) la
presentaron camarones del estanque 1, los cuales fueron alimentados con 25% de proteina y
se realizd re-siembra. Por otra parte, los camarones del estanque 6 presentaron niveles

promedio de 16 mg g”' de glucégeno en musculo (Figura 33 B).
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El contenido de lipidos totales fue significativamente (P<0.001) mayor (39.7 mg g™')
en el musculo de camarones cultivados en el estanque 1 con 25% de proteina en la dieta, en
comparacion con el contenido promedio (30.3 mg g”) de los demas estanques, tal y como

se observa en la figura 33 C.

Las diferencias significativa (P<0.05) en los niveles de lactato en musculo se
debieron al estanque, al tratamiento (factor de estrés) y la interaccion entre ambos factores.
En general, el grupo basal sin toma de hemolinfa presenté el menor nivel (2.4 mg g”) de
lactato, el cual fue significativamente diferente a los niveles en el grupo basal con toma de
hemolinfa (3.5 mg g™') y al grupo estrés (3.9 mg g™'). Particularmente en estanque 1 y 5, los
camarones del grupo estrés presentaron mayores niveles de lactato (3.4 y 4.7 mg g,
respectivamente), mientras que el grupo basal sin toma de hemolinfa presento los menores
niveles (2.2 y 2.3 mg g”', respectivamente). En caso del estanque 4, el nivel presentado por
el grupo basal con toma de hemolinfa fue mayor (4.1 mg g™') en comparacion con el grupo
basal sin toma de hemolinfa. Mientras que en el estanque 5, el grupo estrés presento el

mayor nivel de lactato (4.6 mg g), en comparacion al grupo basal sin toma de hemolinfa

(2.3 mg g''; Figura 33 D).
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Figura 33. Andlisis de proteinas totales, glucdgeno, lipidos totales y lactato en musculo
con (<0.05) o sin (NS) diferencias significativas debido al estanques (E), al tratamiento
(T=grupo basal y estrés) o a la interaccion de ambos factores (E*T). R: indica

resiembra de estanque.

Hepatopancreas

El contenido de proteinas totales en hepatopancreas fue diferente (P<0.01) en
relacion al estanque y la interaccion entre éste y el tratamiento (factor estrés). El nivel de
proteinas en camarones del estanque 4 (113.0 mgg") y 5 (115.4 mg g™), alimentados con
30% fue significativamente menor que el encontrado en el estanque 1 (187.8 mg g') y 6
(169.4 mg g™, indicados para 25% y 35% de proteina en la dieta, respectivamente (Figura
34 A).

El nivel de proteinas fue influenciado por el factor estrés inicamente en el estanque
I, en el cual la concentracion fue significativamente menor con estrés moderado (grupo
basal con toma de hemolinfa) e intenso (grupo estrés con confinamiento en cubeta) en

comparacion del grupo basal sin toma de hemolinfa (Figura 34 A).
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El nivel de glucégeno fue diferente significativamente (P<0.05) entre los estanques.
Los camarones alimentados con 25% de proteina y con re-siembra del estanque 1,
presentaron los mayores niveles (14.8 mg g') en comparacién a la concentracion
presentada en camarones alimentados con 30 y 35% de proteina en los estanques 5y 6

(10.9y 10.4 mg g'; Figura 34 B).

La concentracion de lipidos totales fue diferente significativamente debido al
estanque (P<0.001) y al tratamiento o factor estrés (P<0.05), tal y como se observa en la
figura 34 C. Los estanques 1 (501.7 mg g') y 4 (483.5 mg g™') presentaron las menores
concentraciones en comparacion con el estanque 6 (651.2 mg g™') y con niveles intermedios
en el estanque 5 (563.3 mg g'). También se presentd un efecto significativo del factor
estrés, donde los camarones del grupo basal sin toma de hemolinfa presentaron las mayores
concentraciones de lipidos (587.8 mg g'), que fueron significativamente mayores a las

concentraciones en camarones del grupo estrés (514.3 mg g'; Figura 34 C).

El nivel de triglicéridos en el hepatopancreas fue diferente (P<0.05) entre los
estanques, siendo los camarones del estanque 1 alimentados con 25% de proteina y con
resiembra, quienes presentaron mayores niveles de triglicéridos (243.4 mg g"),
significativamente diferentes a los niveles en el estanque 5 (204.6 mg g™') y 6 (200.0 mg g
", en los cuales no se realizé re-siembra y se alimenté6 con 30% 35% de proteina,

respectivamente (Figura 34 D).

Los niveles de lactato en hepatopancreas se registraron en la figura 34 E, donde las
diferencias significativas (P<0.05) se debieron a la interaccién entre el estanque y el
tratamiento. Especificamente los camarones del grupo basal con toma de hemolinfa en el
estanque 1 y 6, alimentados con 25% y 35% de proteina, respectivamente, presentaron
mayores niveles de lactato (0.44 y 0.45 mg g, respectivamente). En contraste, en el
estanque 4 y 5 los camarones del grupo estrés presentaron los mayores niveles de lactato
(0.40 y 0.51 mg g, respectivamente), mientras que los camarones del grupo basal con
toma de hemolinfa presentaron los menores niveles en dichos estanques (0.34y 0.22 mg g

' Figura 34 E).
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Figura 34. Andlisis de proteinas totales, glucogeno, lipidos totales, triglicéridos y

lactato en hepatopancreas con (<0.05) o sin (NS) diferencias significativas debido al

estanque (E), al tratamiento (T= grupo basal y estrés) o a la interaccion de ambos

factores (E*T). R: indica resiembra de estanque.
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7.8. Carga energética adenilica (CEA)
7.8.1. Experimento 1: CIBNOR

Muestreo |

Las concentraciones de AMP, ADP, ATP, su suma y la CEA en camarones
completos del muestreo I se muestran en la figura 35. Los niveles de AMP y ADP se vieron
afectados significativamente (P<0.01) por el tratamiento con microbiota, el cual presentd
menores niveles (0.19 y 0.62 pmol g, respectivamente) en comparacion con los camarones
cultivados en agua clara (0.38 y 0.84 pul.g”, respectivamente; Figura A y B). La
concentracion de ATP no fue significativamente diferente entre tratamientos, nivel de
proteina y la interaccion (Figura 35 C). La suma de todos los nucledtidos no presentd
diferencias por el nivel de proteina en la dieta o por el tratamiento con microbiota (Figura
35 D). La CEA fueron significativamente mayor en el tratamiento con microbiota (0.71) en

comparacion con el tratamiento en agua clara (0.61; Figura E).
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Figura 35. Concentraciones de AMP, ADP, ATP, su sumay CEA en musculo de
camarones cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes

porcentajes de proteina en la dieta (P) del muestreo 1.

Muestreo 11

La concentracion de nucleotidos en el misculo de camarones del muestreo 1V, se
muestran en la figura 36. Los niveles de AMP y ADP no presentaron diferencias
significativas (P>0.05) por efecto de los tratamientos, el nivel de proteina o de la
interaccion entre estos dos factores (Figura 36 A y B). Los niveles de ATP fueron
significativamente (P<0.001) mayores en el cultivo con microbiota (4.1 pmol g') en

comparacion de camarones cultivados en agua clara (3.2 pmol g'; Figura 36 C).

La suma total de nucleodtidos presentd diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.001) y nivel de proteina en la dieta (P<0.05). Los camarones bajo el tratamiento con
microbiota presentaron una mayor suma de nucle6tidos (7.3 pmol g™') en comparacion con
camarones cultivados en agua clara (6.3 pumol g'). La suma de nucledtidos en el
tratamiento con 25% de proteina (7.1 pmol g') fue significativamente mayor en

comparacion de 30% y 35% (6.8 y 6.42 ymol g™'; Figura 36 D).

La CEA no fue diferente significativamente (P>0.05) entre tratamientos, por nivel
de proteina y por la interaccion entre ambos. Sin embargo, en la figura 36 E se observa que

las mayores concentraciones las presentaron los camarones cultivados con microbiota.
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Figura 36. Concentraciones de AMP, ADP, ATP y CEA en musculo de camarones
cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes porcentajes de

proteina en la dieta (P) del muestreo Il.

7.8.2. Experimento 2: Acuacultura Mahr
En la figura 37 se muestran las concentraciones de nucledtidos en el musculo de

camarones cultivados bajo condiciones comerciales. La concentracion de AMP fue

diferente significativamente (P<0.001) tanto por efecto de la condicion de estrés como entre
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los estanques. Los camarones del grupo basal sin toma de hemolinfa presentaron el mayor
nivel promedio de AMP (0.8 pmol g"), posteriormente del grupo estrés presentd niveles
intermedios (0.6 pmol g") y por ultimo el grupo basal con toma de hemolinfa presento el

menor nivel (0.2 pmol g'; Figura 37 A).

La concentracion de AMP fue mayor en camarones del estanque 5 y 6, alimentados
con 30% y 35% de proteina y sin re-siembre (0.6 y 0.7 pmol g, respectivamente) en
comparacion con camarones del estanque 1, alimentados con 25% de proteina y con re-

siembra, (0.3 pmol g'l; Figura 37 A).

En la figura 37 B se observa que las diferencias significativas (P<0.001) en la
concentracion de ADP fueron debido solamente a la condicion de estrés. Las
concentraciones mayores se encontraron en camarones del grupo basal sin toma de
hemolinfa y en el grupo estrés (2.5 y 2.2 umol g, respectivamente), significativamente

diferentes al grupo basal con toma de hemolinfa (1.6 umol g™).

Los niveles de ATP fueron diferentes significativamente por efecto del tratamiento
(P<0.001) y entre estanques (P<0.05). El grupo basal sin toma de hemolinfa y el grupo
estrés, presentaron los menores niveles de ATP (4.8 y 4.7 umol g, respectivamente) en

comparacion con el grupo basal con toma de hemolinfa (5.9 umol g'1; Figura 37 C).

Los camarones del estanque 1, alimentados con 25% de proteina y con re-siembra,
presentaron los mayores niveles de ATP (5.8 umol g™) diferentes significativamente a los
niveles encontrados en camarones del estanque 6, alimentados con 35% de proteina y sin
re-siembra, (4.5 pmol g). Los camarones del estanque 4 y 5, los cuales fueron alimentados
con 30% de proteina y con y sin re-siembra, presentaron valores intermedios (5.6 y 4.7
umol g, respectivamente; Figura 37 C). Por otro lado, no se presentaron diferencias
significativas (P>0.05) en la suma de nuclettidos por efecto de los tratamiento, entre

estanques y su interaccion (Figura 37 Figura 37D).

La CEA fue diferente significativamente (P<0.001) segun el grado de estrés y el

estanque. En el grupo basal con toma de hemolinfa se encontré el mayor nivel promedio de
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CEA (0.9), significativamente diferente al nivel en camarones del grupo basal sin toma de
hemolinfa y el grupo estrés, los cuales presentaron menores niveles (0.7 y 0.8;

respectivamente; Figura 37 E).

En los camarones del estanque 1, alimentados con 25% de proteina y con re-
siembra, se encontr6 el mayor valor de CEA (0.84), el cual fue diferente significativamente
al valor en camarones del estanque 6(0.73), alimentados con 35% de proteina y sin
resiembra. Por ultimo, los valores intermedios de CEA se presentaron en camarones del

estanque 4 y 5 (0.81 y 0.78, respectivamente; Figura 37 E).
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Figura 37. Concentraciones de AMP, ADP, ATP, ATP y CEA en musculo de
camaronres cultivados en distintos estanques (E) con distintos niveles de porteinas y
resiembra, y bajo distintos tratamientos de estrés (T). R: indica resiembra de

estanque.

7.9. Fosfato de arginina (Arg-P)

7.9.1. Experimento 1: CIBNOR

La figura 38 se muestra la concentracion de fosfato de arginina (Arg-P) en el
musculo de camarones del muestreo I y II, se observa que en ambos muestreos no se
presentaron diferencias significativas por efecto de la microbiota, nivel de proteina en la
dieta o su interaccidon. Sin embargo, en ambos muestreos, los camarones cultivados con
microbiota presentaron mayores concentraciones de Arg-P, concretamente para las dietas

con 25 y 30% de proteina en caso del muestreo I y para la dieta con 30% de proteina para el
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muestreo II. Por ultimo, cabe sefalar que la concentracion promedio en camarones del
-1 .,
muestreo [ fue 30% mayor (3.7 nmoles.g ) que la concentracion en los camarones del

muestreo II (2.6 nmoles.g™).

ArgP
6.0
5.5 . OAGUA CLARA
5.0
a5 W MICROBIOTA
L 40
w35
£ 30 M, P, M*P= NS
E 25
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0
A 25% 30% 35%
6.0
5.5
5.0 OAGUA CLARA

4.5 EMICROBIOTA

4.0
':? 35
230 B M, P, M*P = NS
Eas B

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

25% 30%

35%

B

Figura 38. Concentracion de fosfato de arginina (ArgP) en musculo de camarones
cultivados en presencia y ausencia de microbiota (M) y con diferentes porcentajes de
proteina en la dieta (P) del muestreo | (A) y muestreo 11 (B).

7.9.2. Experimento 2: Acuacultura Mahr
Las concentraciones de Arg-P en los camarones del experimento 2 se muestran en la

figura 39, donde se observa que se presentaron diferencias significativas (P<0.001) tanto

por efecto del tratamiento y como del estanque.
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Por un lado, en los estanques con resiembra y donde se alimentd con 25% y 30% de
proteina, presentaron las mayores concentraciones en comparacion con los estanques que
no se resembraron. Por otro lado, los camarones del tratamiento basal con toma de
hemolinfa presentaron casi el doble de concentracién de Arg-P (5.2 nmoles.g™') en
comparacion de los camarones del tratamiento de estrés intenso (confinamiento en cubeta;

2.7 nmoles.g™).

Aunque la interaccion no fue significativa, solo en el estanque 5 (30% de proteina y
sin re-siembra) se observa claramente una disminucion en la concentracion de Arg-P por
efecto del tratamiento de estrés intenso no soélo con respecto al grupo con toma de

hemolinfa sino también al grupo control sin toma de hemolinfa (Figura 39).

- A DBasal sin toma de
110 A Arg-P hemolinfa 3.1
10.0 B BBasal contoma de
9.0 hemolinfa 5,2
8.0 A A mestrés 2.7
8 7.0
g 6.0 B
E 5.0 ] B T<0.001
oo
3.0 -
2.0
1.0
0.0
E1-25%-R E4-30%-R E5-30% E6-35%

Figura 39. Concentraciones de fosfato de arginina (ArgP) en musculo de camaronres
cultivados en distintos estanques (E) con distintos niveles de porteinas y resiembra, y

bajo distintos tratamientos de estrés (T). R: indica resiembra de estanque.
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8. DISCUSION

8.1. Nutrientes residuales

8.1.1. Dinamica de nutrientes en relacion con el sistema de cultivo

El sistema hiperintensivo (>300 org/m”) con recambio minimo de agua y con
manejo microbiologico, consiste en la adicion diaria de una mezcla diversificada de
bacterias marinas, levaduras marinas y metabolitos producidos en un bioreactor. Este
sistema se caracteriza por presentar una dinamica de nutrientes, descrita en cuatro fases. La
primera fase (FI) consiste en el aumento paulatino de TAN (N-NH4 + N-NH3) a medida que
aumenta la biomasa, el suministro de alimento y el porcentaje de proteina del mismo
(Figura 2). Una segunda fase (FII) en la cual los niveles de TAN declinan rapidamente y
los niveles de N-NO; se incrementan rapidamente (Figura2 y 4). La tercera fase (FIII)
ocurre en corto tiempo después del inicio de la FII y se caracteriza por el incremento de N-
NO; y N-NO, (Figura 5). En la cuarta fase (FIV) los N-NO; y N-NO; declinan
simultdneamente y se presenta un resurgimiento asociado a los niveles de TAN (Figura
11). Estas fases estan descritas de acuerdo a la dinamica de los diferentes compuestos de
nitrégeno inorganico disuelto (NID) ya que otros componentes como el fésforo inorganico

disuelto, se incrementan paulatinamente a lo largo del ciclo de cultivo (Figura 7).

Desde un punto de vista bioldgico y microbioldgico, la FI se caracteriza por la
asimilacion heterotrofica de N-NH4 + N-NH; (Gao y Tao, 2011). La FII ocurre en exceso
de N-NH4 + N-NH3, el cual se oxida microbiologicamente para generar N-NO,. La FIII
ocurre cuando un incremento de N-NO, inicia los procesos microbioldgicos de
nitrificacion que generan N-NOs. La FIV ocurre cuando domina el ambiente de N-NO,, N-
NO; y P-POq ¢ inicia un proceso de asimilacion autotrofica de N-NO; y N-NOs, el cual se

podria caracterizar como desnitrificacion asimilatoria autotréfica (Wagner et al., 2002).

En la FI cuando la concentracion de N-NH4 + N-NH; o TAN es mayor, el nitrogeno
puede ser reciclado en el sistema de cultivo de 3 maneras: 1) por medio del consumo de
organismos foto-autotroficos, tales como las microalgas, 2) por la accion conjunta de

bacterias oxidadoras de amonio y nitrificadoras, las cuales convierten el N-NH4 en N-NO,
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y posteriormente a N-NO;3 y 3) a través de la incorporacion directa del N-NH4 + N-NH; en
varios bio-componentes, por ejemplo aminoacidos y proteinas, que constituyen la biomasa
microbioldgica por parte de levaduras y bacterias heterotroficas (Ebelling et al., 2006;
Hargreaves, 2006).

La direccion del reciclamiento del TAN en la FI depende principalmente de relacion
C:N, asi por ejemplo Luo y colaboradores (2013) observaron la disminucion en 5 dias del
TAN de niveles de 117.28 mg N L™ a2 mg N L™ (sin un aumento significativo de N-NO,
y N-NOs) al adicionar de una fuente de carbono (glucosa). La disminucién fue el resultado
de la accion de bacterias heterotroficas, las cuales utilizan glucosa para su crecimiento en la
FI. Estos mismos autores reportan un aumento de N-NO, 5 dias posteriores a la
disminucién de TAN, el cual fue producido por oxidacidon y desnitrificacion autotrofica
(FII), por lo cual los autores concluyeron que la oxidacion del amonio y la nitrificacion se
llevaron a cabo después de 5 dias posteriores a la disminucion de TAN. En comparacion
con los acuarios con microbiota (experimento 1), se observo una disminucion de TAN de
5.8 mg.L"' hasta <0.1 mg L en 8 dias, pero junto con ésta disminucion se observo el
aumento paulatino de N-NO, y N-NOs (Figura 2, 4 y 5), por lo tanto la primera parte del
proceso de oxidacion del amonio a nitritos se observo en la FII, y en comparacién con Luo
y colaboradores (2013) la duracion de FI en acuarios con microbiota fue menor, por lo que
la produccion heterotréfica no fue significativa debido a la intensa actividad de bacterias
oxidadoras que oxidaron rapidamente el N-NH4 en N-NO; en la FII (Figura 4). La segunda
parte del proceso de nitrificacion también tuvo lugar en los acuarios con microbiota, pero
las bacterias que convierten los N-NO, en N-NO; no fueron capaces o no presentaron la

biomasa suficiente para disminuir significativamente la concentracion de N-NO, (Figura 4).

En el desarrollo del cultivo de Vinatea et al. (2010) y al igual que en el cultivo del
experimento 2 tuvieron lugar una serie de variaciones, donde un aumento de N-NOs fue
coincidente con un decremento de N-NO,, y al final del cultivo se presentd gran
acumulacién de N-NOs, aproximadamente 9 veces mayor que la concentracion presentada
en el cultivo del experimento 2 (Figura 9, 10 y 11) y 19 veces mayor que en el cultivo del

experimento 1. En el experimento 2 se presentaron mayores concentraciones de TAN

91



(Figura 12) y en comparacion con las concentraciones reportadas por diversos autores al

final del cultivo (Tabla X) se registraron concentraciones 30 veces mayores en todos los
., , . -1

estanques con excepcion del estanque 6 que present6d concentraciones menores de 1 mg L

en la cosecha.

En la Tabla X se muestran las concentraciones de nutrientes residuales en diferentes
investigaciones y en general, se observa que en sistemas con altos recambios de agua o
agua clara (AC) la concentracion de nutrientes se mantiene a niveles bajos (Velasco, 2000;
Wasielesky et al., 2006; Xu y Pan 2013; Xu et al., 2013). Mientras que en los sistemas de
bioflocs (BF) la acumulacion de nutrientes residuales dependen de las condiciones del
sistema de cultivo. Por ejemplo, en el trabajo de Wasielesky et al., (2006) el cultivo con
bioflocs recibié el 50% de recambio y se realizd6 con agua residual del cultivo de
maternidad, es probable que el recambio y la presencia de organismos autotroficos ayudo a
mantener bajas concentraciones de compuestos nitrogenados, los cuales fueron
comparables a la concentracion en agua clara. Por otro lado, en los trabajos de Xu y Pan
(2013) y Xu et al. (2013), Yaemsooksawat et al. (2009) y Tacon et al. (2002) no se
reportan diferencias de las concentraciones de nutrientes entre agua clara y agua de biofloc
al final del cultivo, debido a que al crecimiento de bacterias que fue promovido por la

constante complementacion de una fuente de carbono.

Lezama-Cervantes y colaboradores (2010) prueban la eficiencia del uso de tapetes
microbianos y un sistema de hidrociclon con recirculacion de agua (SRA) en el cultivo de
L. vannamei y al igual que en el presente estudio observaron una sucesion de especies de
nitrogeno inorgéanico disuelto (N-NHy , N-NO; , N-NO3) y una acumulacion de N-NO; y
N-NO;s al final del cultivo, pero en este caso la nitrificacion se present6d desde el inicio y a
lo largo del cultivo. En comparacion con el cultivo realizado en el experimento 1 y 2 la
nitrificacion acontece de forma retardada, lo cual sugiere que las bacterias nitrificantes
llegaron a los acuarios y estanques de forma natural y no por medio de la microbiota
aplicada. Lo anterior, se encuentra sustentado con el analisis negativo en la identificacion

de bacterias nitrificadoras realizado en la semana 3 y 6 de cultivo solo en el experimento 1.
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La concentracion de N-NO, y N-NOs reportados en los acuarios con microbiota
(experimento 1) y estanques (experimento 2) fue aproximadamente 25-15 y 1.5-6 veces
mayores respectivamente, a la concentracion reportada por Lezama-Cervantes y
colaboradores (2010) y Wasielesky y colaboradores (2006). El aumento en la concentracion
de los nutrientes residuales del cultivo que realizaron Lezama-Cervantes y colaboradores
(2010) no fue drastico debido a una densidad menor (120 org/m2) y al sistema de
hidrociclon, el cual ayudo a separar los s6lidos (heces y alimento no consumido), mientras
que en los cultivos analizados en el presente estudio, se trabajo con sistemas hiper-
intensivos (>300 org/m?) y todos los solidos permanecieron en el acuario o estanque, lo
cual aument6 la oxidacion de materia organica y por lo tanto el flujo de nutrientes fue

mayor (Lezama-Cervantes et al., 2010).

En el caso del tratamiento con microbiota del experimento 1, también se presentd
una mayor acumulacion de N-NO, (Figura 4), seguido de una menor acumulacion de N-
NO; (Figura 5). Los niveles de N-NO; y N-NO; son mayores en comparacion con lo
reportado por diferentes autores en sistemas de cultivo similares a los probados en el
presente trabajo, por ejemplo en comparacion con el trabajo de Baloi et al. (2013), los
acumulaciéon de N-NO, fue cien veces mayor en el tratamiento con microbiota del

experimento 1.

La acumulacién de compuestos nitrogenados en forma de N-NO, puede deberse 1) a
la nitrificacioén deficiente por lo cual, la trasformacion de N-NO, a N-NOs fue incompleta
en los acuarios en comparacion con el cultivo de Baloi et al. (2013) 2) a la alta densidad de
cultivo (300 org/m” en acuarios y 300-500 org/m” en estanques) que sobrepaso la capacidad
de carga para asimilar el N-NH4 liberado, por la falta de estabilizacion de comunidades
heterotroficas 3) y/o la ausencia de organismos autotréficos en los acuarios. En el trabajo
de Baloi et al., (2013) concluyeron que la concentracion de N-NOj es menor cuando existe
un mayor tiempo de irradiacién en el sistema de cultivo, debido a la asimilacion de
compuestos inorgéanicos, principalmente N-NO, y N-NOs; por parte de fitoplancton.
Ademas Vinatea et al., 2010 reportan la presencia de diferentes microorganismos

(clorofitas, cianobacterias, dinoflagelados y diatomeas, bacterias de floc) que son capaces
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de asimilar diferentes presentaciones de compuestos nitrogenados. En contraste, el caso
particular del estanque 6 y 7 del experimento 2 a pesar de la adicion del mayor nivel de
proteina probado (35%), no se presentd acumulacion de N-NO, y N-NOj3, probablemente
porque las microalgas o fitoplancton reportado (Tabla III) fueron la principal via de
asimilacion nitrogeno y por lo tanto el nitrogeno en forma de N-NO, y N-NOs fue reciclado
como biomasa microalgal, la cual estuvo disponible como fuente de alimento natural para
el camardn, tal como reportaron en los trabajos de Ebelling et al., (2006) y Hargreaves,
(2006). La acumulacion de N-NO; al final del cultivo ha sido reportada por diversos
autores en diferentes sistemas de cultivo (Vinatea et al., 2010; Baloi et al., 2013; Schveitzer
et al., 2013; Kunh et al., 2008; Ray et al., 2012, Ray et al., 2010; Tabla X). El cultivo que
realizd Vinatea et al. (2010), inici6 y termind con bajos niveles de N-NO, y altos niveles

de N-NOs, por lo tanto se podria definir que este cultivo se estabilizo en FIII.

En el trabajo de Ray y colaboradores (2010) también reportan la acumulacion de N-
NO; (12-150 mg L") en un cultivo de camarén, la cual es coincidente con la disminucién
de N-NO, (4-<0.5 mg L") y en comparacion con el presente trabajo, la acumulacion de N-
NOs fue 28 veces menor y ademas la concentracion de N-NO, sigui6é aumentando hasta el
final del cultivo (FII; Figura 4). En el cultivo de Ray y colaboradores (2010) la
nitrificacién fue mayor que en el presente trabajo, ya que los N-NO, se convirtieron
totalmente en N-NO;3 y el TAN incremento6 su concentracion 17 veces menor que el TAN
que se presentd en los acuarios con microbiota (experimento 1; Figura 6). Los estanques 6

y 7 son la excepcion tal como ya se menciono.

La acumulacién de N-NO, en los acuarios con microbiota muy probablemente
también fue debido a la proporcion entre carbono y nitrégeno en los acuarios ya que a una
proporcion menor de 10:1 hay una disminucidn en el crecimiento de las bacterias en el
biofloc, por lo cual se recomienda por diversos autores mantener una proporcion 20:1
aproximadamente, para alcanzar un efectivo flujo de nutrientes (Ballester et al., 2010). Para
el control de C:N Avinimalech (1999) propone la adicidon de una fuente de carbono barata,
para la reduccion de la acumulacion de nitrogeno inorgénico, y el autor menciona que una

concentracién de 10 N-NH; mg N L' podria ser removido del sistema en 5 horas sin la
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acumulacion de N-NO, y N-NOs, por medio de la adicion de una fuente de carbono. Lo
anterior es comprobado por Samocha et al. (2007), quienes logran reducir la
concentraciones de N-NH4 y N-NO, en un cultivo de L. vannamei por medio de la adicion
de melaza. En el caso de los acuarios con microbiota a pesar de la adicion de melaza como
fuente de carbono, seguramente no fue suficiente la cantidad de ésta para mantener
constantemente una alta proporcion de C:N en el cultivo. Entonces, no se promovio el
crecimiento de bacterias heterotroficas asimiladoras de N-NHy4 y por lo tanto la liberacion
de N-NH4 por la excrecion de los camarones o la oxidacion de la materia orgédnica rebasé
facilmente la capacidad de carga del sistema, y entonces ocurrié la oxidacion de N-NHy
para convertirse en N-NO,. Ademas la ausencia de microalgas y bacterias nitrificadoras,
que asimilaran el N-NH4 y/o N-NO,, también contribuyé a la acumulacion de altas
concentraciones de N-NO, y N-NOs. En el caso de los estanques (experimento 2) la
prolongacion de la FI tampoco se present6 y al igual que en el experimento 1 seguramente
el mantenimiento de C:N tampoco fue suficiente para promover el aumento de bacterias
heterotroficas asimiladoras de N-NH4, ya que se presentd su oxidacion a N-NO,
posteriormente a N-NO; y la mayor acumulacion de éstos en los estanques 1 a 3 (25% de
proteina) y 4 (30% de proteina), mientras que los estanques 5 (30% de proteina), 6 y 7
(35% proteina) presentaron menor acumulacion, lo cual al parecer coincide con la
proliferacion de microalgas en estanques, debido al color verde en el que se torn6 el agua
del estanque (Tabla Il y Figura 8). Asi las microalgas constituyeron las principales vias de
remocion del nitrégeno inorgéanico, lo cual resulto en menores concentraciones de N-NO, y

N-NOs al final del cultivo, especificamente en dichos estanques (Figura 10).

8.1.2. Dinamica de nutrientes en relacién con el nivel de proteina

El flujo de nutrientes estuvo relacionado directamente con el nivel de proteina en el
cultivo en el experimento 1 (Figura 3,4,5,6y 7)y 2 (Figura 9, 10 y 11), lo cual confirma
la relacion directa con el nivel de proteina en la dieta y la concentraciéon de compuestos
nitrégenos excretados al medio de cultivo por parte del camardn, principalmente en forma

de amoniaco (NH3), el cual es transformado a N-NH;  como producto final del
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metabolismo de proteinas (Gonzalez-Félix et al., 2007; Wright, 1995; Yaemsooksawat el
al., 2009; Martinez-Cérdoba, 2008).

El aumento de N-NO, y N-NOj3 al mismo tiempo que la disminucion de TAN se ha
reportado en otros trabajos tales como el de Azim y colaboradores (2008) en el cual
producen proteina microbiana con dos niveles de proteina (22% y 35%) y concluyeron que
la concentracion de nutrientes es dependiente del nivel de proteina, con menores niveles de
N-NO; y N-NOs a baja proteina (22%) en comparacion de altos niveles de proteina (35%),
tal y como se ocurrid en el presente trabajo. Cabe mencionar que Azim y colaboradores
(2008) confirman que existe una mayor biomasa bacteriana a bajos niveles de proteina

cruda en la dieta.

En la mayoria de los trabajos de la Tabla X, se observa que no presentan
acumulacion de N-NO; y N-NO;. Sin embargo, en el cultivo del experimento 2
particularmente en estanques 1 al 3 indicados para 25% de proteina con paro entre ciclo de
maternidad y engorda (Figura 9), se presentd mayor acumulacion de N-NO, y N-NOs (10
y 1.6 mg L', respectivamente), en comparacion con los estanques 6 y 7 que ademas de
probarse con alto nivel de 35% de proteina, el cultivo fue continuo, sin paro, presentaron
menor acumulacién de N-NO, y N-NO; (2.1 y 0.05 mg L™, respectivamente). El estanque
4 con reseteo y 5 sin reseteo, indicados para 30% de proteina, presentaron acumulaciones
diferentes. La concentracion final de N-NO, en el estanque 4 fue mayor (11.6 mg L) que
en el estanque 5 (0.3 mg L), en este caso se observa claramente que en el estanque 5 se
llevo a cabo el proceso de nitrificacion completa, ya que el nivel de N-NO3; fue mayor
(28.4 mg L") que en el estanque 4 (1 mg L™), lo cual indica la conversion de N-NO, a N-

NOs en el estanque 5 y acumulacion de N-NO, en el estanque 4 (Figura 10).

En el caso del experimento 1 la acumulacién también estuvo relacionada con el
nivel de proteina en la dieta. En la semana 8 y 9 se registro la mas alta concentracion de N-
NO, (33.2 y 5.5 mg L") con 35% de proteina, al mismo tiempo el tratamiento con 30 % de
proteina present6 31.7 mg L™, mientras que en el tratamiento con el nivel mas bajo de

proteina de 25%, la concentracién de N-NO, fue significativamente menor (25.4 mg L™';
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Figura 4). La concentracion de N-NO; también fue dependiente del nivel de proteina, pero
los picos maximos difirieron en tiempos (Figura 5). Por todo lo anterior, la concentracién
del NID también varié de acuerdo con el nivel de proteina (Figura 6), tal y como lo han
reportado por algunos autores en sistemas de cultivo similares (Xu y Pan, 2013; Xu et al.,
2013), en contraste hay autores que no reportan diferencias en la concentracion de
nutrientes nitrogenados entre el nivel de proteina (Wasielesky et al., 2006; Yaemsooksawat

et al., 2009).
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Tabla X. Concentracién de compuestos residuales en diferentes sistemas de cultivo:
biofloc (BF), agua clara (AC) recirculacion de agua (SRA), total de sélidos
suspendidos (TSS) “semana, ~sin/con sustratos 20y~ con reduccion TSS.

Siste P- Supervivenc Densidad
TAN N-NO, N-NO; Autor
ma PO, ia (%) (org/m2)

BF 0.12 0.44 1.68 75-90
224 Xuetal, 2013

AC 0.11 0.2 0.94 91

BF 0.3 0.3 15.6 0.9 97.4 390 Baloi et al., 2013

BF- 0.12- Yaemsooksawat et
0.37-0.76  0.10-0.4 75-90 100

AC 0.27 al., 2009

Lezama-Cervantes et

al., 2010

BF 0.4 0.9 1.3 81.5 1000 m3 Emerenciano et al.,
AC 0.1 0.5 1.1 84.8 2012
BF 1 0.8 85 124
- Ray et al., 2012
BF 0.3 1.1 48 50
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8.1.4. Acumulacion de compuestos nitrogenados residuales a niveles toxicos en el medio
de cultivo

La acumulacion diferencial de compuestos nitrogenados a lo largo de la fases (FI,
FII, FIII y FIV) en el cultivo en CIBNOR y Acuacultura Mahr (experimento 1y 2), desde
el punto de vista del ambiente en donde se cultivaron los camarones, generaron al menos
dos principales factores de estrés ambiental: 1) la acumulacion de N-NH; en la Fl y 2) la
acumulacion de N-NO, en la FII y FIII junto con la mezcla de N-NO,, N-NO; y N-NH4 en
la fase FIV, debido a que se ha observado que la supervivencia, crecimiento, muda u otros
aspectos fisiologicos de los organismos en cultivo es afectada por la acumulacion de
compuestos nitrogenados en el medio de cultivo (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Colt

y Armstrong, 1981).

8.1.4.1. Acumulacion de N-NH3

Los niveles de TAN, la cual es la suma de la forma ionizada y desionizada (NH3-N
+ N-NH,), donde el amonio no-ionizado NHj3 (amoniaco) es la especie quimica a la cual se
le atribuyen efectos toxicos, y por lo tanto esta forma es la responsable de un menor
rendimiento de los organismos en cultivo, por lo tanto el indicador de estas condiciones son
las altas concentraciones de TAN y/o NHj. Algunos ejemplos de dichos efectos toxicos
son: 1) disminucion de la capacidad respiratoria debido a la inhibicion de la absorcion de
Na+, 2) Incremento de pH intercelular, debido a que NHj3 en el sistema circulatorio es
disuelto produciendo amonio ionizado (N-NH,") y iones hidroxilo (OH-), lo cual reduce la
capacidad del transporte de oxigeno, 3) Altos niveles de NHj3 podrian provocar una
inversion en la reaccion glutamato deshidrogenasa removiendo el a-cetoglutarato del ciclo
de Krebs, favoreciendo la acumulacion de glutamato y con esto la disminucién de la
cantidad de NADH y por lo tanto una menor produccion de ATP disponible. La toxicidad
varia con la salinidad, temperatura, pH, especie y tiempo de exposicion (Warren, 1962;
Colt y Armstrong, 1981; Handy y Poxton, 1993). También se ha reportado que la toxicidad
incrementa rapidamente con niveles pobres de oxigeno disuelto en el agua, el cual podria

ser el resultado de altos consumo de oxigeno por la exposicion a condiciones adversas o por

99



el consumo de comunidades heterotroficas (Jiann-Chu y Tzong-Shean, 1989; Wajsbrot et

al., 1990).

En la tabla XI y XII se muestran concentraciones letales medias (LCsg) que han sido
reportadas por varios autores y representan una medida comunmente utilizada en la
bibliografia para reportar la concentracion de TAN y/o N-NHj3 a la cual se alcanza un 50%
de mortalidades de los organismos en cultivo. En la tabla XI y XII se observa que la LCs
depende del tiempo de exposicion, ya que disminuye conforme los organismos permanecen
mas tiempo bajo determinadas concentraciones de nitrégeno residual (Jiann-Chu y Shun-

Chiang, 1990).

Altas concentraciones de TAN (120 mg L) llevan a altas (100%) y rapidas
mortalidades (18-38 horas), pero a concentraciones menores por ejemplo de 40 mg L™ las
altas mortalidades (90-97%) se presentan después de 108-168 horas de exposicion. En el
caso de Hernandez-Herrera et al., (1999) se observa que las mortalidades de 100% se
alcanzan mas rapidamente que lo reportado por otros autores, debido a que los camarones
fueron estudiados en su fase larvaria, a diferencia de los otros autores que trabajaron con
camarones juveniles, siendo esto una evidencia de mayor susceptibilidad a las
concentraciones de TAN en etapas tempranas del camardn. Particularmente, las
concentraciones de N-NHj; reportados por diferentes autores y en comparacion con los
niveles de N-NHj3 encontrados en el cultivo en el experimento 1, fueron menores y con
menores tiempos de exposicion (Figura 3) que los valores de LCs, reportados en estos

trabajos (Tabla XII).

A pesar de que la mayor concentracion de N-NH; se presentod en el tratamiento
microbiota y 35% de proteina, no causo problemas de toxicidad, debido a que la exposicion
fue menor a 0.45 mg g por 48 hrs, tiempo al cual se ha reportada toxicidad pero con
mayores concentraciones de N-NH; (1.7-2.5 mg L™;Tabla XII; Jiann-Chu y Shun-Chiang,
1990; Ostrensky y Wasielesky, 1995; Lin et al.,1993; Hernandez-Herrera et al., 1999;
Cohen et al., 2005; Lin y Chen, 2003). En la figura 9 y 10 se muestra la concentracion de

N-NH; en los estanques 1 al 5 del experimento 2, donde se indica las concentraciones
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toxicas reportadas en la tabla XII y se observa que no se alcanzaron niveles toxicos en
dichos estanques, los cuales fueron asignados con 25% y 30% de proteina. Por todo lo
anterior, el ambiente en la FI en el cual se desarrollaron los camarones en experimento 1y
los estanques 1 al 5 en el experimento 2, no fue un ambiente téxico, por lo cual la

acumulacion de TAN y N-NHj; no fue un factor estresor importante en este caso.

Por otro lado, en los estanques 6 y 7 de 35% de proteina (experimento 2) se presento
un mayor riesgo de toxicidad, debido al aumento de TAN en el final del cultivo o FIV
(Figura 11). La diferencia entre el estanque 6 y 7, es que en el primero se presentd una
concentracion por arriba de 0.30 N-NH; mg L™ alrededor de 24 hrs, mientras que en el
estanque 7 dicha concentracion se mantuvo por mas de 96 hrs, lo cual coincide con 21% de
mortalidad en este estanque en ese periodo con una supervivencia final del 66% (Figura
18). De manera similar, las mortalidades debido a concentraciones relativamente bajas de
N-NHj3 (0.32 mg L™), pero altos tiempos de exposicion han sido reportadas en el trabajo de
Ostrensky y Wasienesky, 1995, la cual ocasiondé mortalidades del 50% a 96 horas de
exposicion (Tabla XII).

Los niveles de TAN en la etapa de maternidad, fueron mayores que en la etapa de
engorda en todos los estanques, por lo cual probablemente el N-NH; fue mayor pero
seguramente no paso a niveles criticos si se considera que las supervivencias fueron

mayores al 90%.
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Tabla XI. Concentracién letal media (LCsp) de TAN en camarones a diferentes

tiempos de exposicion.

REFERENCIA

TIEMPO (h) LCs (mgL™)

Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990

Hernandez-Herrera et al., 1999

Ostrensky y Wasiefiesky, 1995
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995
Hernandez-Herrera et al., 1999
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990

12
12
15
18
21
24
24
36
48
48
72
72
96
144

115.17
81.7
70.7
59.9
48.2

34
24.19
68
8.59
22.7
5.65
45
5.49
36.71
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Tabla XII. Concentracion letal media (LCsy) de N-NH3; en camarones a diferentes tiempos de

exposicién.

REFERENCIA TIEMPO (h) LC50 (mgL™
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990 12 3.26
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 24 4.7

Linetal.,1993 24 2.3

Cheny Lin,1991 24 1.85

Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 24 1.4
Alcaraz et al., 1999 24 1.49
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990 36 1.9
Jiann-Chu y Tzong-Shean, 1989 48 2.5
Linetal.,1993 48 1.7

Cheny Lin,1991 48 1.2
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 48 0.4
Alcaraz et al., 1999 48 1.19
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 72 1.54
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990 72 1.5
Linetal.,1993 72 1.4

Cheny Lin,1991 72 0.73
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 72 0.33
Alcaraz et al., 1999 72 1.12
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 96 1.04
Linetal.,1993 96 1.3

Cheny Lin,1991 96 0.4
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 96 0.32
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990 144 1.04

8.1.4.2. Acumulacion de N-NO, y N-NO3
La acumulacién de nitritos (N-NO,) en los sistemas de cultivos incrementa el riesgo de

mortalidad debido a su gran toxicidad, la cual depende de las condiciones de cultivo (la
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salinidad, temperatura, pH, etc.), de la especie y el tiempo de exposicion (Colt y
Armstrong, 1981).

En el caso de los camarones y de otros invertebrados en lugar de hemoglobina se
presenta hemocianina, una proteina que se encuentra libremente en la hemolinfa y tiene en
su estructura cobre dinuclear para el transporte de dos moléculas de oxigeno a diferencia de
la hemoglobina. Cuando existe un ambiente con altas concentraciones de N-NO, y
conforme se aumenta la exposicion, se presenta una menor afinidad del O, por la
hemocianina, por lo tanto existe el incrementando de des-oxihemocianina (sin oxigeno) en
la hemolinfa, la cual es oxidada para convertirse en metahemocianina por la acumulacién
de nitritos en la hemolinfa (Chen y Cheng, 1995; Beltramini et al., 1995). También se han
reportado otros efectos de la exposicion a altas concentraciones de nitritos, tales como la
disminucion de la tolerancia térmica, que a su vez estd relacionada con la baja capacidad
del transporte de oxigeno (Colt y Armstrong, 1981).

En camarones, se ha reportado que la LCsy de 10-14 N-NO, mg L' a 96 horas de
exposicion y al igual a otros compuestos toxicos, este valor varia de acuerdo al tiempo de
exposicion, tal y como se muestra en la tabla XIII.

Por otro lado, los nitratos (N-NOs3) también afectan la osmoregulacion y la capacidad del
transporte de oxigeno de los camarones en cultivo, pero son necesarias mayores
concentraciones en comparacion con N-NH3 y N-NO,, para que los N-NOs provoquen
dichos efectos. En camarones se ha reportado una LCsy de 3400 N-NO; mg L! (Colt y
Armstrong, 1981).

En general el caso del tratamiento con microbiota (experimento 1), las maximas
concentraciones de N-NO, y N-NOj se presentaron el al fase I y III (Figura 4 y 5), donde
las concentraciones de N-NO;, y N-NOs se relacionaron con el nivel de proteina en la dieta.
Estas concentraciones fueron mayores a los 25 mg L' de N-NO, en la fase III, las cuales
son consideradas toxicas a 72 horas de exposicion (Tabla XIII). En el caso del tratamiento
35% de proteina, estos niveles toxicos se presentaron durante mas de 96 horas, por lo cual
generaron la mortalidad de camarones en la semana 8 a 9 (Figura 16). El tratamiento con
30% de proteina presentd menores concentraciones de N-NO, pero de acuerdo con

Ostrensky y Wasielesky, 1995 una concentracion de 10.7 N-NO, mg L™ es suficiente para
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disminuir el desempefio de los organismos en cultivo en 96 horas de exposicion, resultando
menores supervivencias, por lo cual también se presentaron grandes mortalidades en este
tratamiento (Figura 16; Tabla XIII). Los camarones en tratamiento con microbiota y 25%
de proteina fueron menos afectados por la acumulacion de N-NO, (2.5 N-NO, mg L™), sin
embargo es factible considerar como toxica una concentracion mayor a 1.5 N-NO, mg L'
que se presentd durante mas de 9 dias (216 horas aproximadamente), la cual podria

explicar la disminucion en la supervivencia de 93% a 71% al final del cultivo (Figura 16).

El aumento de N-NO, en sistemas con bajo recambio y con la inoculacién de
microorganismos, muy probablemente ocurrid6 como resultado del aporte de grandes
cantidades de nutrientes que fueron retirados mediante recambio de agua vy
consecuentemente se acumularon en el sistema como materia organica, que es parcialmente
oxidada en grado suficiente para aumentar la concentracion de NID, y particularmente de
NO; (Emerenciano et al., 2011). La presencia de compuestos nitrogenados a niveles toxicos
pudo originarse también a una baja asimilacion por parte de la comunidad heterotrofica
combinada con la ausencia de comunidades autofototroficas como las que forma parte del
fitoplancton y que tienen mayor capacidad de asimilaciéon. También pudieron haber
contribuido procesos de desnitrificacion de NO3 a NO2 por bacterias del género Bacillus
suministradas diariamente algunas de las cuales tienen esta capacidad. Aspectos que pueden

ser abordados en estudios posteriores.

La acumulacion de compuestos nitrogenados hasta niveles toxicos ha sido prevenida
por medio del control de la relacion C:N, la cual induce a la asimilacion de TAN por parte
de la comunidad microbiana. Por ejemplo Emerenciano et al., 2012 reportan que una
proporcion de C:N de 20:1 es capaz de mantener la concentraciones a niveles no toxicos en
un cultivo de postlarvas de camarén del 1000 org/m’ atin con la alimentacion de alto nivel
de proteina (40%), en comparacion con los experimentos 1 y 2 el mantenimiento de dicha
proporcion no se logrd, debido a que no se controld cuantitativamente la relacion C:N
durante los experimentos. En el caso del experimento 1 se comprobo por medio del analisis

quimico proximal de los camarones que la relacion C:N fue menor a 1, por lo tanto la
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cantidad de carbono vertido en los acuarios no fue insuficiente para promover la conversion
por medio de microorganismos heterétrofos, del nitrégeno mineral (N-NH4, N-NO; y N-

NO3) a nitrégeno organico.

Lo anterior es debido a que el crecimiento de las comunidades microbianas es
promovido por la disponibilidad de una fuente de nitrégeno inorganico y carbono organico
para la produccién de proteina microbiana. La fuente de nitrégeno inorgénico es el amonio
(NH3) derivado del catabolismo de proteinas de los organismos cultivados o de la
descomposicion de la materia organica. En una proporcion de C y N de 4:1, el carbono es
utilizado por los microorganismos para procesos metabolicos (condiciones aerobias), pero
si se pretende optimizar el uso del carbono para maximizar la sintesis de proteinas la
proporcion deberéd ser mayor (10:1) para promover la produccion de proteina microbiana.
Esto se ha logrado en la acuicultura por la inoculacién de fuentes de carbono baratas
(melaza, trigo o metanol) o la disminucion del nivel de proteina en la dieta (Avnimelech,
1999; Ray et al., 2011; Azim y Little, 2008; Singer, 2008). Bajo estas condiciones la
absorcion de nitrégeno promovido por el crecimiento bacteriano disminuye la
concentracion de TAN mas rapidamente que la nitrificacion, debido a que se favorece la
presencia de sustrato de las bacterias heterotroficas en mayor medida las cuales convierten
el nitrégeno inorganico en aminoacidos en comparacion con las bacterias nitrificantes

(Crab et al., 2007; Mook et al., 2012; Figura 2).
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Tabla XI11. Concentracion letal media (LCs) de N-NO, en camarones

NITRITOS
REFERENCIA TIEMPO (h) LCso (mgL™)
12 229.72
Jiann-Chu y Shun-Chiang, 1990 20 210
72 90
144 37.97
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 24 61.9
Linetal.,1993 24 83.4
Cheny Lin,1991 24 87.8
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 24 277.8
Alcaraz et al., 1999 24 268.1
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 48 332
Linetal.,1993 48 53.8
Cheny Lin,1991 48 55
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 48 41.6
Alcaraz et al., 1999 48 248.8
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 72 20.5
Linetal.,1993 72 21.8
Cheny Lin,1991 72 25
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 72 14.5
Alcaraz et al., 1999 72 167.3
Jiann-Chu y Tzong-Chiang, 1989 96 13.6
Linetal.,1993 96 13
Cheny Lin,1991 96 20.6
Ostrensky y Wasiefiesky, 1995 96 10.7
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8.2. Parametros productivos
Los parametros fisicoquimicos, tales como oxigeno disuelto (OD), temperatura,
salinidad y pH se mantuvieron en rangos aceptables para el cultivo de L. vannamei en las

tres fases descritas (ver apartado 10.2 y figura 12; Alday-Sanz et al., 1998).

La salinidad aument6 en los acuarios con el tratamiento microbiota en comparacion
con los acuarios de agua clara, debido a la evaporacion y a los bajos recambios de agua,
este aumento de salinidad ha sido reportado en otros experimentos con bioflocs
(Emerenciano et al., 2012). No se observaron diferencias entre la concentracion de oxigeno
disuelto y pH entre microbiota y agua clara, a pesar de que diversos autores reportan bajos
niveles de pH y OD en tratamientos con bioflocs o bajos recambios de agua, lo cual se le
atribuye a la presencia de una comunidad de bacterias heterotroficas, la cual incrementa los
niveles de dioxido de carbono (Emerenciano et al., 2012). Si bien es razonable suponer que
una aireacion eficiente es capaz de compensar la tendencia hacia una disminucién del OD,
es mas dificil poder contrarrestar la disminucién del pH. Por lo anterior, es posible que la
comunidad heterotréfica no fuera bien establecida en los acuarios con microbiota o no se

presentd en biomasa suficiente.

8.2.1. Sistemas de cultivo

En la tabla XIV se muestra el desempefio en cultivo de L. vanamei en diferentes
sistemas de cultivo, donde en la primera parte se observa que en sistemas de agua clara, es
decir, con altos recambios de agua, el mejor crecimiento se presenta con altos niveles de
proteina cruda (PC). Xia y colaboradores (2010) experimentan con altos niveles de proteina
en la dieta (31-47%) y observan un decremento en el crecimiento a 47% y no encuentran
diferencias significativas entre 43% y 39% aunque a 43% se presenta el menor FCA, por lo
cual el desempefio de los organismos en cultivo es mejor a 43% de PC. Esta relacion
directa entre el crecimiento y el nivel de proteina en la dieta en sistemas de agua clara fue
confirmada en el presente trabajo (experimento 1) ya que a 35% de proteina los camarones
crecieron 0.43 g por semana y con el menor FCA en comparacion con 25% de proteina
(0.35 g.semana’'; tabla IV). Sin embargo, en tratamientos con microbiota en el experimento

1, el crecimiento no estuvo relacionado directamente con el nivel de proteina ya que el
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mayor crecimiento fue a 30% de proteina en la dieta que a su vez fue mayor que en el
tratamiento de agua clara al mismo nivel de proteina (Figura 13). Lo anterior concuerda con
otros trabajos que reportan mayor crecimiento en camarones cultivados en sistemas que
promueven la presencia de microorganismos con relativamente bajo nivel de proteina
(microbiota y biofloc) en comparacién con camarones cultivados en agua clara (Tabla XIV;
Emerenciano et al., 2012; Ju et al., 2008; Epp et al., 2002; Tacon et al., 2002; Gonzalez-
Félix et al., 2007).

Lo anterior es evidenciado por Ju et al., (2008) quienes extrajeron el biofloc de un
cultivo de camarén para agregarlo en el alimento comercial y observaron que el
crecimiento mejor6 al incluir el 100% de biofloc natural, a pesar de que éste presentd un
menor nivel de proteina. Por lo anterior, resalta la importancia de mantener el alimento
natural en el estanque sin procesamiento, como el aplicado a los alimentos formulados,
debido a que estos procedimientos de altas temperaturas, presiones y extracciones con
solventes provocan la oxidacion de diferentes compuestos, mientras que, por medio de una
dieta natural es posible ofrecerle al camardon micronutrientes, amino-azicares, compuestos

bioactivos importantes para mejorar su crecimiento (Ju et al., 2008).

La supervivencia en el tratamiento de agua clara fue superior al 85% por lo cual las
condiciones de cultivo fueron favorables para los camarones, haciendo de éste un grupo
control confiable para comparar con el tratamiento de microbiota. En relacion con lo
anterior, ¢l crecimiento de L. vannamei cultivado en agua clara fue similar a los reportados
por diferentes autores (Tabla XIV). Se han reportado mayores tasas de crecimiento semanal
en agua clara con altas densidades de cultivo, debido a la implementacion de mayores
niveles de proteina en la dieta (43%; Xia et al., 2010) o debido a menores densidades de

cultivo (Tabla XIV; Zhu et al., 2010).
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Tabla XIV. Reportes de desempefio de L. vannamei en diferentes sistemas de cultivo:
agua clara (AC), biofloc (BF). Tasa de crecimiento semanal (k) en g.sema™,
supervivencia (S), factor de conversién alimenticia (FCA) y densidad (D).

Sistema MEJOR S FC D
Autor ) k )
cultivo CRECIMIENTO (%) A org/m
Zhu et al., 2010 AC 44% PC y 6% LIPIDOS 1.23 100 1.2 78
Xiaetal., 2010 AC 43% PC 1.24 93 254 374
. 0.16-
Smith et al., 1985 AC 36% PC 4.4
0.21
Ming-Yan et al.,
AC 42% PC 0.51 97 1.09
2010
Velasco et al., 2000 AC 25% PC 0.03 98 1.4 444
inclusion 100% de
Ju et al., 2008 AC 1.03  91.7 4.18 60y 120
bioflocs (39%PC)
Emerenciano et al., AC 0.50 85 1000 m’
Biofloc (40% PC)
2012 BF 0.65 8I1.5
Xu et al.,2013 BF 30% PC 1.07 85 224
Gonzalez-Félix et
BF 25% PC 0.61 66
al., 2007
Baloi et al., 2013 BF 24 hrs de luz (35% PC) 0.21 97 1.9 390
Wasielesky et al.,
Aquamats agua residual (35% PC) 1.26 99 300
2006
Yaemsooksawat et
M 24-32% PC 1.34 100
al., 2009
con sélidos suspendidos 76- 1.9- 3
Ray et al., 2012 M 0.90 460 m
(35% PC) 79 2.1
Vinatea et al., 2010 BF 0.92 610
_ 238y
Schveitzer et al., sin sustratos y 238 org/m3  0.15  70.6 4.1 5
BF 473 m
2013
con sustratos y 238 org/m3  0.29 952 1.6
Alimento de harina de
Scopel, et al., 2011 BF 0.77 80 1.46 235

pescado y soya
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Cabe mencionar que en el presente trabajo en el experimento 1, el FCA promedio en
los tratamientos de agua clara y microbiota fue arriba de 2, lo cual se debid a
principalmente a un mayor desperdicio del alimento en los acuarios con microbiota en la
FII (semana 9 y 10 de cultivo) debido a los condiciones adversas a las que se enfrentaron

los organismos.

Lezama-Cervantes et al., en 2010 analizaron el desempefio de un cultivo con un
sistema de recirculacion del agua o hidrociclon y un tapete microbiano bajo condiciones de
laboratorio y reportaron una mayor tasa de crecimiento en el cultivo con este tipo de
sistemas (1.54 g.semana™'). Los autores concluyen que el mejor desempefio en este tipo de
cultivo se debe a que las condiciones de cultivo del tapete microbiano fueron adecuadas
para el desarrollo y madurez de grupos taxonémicos importantes para la remocion de
compuestos nitrogenados, fosfatados y carbonosos como por ejemplo diatomeas (Nitzchia
sp., Navicula sp.), cianobacterias (Phormidium bohneri, Oscillatoria sp., Phormidium sp.),

ciliados y clorofitas.

Como ya se ha mencionado el mayor crecimiento en el experimento 1 se presentd
en el tratamiento microbiota durante las primeras 7 semanas (FIII) en comparacioén con el
tratamiento en agua clara, pero en la semana 8 (FIII) de cultivo se presentd una importante
mortalidad en los acuarios con microbiota, esto fue debido principalmente al aumento en la
concentracién de N-NO, (23.5 N-NO, mg L") durante un periodo prolongado que
particularmente disminuy6 (<10 mg L) al inicio de la semana 9 debido a recambio de agua
(Tabla IT). Ademas las altas mortalidades estuvieron relacionadas directamente con el nivel
de proteina en la dieta ya que el tratamiento con microbiota y 35% de proteina presentd una
mortalidad del 43% (ver apartado 8.1). Al presentarse un ambiente con altas
concentraciones de N-NO; hasta niveles toxicos en el agua con microbiota (ver seccion 8.3)
el crecimiento de camarones bajo estas condiciones también se vio afectado. El efecto
toxico a nivel de peso, supervivencia y consecuentemente en la biomasa, igualmente se
observo relacionado con el nivel de 25 y 30% de proteina en la dieta (Figura 14 y 15), en
estos tratamientos el desempefio en cultivo disminuy6 hasta niveles por debajo del

desempefio de los camarones en agua clara, tal y como se observa en la figura 17. La

111



disminucién de la supervivencia fue significativa en el desempeiio de los camarones ya que
ha sido reportado por diversos autores que la supervivencia, crecimiento, muda u otros
aspectos fisiologicos de los camarones son afectados por la presencia de altas
concentraciones y tiempos de exposicién a compuestos nitrogenados en el agua del cultivo

(Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Colt y Armstrong, 1981).

En el cultivo en granja (experimento 2) los camarones del estanque 1 (25% de
proteina) presentaron el mejor desempeiio en cultivo ya que tuvieron los mayores
incrementos de peso (figura 20), mayores supervivencias y menores valores del FCA
(Tabla III). Sin embargo, la mayor tasa de crecimiento semanal se presentd en el estanque
6, pero en este caso se presentaron altas mortalidades y el mayor FCA, por lo tanto
disminuy6 el desempeno, debido a que éste es una relacion entre la supervivencia, la tasa
de crecimiento y el FCA. Al igual que en el caso anterior el estanque 5 (30% proteina)

presentd bajo desempefio en cultivo en comparacion con los estanques 1 al 4.

Entonces tenemos que, en estanques donde se alimentd con altos niveles de proteina
(35% de proteina) presentaron las menores supervivencias debido a que la concentracion de
compuestos nitrogenados fue mayor que en los estanques de menor proteina (25% y 30%
de proteina; ver apartado anterior) aunado a decremento en la concentracion de oxigeno
disuelto y a problemas técnicos (Figura 8). En sistemas similares a los del presente trabajo
(Tabla XIV), se ha reportado una menor supervivencia, especificamente el trabajo de Ray
et al. (2011) y Schveitzer et al. (2013) incluyen la alimentacion con altos niveles de
proteina (35 a 40%).

También en la tabla XIV se muestran otros parametros productivos de diferentes
cultivos de L. vannamei. La tasa de crecimiento semanal (k) que se reporta en los diferentes
estanques es mayor a los reportes en la tabla XIV, con excepcion de Wasielesky et al.
(2006) y Yaemsooksawat et al. (2009) quienes reportan mayores k, sin embargo, solo en el
caso del estanque 6 se presentd tasas similares (Tabla VI). El FCA presentado en los

estanques es menor que los reportados en tabla XIV.
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Por todo lo anterior, a pesar de que en sistemas intensivos con inoculacion de
microorganismos y alimentacion de alta proteina presentan mejores y mas rapidos
crecimientos en condiciones de granja, estos sistemas son mdas vulnerables a altas
mortalidades por un mayor flujo de nutrientes y con esto menor control para mantener una

buena calidad del agua.

Los cultivos que se han reportado en el presente trabajo incluyeron la inoculacion de
microorganismos cultivados bajo las mismas condiciones, pero a pesar que se utilizd la
misma microbita en ambos cultivos, el crecimiento bajo condiciones de granja en el
experimento 2 fue en promedio 3 veces mayor en comparacion con el crecimiento bajo
condiciones de laboratorio en el experimento 1 y con lo reportado por diversos autores
(Tabla XIV). Las explicaciones de la diferencia entre los cultivos son diversas: 1)
variaciones fisicoquimicas en la calidad del agua, 2) menor estabilizacion de una
comunidad heterotrofica en el cultivo en laboratorio, 3) la presencia de fitoplancton que
incluyeron otras fuentes de nutrientes naturales en los estanques del experimento 2, 4) la
presencia de comunidades autotréficas que pudieron asimilar los N-NO; y N-NOs, 5) con
referente a lo anterior, al disminuir las concentraciones de N-NO; y N-NOs, resulta en un
ambiente mas favorable en el experimento 2 en comparacion con las altas concentraciones
de N-NO, principalmente, alcanzadas en el experimento 1 y 6) un mayor flujo de agua, y
mayor exposicion a distintos estimulos externos en los acuarios del experimento 1, por lo

cual el grado de estrés fue mayor en comparacion con camarones en el experimento 2.

El caso en especifico de los camarones cultivados en el estanque 6 (35% de
proteina) quienes presentaron los valores mayores de crecimiento semanal durante todo el
ciclo de cultivo, fue coincidente con la constante presencia de microalgas en el sistema.
Brune et al. (2003), Burford et al. (2004), Cohen et al. (2005), Vinatea et al. (2010) y Boil
et al.,, (2013) también reportan que el crecimiento de camarones cultivados en altas
densidades en sistemas cerrados estd determinado por la presencia fitoplancton tal y como
se observo en el caso del estanque 6 donde se presentaron las mayores tasas de crecimiento

relacionadas con microalgas.
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8.2.2. TSSy VS

El total de solidos suspendidos (TSS) se ha relacionado como indicador de 6ptimos
niveles de aeracion y como medida para maximizar el aérea que utiliza la comunidad
microbiana heterotrofica para asimilar los compuestos nitrogenados (Azim, 2008). En los
estudios de Ray et al. (2012), al reducir la cantidad del TSS en el cultivo de L. vannamei, se
observa un decremento en la abundancia bacteriana del sistema y por lo tanto disminuye la

nitrificacion y se estimula el aumento de microalgas.

Las variaciones en el TSS estan relacionadas con cambios en la composicion y la
abundancia de la microbiota, debido a las exigencias ecologicas o a la sucesion en las
comunidades. Schrader et al., (2011) reportan una sucesion en las comunidades en los
bioflocs, donde observaron que en las primeras etapas las algas verdes y diatomeas
dominaban la comunidad del fitoplancton. También se ha observado que los protozoarios
pueden llegar a dominar la comunidad fitoplanctonica (Emerenciano et al., 2012). Aunque
en el presente trabajo se observo las variaciones del TSS no fue posible identificar la
variacion de microorganismos presentes en el sistema de cultivo. También cabe aclarar que
las condiciones en el experimento 1 no fueron favorables para el crecimiento de

microorganismos fotosintéticos.

En el sistema de hidrociclon de Lezama-Cervantes y colaboradores (2010) reportan
bajos niveles TSS (20-46 mg L) y en comparacién con el experimento 1 a nivel
laboratorio la concentracion de solidos fue 5 veces mayor (Figura 21), lo cual es similar al
control del experimento de Lezama-Cervantes y colaboradores (2010) que no contaban con
el hidrociclon de un maximo de 123 sélidos mg L. La acumulacion de solidos en el
sistema del presente estudio fue debido a los bajos recambios de agua realizados en las

primeras 9 semanas de cultivo (Tabla II).

El TSS del experimento 1 se encuentra dentro del rango que ha sido reportado en
otros estudios que se muestran en la tabla XV sin embargo, no hay reportes de diferencias

entre niveles de proteina en la dieta (Lezama-Cervates et al., 2010, Ballester et al., 2010,
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Xu y Pan, 2013 y Schveitzer et al., 2013), mientras que en ¢l presente trabajo se observa en

la Figura 21 una relacion directa entre el TSS y el nivel de proteina.

La produccién de alimento natural por parte de la microbiota puede ser estimada por
el TSS en el sistema (Azim, et., al. 2008) y considerando el promedio el TSS en el
experimento 1 fue en promedio de 150, 168 y 172 mg L™ en 69 dias de cultivo para 25, 30
y 35% de proteina en la dieta respectivamente (Figura 21), la estimacion de la produccion
de floculos disponibles como alimento es de 2.5, 2.8 y 2.9 mg L™ por dia, este aporte de la
biota natural en el sistema del presente estudio es muy bajo en comparacién a otro

reportados (6.25 mg L™ dia; Azim et al., 2008).

El control del TSS también es importante debido al riesgo de obstruccion branquial
a altos niveles de solidos en el agua (Emerenciano et al., 2012). Samocha et al. (2007)
recomienda valores por debajo de 500 mg L™ en el cultivo de camarén, en comparacion con
el experimento 1, los niveles fueron por debajo de 400 mg L™ (Figura 22), por lo cual se
descarta la obstruccioén branquial como factor estresor en el cultivo realizado. En el caso del
experimento 2 a pesar de que no se midié directamente la cantidad de TSS, se observo que
el volumen de sélidos (VS) fue menor (25 ml L™'; Figura 23) que en el experimento 1 (por
debajo de 90 ml L™'; Figura 22) por lo cual probablemente la cantidad de TSS tampoco fue

critica.

Unos de los pocos trabajos que reportan el VS en el sistema de cultivo es el de Xu et
al., (2012). El VS reportado con el nivel mas bajo de proteina (25%) fue de 2-12 ml L™
(Figura 22) similar al promedio reportado por Xu et al., (2012; 3-22 ml L), quienes no
encuentran relacion con el nivel de proteina en la dieta, sin embargo, en el presente trabajo
se observd que el VS es mayor conforme aumenta el nivel de proteina, hasta llegar a
duplicar el VS con 35% de proteina (3-83 ml L™'; Figura 22), lo cual no ha sido reportado

en algun otro trabajo.
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Tabla XV. Total de sélidos suspendidos reportados por diferentes autores.

TSS (mg L'l) Referencia

20.4-45.6 Lezama-Cervantes et al., 2010
139.7 Xuetal., 2013
194.4 Ballester et al., 2010
150-200 Martinez-Cérdova et al., 2011

300-400 Xuy Pan 2013
100-400 Emerenciano et al., 2012
453 Ray et al., 2012
436-520 Schveitzer et al.,2013
591 Baloi et al., 2013
403-735 Vinatea et al., 2010
820 Ray et al., 2012
500-900 Ray etal., 2010

8.2.3. Tamafio de particula

La primer muestra para ser analizada fue tomada el 20-sep-12, fecha en la cual el
cultivo se encontraba en la fase II con relativamente bajas concentraciones de N-NO, y N-
NOs bajo estas condiciones la mayoria de las particulas en suspension (62%) presentaron
una medida de 30-100 um. Posteriormente el 12-oct-12 el tamafio de particulas aumento a
40-130 pm cuando el cultivo se encontraba en la FIII, por lo cual la concentracion de N-
NOs; aumento notablemente y la concentracion de N-NO;, continuaba aumentando (Figura
4 y Figura 5). Estos rangos del tamafio de particulas han sido encontrados en el agua de
otros cultivos, por ejemplo, Azim y colaboradores (2008) reportan el tamafo de flocs de
100 a 200 um en donde se encontraron microorganismos como protozoarios, rotiferos y
oligoquetos. Mientras que Azimi et al., (2012) reportaron en general un aumento del
tamafio de particula de 53-63 a 75-106 um. El aumento de la talla y estructura de las

particulas organicas esta relacionada con la sucesion de comunidades microbianas bajo
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diferentes factores bioldgicos y fisicoquimicos (Emerenciano et al., 2011). Por lo anterior,
se concluye que el aumento de particula esta relacionado con el desarrollo del cultivo y se
debe muy probablemente a la sucesion de diferentes organismos que se presentan a lo largo

de la sucesion de comunidades microbianas.

Kuhn et al., 2008 reporta el promedio del tamano de particula de 78.5 um en el agua
de un cultivo de tilapia y un promedio del tamafio de particula de 250 um en el agua tratada
para formar bioflocs, esta ltima es un tamafo mayor al reportado en el presente trabajo a
pesar que el agua en los acuarios con microbiota fueron madurados 11 dias antes, esto no
fue suficiente para aumentar la biomasa microbiana para la obtencién de un tamafio mayor
de particula. El tamafo de particula mayor a 200 um es una caracteristica requerida para ser
un alimento visible para los camarones en cultivo. Ademds cabe mencionar que
posiblemente la aeracion pudo ser otro factor determinante para el tamafio de particula, por
ejemplo Kuhn et al., 2008 reporta una mayor area (12 cm) de difusor en un acuarios de
menor capacidad (10L) en comparacion con el presente trabajo (6cm/60L), esto tiene a
lugar ya que es precisamente el difusor la parte fundamental para la compactacion de

particulas.

8.3. Variables fisioldgicas.

Para evaluar el efecto de los factores en los camarones cultivados en el experimento
1 (microbiota y el porcentaje de proteina en la dieta) y experimento 2 (grupo estrés,
estanque y nivel de proteina en a dieta), se han propuestos diferentes variables que se
consideran indicativos de la condicion fisioldgica y nutricional de los camarones, estas
variables son los niveles de glucosa, lactato, proteinas totales y triglicéridos en hemolinfa,

musculo y hepatopancreas (Racotta y Palacios, 1998; Rosas et al., 2002).

8.3.1. Hemocianina
La hemocianina es una proteina hemolinfatica multifuncional con funcidén

transportadora del oxigeno, reserva de proteina circulante, proveedor de aminoacidos como
osmolitos, precursor de péptidos con actividad fungicida y con actividad fenoloxidasa, por
lo que su concentracion es reflejo de estado fisioldgico del organismo. Ademas el nivel de

hemocianina, asi como el nivel de proteina en la hemolinfa, indican la movilizacion de
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proteinas desde los sitios de reserva, para la sintesis de tejido nuevo por lo que este
indicador ayuda a comprender el estado nutricional de los organismos en cultivo. (Rosas et

al., 2004).

En general, se observa que el contenido de hemocianina en el experimento 1 en el
tratamiento con microbiota (61.5 mg ml") y agua clara (89.1 mg ml™) es similar al grupo
estrés y grupo control, respectivamente, reportado diversos autores (Tabla XIV). Los
niveles significativamente menores de hemocianina en los camarones del tratamiento de
microbiota (61.5 mg dI™), posiblemente se debe al efecto de la acumulacion de N-NO,
hacia el final del cultivo, debido a que los N-NO, en concentraciones elevadas pueden
disminuir la afinidad de la hemocianina por el oxigeno, lo cual resulta en la reduccion de

oxihemocianina (Chen y Cheng, 1995; Chen y Lee, 1997).

En el caso del contenido promedio de hemocianina en camarones del experimento 2
fue mayor (111.8 mg ml') con respecto al contenido promedio en camarones del
experimento 1 (75.3 mg ml™). En el caso del experimento 2, el contenido de hemocianina
es mayor a la mayoria de los valores reportados en la tabla XIV, a excepcion del valor de
110.6 mg ml" en condiciones de hipoxia a largo plazo (Racotta et al., 2002). En este
experimento, los niveles de hemocianina no fueron afectados por el tratamiento con la
induccién de una respuesta de estrés (Figura 30). Los niveles de hemocianina no reflejaron
una respuesta de estrés posiblemente debido a dos razones: 1) la presencia de alimento
natural, el cual pudiera aportar mayores sustratos energéticos que se utilizarian bajo una
situacion adversa (Mercier el al., 2006) y/o 2) el confinamiento en cubetas no fue un factor
lo suficientemente intenso para desencadenar una respuesta de estrés. De hecho, si bien esta
condicion de estrés lleva implicita un situacion de hipoxia en la cual se incrementan los
niveles de hemocianina, esto solo ocurre con una exposicion prolongada de 2 semanas mas
no con una exposicion de tres dias (Racotta et al., 2002), aun menos de 30 minutos como se

realiz6 en el presente trabajo.
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Tabla XVI1I. Respuesta a factores estresores en la concentracion de total de proteina (TP),
glucosa (GL), lactato (LAC), triglicéridos (TG) y hemocianina (HC) en hemolinfa, reportado
por diversos autores.

TP GL LAC TG HC

Factor estresor

Control 174.7 15.48 13.86 31

Inanicion (5% PD) 250-100 50-20 3.5-0.5 33-20

;

Control 114.9 12.9 8.05 84.6

 Hipoda@dies) 177 s el

Hipoxia (14 dias) 135.7 453 34.4 110.6

Post-alimentacion 164.5*
aumentode 4 C 79.5% 26.3* 10.20* 87.2
Con V.campbellii 8.1-6.3
c/biota 184.8* 56.8% 150
Anoxia 37.8%
~ hipoda@sh)
Aumento CO, 39.6*
Despues de nadar 70-50* 14.4-18

Inyeccién dopamina 120-130* 34.2-68.4

Post-alimentacion 90* 21 6*

con v. alginolyticus 27* 14* 43%*
Con persecusion® 111** 17.1 3.6 39.5%
Post-alimentacion 90 25 215
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Control 14mgKg'  22.7mgKg' 0.37 mmol.L™!

15
inclusion de astaxantina 18.4mg Kg'* 15.14 mgkg'* 1.01 mmol.L™'*
Control 150-175 18-26 v
aumento de 12 C 145-160 49-57*
Control 88.1* 15 3 59 65.6 17
manejo intensivo 77.7* 45% 17* 48.3 62.8
Control 140-155 30
Hipoxia 150 30-50* 18
aumento de TAN 125-130* 25-30
Hipoxi+TAN 140%* 35-70%*
Control 130 15 >10 40 19
inyeccion serotonina 100 45% 45* 30
Control 157 76 20
inclusion de acidulante 124.6* 45.4*
Control 90.1 31.8 o
con WSSV 100.7 24.8
1. Racotta y Hernandez-Herrera, 8. Hall y Ham 1998. 15. Flores et al., 2007.
2000.
9. Zhang et al., 2006. 16. Diaz et al., 2013.
2. Pascual et al., 2006
10. Chiu et al., 2006. 17. Aparicio-Simén et al., 2010.
3. Racotta et al., 2002.
11. Rosas et al., 2002. 18. Mugnier et al., 2008.
4. Rosas et al.,2001.
12. Hsieh et al., 2008. 19. Racotta y Palacios, 1999.
5. Carrefio-Mejia, 2009.
13. Mercier et al., 2006. 20. Anuta et al., 2011.
6. Thibodeaux et al., 2009.
14. Sanchez-Paz et al., 2007. 21. Annies Joseph, 2007.

7. Porchas-Cornejo et al., 2011.

8.3.2. Proteinas totales
Las proteinas son nutrientes esenciales para los camarones, ya que son fundamentales

para el crecimiento, la regulacion de la presion osmotica interna, la gluconeogénesis y el
sistema inmune. Por lo tanto, las variaciones de este nutriente en hemolinfa se puede utilizar
como un buen indicador general del estado fisiologico y particularmente del estado nutricional

(Rosas et al., 2002).

El nivel promedio de proteinas totales en hemolinfa de camarones cultivados bajo
condiciones controladas fue de 147.6 mg ml™ en el experimento 1, valor ligeramente mayor al
reportado por Racotta y Palacios en 1998 (100 mg ml™), Rosas et al., en el 2002 (93 mg ml™ y
114.9 mg ml™") y Zhang et al., en el 2006 (80-90 mg ml™) en cultivos de L. vannamei; sin
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embargo, otros autores han reportado niveles superiores como el caso de Racotta y Herrera,
2000 (174.7 mg ml™") y Rosas et al., 2002 (172.1 mg ml") éste Gltimo en juveniles de

Litopenaeus setiferus (ver Tabla XIV).

El contenido de proteinas en hemolinfa de camarones del experimento 1 fue afectado
por el nivel de proteina donde el 35% presento niveles mayores (179.1 mg ml™), lo cual indica
una mayor disponibilidad de este nutriente para la sintesis de nuevo tejido (Rosas et al., 2004;
Rosas et al., 2002). En este contexto, es admisible que el crecimiento de los camarones esté
relacionado directamente con el nivel de proteina en la dieta (Xia et al., 2010; Figura 27). A
pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento de microbiota y
agua clara, se observa una tendencia a aumentar el nivel de proteina en hemolinfa en el
tratamiento con microbiota, aunque unicamente en el tratamiento con 35% de proteina en la
dieta. Lo anterior concuerda con lo propuesto por Pascual et al. (2003) y Rosas et al. (2004)
sobre el valor de los niveles circulantes de proteina como indicador de la condicion nutricional,
lo cual indica que la inoculaciéon de microorganismos combinada con un nivel Optimo de
proteina en la dieta, puede aumentar la proteina disponible para las necesidades fisiologicas el
camaron. La misma tendencia se observo en el musculo de camarones cultivados en sistemas
con microbiota y con 35% de proteina en la dieta, al contrario que en sistemas con altos
recambios (agua clara), lo cual respalda que existe un mayor flujo de nutrientes en los sistemas
con microbiota (Tacon et al., 2002; Gonzalez-Félix et al.2007; Alvarez et al., 2002 y Xia et al.,
2010). Asimismo, la falta de diferencias significativas por efecto de la microbiota en el
contenido de proteina en el musculo en el experimento 1, puede deberse a efectos contrarios y
al igual que lo mencionado para hemocianina, la acumulacion de niveles altos de N-NO; hacia
el final del cultivo y de amonio a mediados de cultivo pudo contrarrestar el efecto benéfico de
la microbiota a nivel nutricional ya que tanto los N-NO, (Chen y Cheng, 1995; Chen y Lee,
1997) como el amonio (Chen et al., 1994; Racotta et al., 2000) disminuyen los niveles de
proteinas y hemocianina en la hemolinfa de los camarones. Sin embargo y a diferencia de la
hemolinfa, no se tiene documentado el efecto de altas concentraciones de amonio o nitritos

sobre la proteina muscular.

La concentracion promedio de proteinas en la hemolinfa de camarones cultivados bajo
condiciones comerciales (experimento 2) fue 225.7 mg ml™”, 53% mayor que el obtenido bajo
condiciones controladas de laboratorio (experimento 1), un aumento similar (57%) fue

reportado por Rosas et al. (2002) quienes también observaron mayores concentraciones de
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proteina en camarones cultivados en tanques externos y junto con otros autores, lo han
atribuido a la continua disponibilidad de comida natural en los estanques (Rosas et al., 2002;

Mercier et al., 2006; Pascual et al., 2003a).

Por otro lado, el nivel de proteinas promedio en el musculo de camarones del
experimento 2 (778 mg g') fueron similares al nivel encontrado en camarones del experimento
1 (858 mg g"'). En el experimento 2, los diferentes niveles se presentaron por el efecto
estanque y a la interaccion entre éste y el tratamiento. Las menores concentraciones de proteina
en el musculo corresponden al altos niveles de proteina en la dieta (35%) en el estanque 6, lo
cual puede deberse a los problemas técnicos ocurridos en este estanque (mayores recambios,
alta biomasa, baja supervivencia y altos niveles de nutrientes residuales) y también podrian
explicar el menor porcentaje de retencion de nitrégeno (24.5 %, Tabla VIII), que corresponde

entonces también con los bajos niveles de proteinas en los camarones del estanque 6.

En promedio, el nivel de proteinas en el hepatopancreas de los camarones en el
experimento 1 (242 mg g™') fue mayor al encontrado en el experimento 2 (146.4 mg g), que
podria simplemente deberse a un mayor contenido de lipidos, el cual se retomard en el
siguiente apartado. Por otro lado, no se observa un efecto significativo del estrés, aunque se ha
reportado una disminucion de las proteinas en hepatopancreas en condiciones de estrés
(Aparicio-Simon et al., 2009, Mercier et al., 2006, Sanchez-Paz et al., 2007). Sin embargo, la
interaccidn entre estanque y tratamiento de estrés si fue significativa, dado que sélo en el
estanque 1 y 6 se observd dicha disminucion, lo cual concuerda con que fueron los tinicos
estanques en donde se observd un incremento en los niveles de glucosa en hemolinfa y fueron

los dos estanques con el incremento mas marcado en los niveles de lactato en hemolinfa.

8.3.3. Lipidos totales y triglicéridos

Los lipidos presentan funciones diversas en los organismos, tales como reservas
energéticas (triglicéridos), estructurales (fosfolipidos), reguladoras (esteroides), entre otras.
Particularmente, los triglicéridos son una clase de lipidos, los cuales estan compuestos por una
molécula de glicerol unida a tres acidos grasos y su funcion es principalmente energética.
(Burton y Routh, 1977). Por lo anterior, los lipidos totales como los triglicéridos también han
sido considerados como indicadores de la condicion nutricional en relacion con el nivel de

lipidos del alimento balanceado (Pascual et al., 2003). Algunos trabajos reportan mayores
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niveles en el hepatopancreas en condiciones de domesticacion, en comparacion con camarones
silvestres (O’Leary y Matthews, 1990; Jiménez et al., 1995). Lo anterior también se pudo

apreciar en el presente trabajo tanto en hemolinfa como en hepatopéancreas.

En el experimento 1, los niveles promedio de triglicéridos en hemolinfa fueron de 32.6
mg dI”' lo cual concuerda con algunos valores reportados por otros autores (Tabla XIV) con los
niveles mas altos para el tratamiento con 35% proteina, particularmente para el grupo de agua
clara (45.8 mg dI'"). También en hepatopancreas se encontraron los niveles més altos tanto de
lipidos totales como de triglicéridos en el tratamiento de agua clara con 35% de proteina.
Particularmente, en el tratamiento con agua clara se reportaron mayores niveles (173.9 mg g™)
de lipidos en el hepatopancreas en comparacion con el contenido en camarones cultivados con
microbiota (124.6 mg g'; Figura 29 C), lo cual puede deberse a la utilizacién de estos
reservorios para cubrir la demanda metabolica incrementada por las condiciones adversas de
altas concentraciones de compuestos toxicos como los N-NO; en tratamientos con microbiota

(ver seccion 8.1.; Racotta y Palacios, 1998 y Hérnandez-Herrera,2000)

El hecho que solo se hayan observado los niveles mas altos de triglicéridos en
hepatopancreas sélo con una dieta con 35% de proteina (experimento 1) puede estar
relacionado con una menor utilizacion de lipidos a nivel de metabolismo energético a expensas
de una mayor utilizacion de proteina dado que hay mayor disponibilidad de ésta. Por otro lado,
un bajo aporte de lipidos por parte de la microbiota inoculada también puede contribuir a dicho

efecto.

En general, el nivel de triglicéridos en la hemolinfa de camarones del experimento 2
(71.3 mg dI'") fue 55% mayor en comparacion con los niveles reportados por diversos autores
(Tabla XIV), con excepcion de Porchas-Cornejo et al., 2011 y Sanchez-Paz et al., 2007,
quienes reportan mayores niveles. Al igual que en el caso del nivel de proteinas en hemolinfa,
el aumento en la concentracion de triglicéridos puede ser atribuido a la continua disponibilidad

de comida natural en los estanques.

En particular, el nivel de triglicéridos en el experimento 2 aumentd 20% en el grupo
estrés en comparacion con el grupo basal (Figura 26), lo cual puede deberse a que después de
la demanda de glucosa por vias anaerobias, los lipidos son la fuente de energia, la cual también
es requerida bajo condiciones adversas, particularmente los triglicéridos son movilizados

(Sanchez-Paz et al., 2007). Sin embargo, este resultado es contrario a lo observado en otras
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condiciones de estrés, como son la manipulacidon por inyeccion y toma de muestras repetidas
(Racotta y Palacios, 1998), altas concentraciones de amonio (Racotta y Herndndez-Herrera,
2000) e incluso estrés cronico por manipulacion diaria (Mercier et al., 2006; Tabla XIV), en
donde los niveles de triglicéridos tienden a disminuir. Lo anterior se puede deber a la alta
disponibilidad de este tipo de reservas en las condiciones de estanques tal y como se discutio
anteriormente, lo cual podria explicar que si la reserva hepatopancreatica es suficiente, puede
haber movilizacion de triglicéridos a la hemolinfa en contraste con los trabajos anteriores
realizados en condiciones de laboratorio con menor reserva de lipidos disponible. Dicho
aumento de triglicéridos es presentado también en trabajos que evaluan el estado fisiologico de
camarones infectados con virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (60

mg dI'" Galvan-Alvarez et al., 2012; Hsieh et al., 2008;)

Las diferencias en los niveles de lipidos totales en el musculo en el experimento 2,
fueron por efecto del estanque, donde los camarones del estanque 1 (25% de proteina)
presentaron las mayores concentraciones promedio (39.7 mg g™'; Figura 32C), lo cual contrasta
con el menor contenido lipidos en hepatopancreas para los camarones de este estanque (501
mg g'; Figura 33C). En general, los lipidos totales en hepatopancreas solo fueron afectados
por el estanque, y es en este Unico caso donde se muestra que el grupo estrés utilizo las
reservas de lipidos en hepatopéancreas, con una tendencia al incremento a mayores niveles de
proteina, mientras que para triglicéridos se observéd un respuesta contraria con un disminucion
en los niveles mas altos de proteina. Esta aparente contradiccion es dificil de explicar en las
condiciones actuales dado que a nivel de granja hubo muchos factores no controlados y de
hecho estas tendencias contrarias en los niveles de lipidos y triglicéridos nos fueron observadas

en el experimento 1.

A manera de resumen, el nivel de triglicéridos en hemolinfa de camarones del
experimento 2, fue 3 veces mayor en comparacion con los camarones del experimento 1,
mientras que en hepatopancreas fue 48% mayor. De manera similar los lipidos totales del
hepatopancreas también fueron 73% mas altos en el experimento 2. Por lo anterior, se reportd
mayor aporte de lipidos en estanques con alimento natural comparado con condiciones de
laboratorio, lo cual ya ha sido reportado por otro autores (Pascual et al., 2003; Mercier et al.,
2006). Esto sugiere un mayor aporte de lipidos unicamente por parte de la microbiota
desarrollada en los estanques, mas no de la que fue inoculada en acuarios del experimento 1.

En este sentido, los camarones del experimento 2 tienen a su disposicion mayores fuentes de
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nutrientes, en comparacién con los camarones del experimento 1 en el tratamiento de agua
clara, donde la fuente de lipidos principalmente fue exclusiva del alimento balanceado y en el
caso del tratamiento con microbiota, las fuentes alternativas de lipidos no fueron tan
abundantes como en los estanques del experimento 2, ya que no se presentaron organismos
foto sintéticos que pudieran ser fuente de lipidos, principalmente (Mercier et al., 2006; Rosas

etal., 2002).

En el experimento 1, se puede observar que hasta un 90% de los lipidos totales en
hepatopancreas, se encuentran en forma de triglicéridos, mientras que en el experimento 2, se
observa que esta proporcion solo es del 40%. En ambos casos, estos valores son mayores a lo
reportado por otros autores (26% Aparicio-Simoén et al., 2009; 16% Mercier et al., 2006),
aunque en otros trabajos también se han reportado valores de 80% (Gonzalez-Felix et al.,
2002). Lo anterior indica que esta relacion puede ser muy variable dependiendo de una serie de
factores entre los cuales esta la condicion de cultivo (laboratorio vs estanques) que se discutio
anteriormente, al destacar que los niveles de triglicéridos tanto en hemolinfa como en

hepatopancreas son mayores en el experimento 2 que en el experimento 1.

Tal como ya se menciond, en el experimento 1 el nivel de triglicéridos en hemolinfa
estuvo relacionado con el nivel de proteina en la dieta en el muestreo II cuando se logro
obtener hemolinfa. En contraste y para el mismo muestreo del experimento 1, los niveles de
triglicéridos y lipidos totales en hepatopancreas solo fueron influenciados por el tratamiento en
agua clara, aunque este efecto se observo solo para el nivel mas alto de proteina (35%). Tal y
como se menciond, estas reservas energéticas pueden haber sido utilizadas para cubrir la
demanda energética, en condiciones adversas en el tratamiento con microbiota en el
experimento 1, causado por los altos niveles de nitritos y nitratos (Figura 30C y D). Por otro
lado, en el primer muestreo de este experimento, se observaron niveles mas altos de
triglicéridos en el tratamiento con 30% que podria coincidir con el desempefio superior en
cultivo de este tratamiento. Sin embargo, la diferencia en este desempefio fue observada en
etapas mas avanzadas por lo cual, se puede sugerir que una mayor capacidad metabdlica de
acumulacion de reservas en etapas tempranas pudo traducirse en un mayor crecimiento en

etapas posteriores.
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8.3.4. Glucdgeno y glucosa

L. vannamei esta adaptado al uso de la proteina como fuente de energia por lo que
tienen la capacidad de utilizar la proteina para el crecimiento y para la produccion de glucosa
por medio de la gluconeogénesis. Por otro lado, los niveles de glucosa también se ha
considerado como indicadores de la condicion nutricional dado que la glucosa es fuente de
energia y es necesaria para la formacion de la quitina, glucoproteina que forma el exoesqueleto

(Pascual et al., 2003; Rosas et al., 2002; Pascual et al., 2004).

La glucosa hemolinfatica proviene de dos fuentes diferentes, la primera es por la
absorcion de la glucosa de la dieta a través de las células epiteliales del intestino y
hepatopancredticas, la segunda fuente es a partir del glucdgeno en el hepatopancreas (Verri et
al., 2001). El incremento de niveles de glucosa en hemolinfa o hiperglucemia es una respuesta
de estrés que se ha comprobado en crustaceos, especificamente en camarones bajo diversos
factores estresores, como el manejo en cultivo (Racotta y Palacios, 1998, Mercier et al., 2009;
Aparicio-Simoén et al., 2010), la hipoxia (Racotta et al. 2002), la hipertermia (Diaz et al.,
2013), entre otras (ver Tabla XIV).

En los trabajos en los cuales se han analizado diversas condiciones de estrés, las
concentraciones de glucosa en hemolinfa del grupo control fueron 18 a 26 mg dI”', similares a
los niveles encontrados en el cultivo de laboratorio (experimento 1) en agua clara en los
tratamientos con 25 y 30% de proteina en la dieta, con niveles entre 15 y 20 mg dl’,
respectivamente. Sin embargo, para el tratamiento con microbiota en general y el de agua clara
con 35% de proteina en la dieta, los niveles sobrepasan los 25 mg dI”' y llegan hasta 37 mg dI’!
en el caso del tratamiento microbiota con 25% de proteina, la cual se parece mas a las
concentraciones reportadas en el grupo estrés de varios estudios (20 a 68 mg dl'; Tabla XIV).
Sin embargo y por lo anteriormente expuesto sobre el significado de la glucosa como indicador
de la calidad nutricional, parece mas probable que los niveles mas altos de glucosa en los
tratamientos con microbiota y de agua clara con 35% de proteina puedan deberse a una mejor
condicioén del estado nutricional mas que a una condiciéon de estrés cronico en el cual el
incremento es minimo o inexistente (Mercier et al., 2006), a menos de que se trate de una
condicion croénica de hipoxia en la cual los niveles de glucosa si incrementan hasta 45 mg dI”!

(Racotta et al., 2002).
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Aunque el efecto no fue significativo en el experimento 1 se presentaron niveles
mayores de glucosa en el tratamiento de microbiota Unicamente para los tratamientos de 25% y
30% de proteina. La ruta mas directa para la produccion de esta glucosa seria la movilizacion
del glucogeno en el musculo o del hepatopancreas, sin embargo, esto no fue comprobado en el
presente estudio. Los niveles de glucdgeno en el hepatopancreas no presentaron disminuciones,
por lo cual los niveles de glucogeno fueron significativamente mayores en el tratamiento con
microbiota (26.2 mg g') en comparacién con agua clara (20.6 mg g'; Figura 29B).
Nuevamente, esto apunta hacia que la glucosa en hemolinfa resulté mas bien ser un indicador
del estado nutricional, en conjunto con los niveles de glucégeno en hepatopancreas y refleja

una mayor disposicion de nutrientes en el cultivo con microbiota.

En el caso del cultivo en granja (experimento 2), s6lo en caso del estanque 1 se
observo un incremento en los niveles de glucosa en hemolinfa en el grupo sometido a un
condicion de estrés por manipulacion, confinamiento e hipoxia. En este estanque, los niveles
del grupo control fueron de 17.2 mg dI”' con un incremento a 38.9 mg dl”', lo que equivale a un
aumento de 2.3 veces, valores que concuerdan con niveles basales y de estrés respectivamente
reportados por otros autores (Tabla XIV). En contraste, en el estanque 4, la respuesta tendio a
ser contraria con niveles mayores de glucosa en el grupo basal en comparacion con el grupo
estrés y fue en este estanque donde se presentaron los niveles basales mas altos (59.6 mg dI™),
lo cual concuerdan mas bien con niveles de estrés reportados por otros autores (Figura 31;
Tabla XIV). Alternativamente estos niveles mayores concuerdan con una mejor condicién
nutricional como se discuti6 para el experimento 1 y que se retomard mas adelante en términos
de susceptibilidad a estrés. En tal caso un mayor nivel basal de glucosa podria representar una
alta disponibilidad de la misma y por ende implicaria que ya no hay necesidad de su

movilizacion en una condicion de estrés.

Al igual que los niveles de glucosa en hemolinfa, los niveles de glucogeno en musculo
y hepatopancreas en el experimento 2, solamente presentaron diferencias significativas por el
efecto estanque (Figura 31, 32 y 33). El hepatopancreas participa en diversas funciones, tales
como la muda, excrecidon, metabolismo de carbohidratos, sintesis y excrecion de enzimas
digestivas y proteinas plasmaticas y absorcion de nutrientes. Una de las tantas funciones del
hepatopancreas es el almacenamiento de reservas de nutrientes tales como glucégeno y lipidos
(Verri et al, 2001). Por lo anterior, se esperaria que los niveles de glucosa en hemolinfa fueran

el resultado de 1) la movilizacion de los reservorios de glucégeno, por lo cual se obtendrian
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bajos niveles de glucégeno en hepatopancreas o bien 2) por la absorcion de carbohidratos de la
dieta. Esta ultima explicaria la variacion de altos niveles de glucosa (53.3 mg dI'') en
hemolinfa de camarones del estanque 4 (30% de proteina) asi como altas concentraciones de
los reservorios de glucogeno en masculo (19.3 mg g') y hepatopancreas (13.4 mg g). El caso
contrario se presentd en el estanque 6 (35% de proteina), donde el menor nivel de glucosa en
hemolinfa (26.2 mg dI'") correspondi6 a bajas concentraciones del glucogeno en el musculo

(16.3 mg g'') y hepatopancreas (10.4 mg g™).

Finalmente tenemos que promedio el nivel de glucogeno en musculo de camarones del
experimento 1 (6.8 mg g™') fue 2.5 veces menor al encontrado en el experimento 2 (16.9 mg g
". Sin embargo, los niveles de glucogeno en hepatopancreas en el experimento 1(23.4 mg g™)
fueron dos veces mayores en comparacion con los niveles en camarones del experimento 2
(12.4 mg g). Por lo anterior, se observd que hay una mayor reserva de glucégeno solo en el
hepatopancreas en camarones cultivados bajo condiciones controladas, particularmente en el
tratamiento con microbiota (26.2 mg g'), por lo cual probablemente los camarones del
experimento 2 contaban en abundancia con fuentes alternativas, tales como lipidos, que se

reflejan en mayores niveles, tal como se analizd anteriormente.

8.3.5. Lactato
La acumulacion de lactato en la hemolinfa se ha establecido como una medida del

metabolismo anaerdbico, el cual representa una respuesta a condiciones adversas, tales como
hipoxia (Racotta et al 2002), toma repetida de muestras e inyeccion de serotonina (Racotta y
Palacios, 1998), persecucion (Racotta et al., 2003), captura y trasferencia de la unidad
experimental (Mercier et al., 2009; Aparicio-Simén 2010), infeccion bacteriana (Avila-Villa et
al., 2012). Racotta et al., 2002, reportan el aumento de lactato en hemolinfa, tanto después de
tres dias como de dos semanas de exposicion a hipoxia (2 a 2.5 mg L™). En paralelo, se
observéd un aumento significativo de hemocianina, que al parecer fue insuficiente para proveer
del oxigeno necesario para llevar acabo el metabolismo aerdbico y por lo tanto fue necesario
un aumento de vias anaerobicas, con la concomitante produccion de lactato. De manera
similar, en el presente trabajo, el incremento de lactato fue muy evidente en caso del estrés
inducido por captura, confinamiento en cubeta e hipoxia del experimento 2, aunque la
magnitud de la respuesta fue variable en funcion de estanque. En este sentido y tal como ya se
menciond, el aumento de hemocianina ni siquiera fue aparente en tan corto tiempo y por ende

es mas clara la necesidad de activacion del metabolismo anaerobio en la condiciones de
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hipoxia (50 mg lactato L) del grupo sometido a estrés. Ademas de la hipoxia, el
confinamiento de los camarones en la cubeta también representd un estimulo estresor
importante (Mercier et al., 2009), aunque seria dificil decir cual fue el estimulo mas importante
involucrado en la respuesta de estrés observada, considerando que al parecer en el camarén los
estimulos no son aditivos y se produce la maxima repuesta de estrés con un solo estimulo
(Racotta et al. 2003). EI hecho que la respuesta de estrés haya sido variable en funcion del
estanque es dificil de explicar pero podria relacionarse con una menor susceptibilidad al estrés
(Racotta, comunicacion personal) en el caso de los estanques 4 y 5 con 30% de proteina en la
dieta. Lo anterior puede hasta cierto punto relacionarse con el mejor desempefio en cultivo de
organismos alimentados con un dieta a base de 30% de proteina que se observd en el
experimento 2, sin embargo, hay una serie de factores adicionales que influyeron sobre dicho

desempeiio.

En el experimento 1, no se analiz6 la respuesta de estrés, pero se puede observar que el
nivel en el tratamiento con microbiota (7.3 mg dI") y agua clara (6.8 mg dI™") son muy
similares a los valores basales reportados por diversos autores (Tabla XIV). Valores similares
también se obtuvieron en el experimento 2 en condiciones de granja en el grupo control (7.9
mg dI"), sin diferencias entre los distintos estanques. Por lo anterior, se infiere que la
obtencion de muestras por si sola, no representd una condicion de estrés en los camarones de
cultivo, a diferencia de algunos trabajos en los cuales los niveles de lactato fueron muy altos
(31.3 mg dI''; Aguilar et al., 2012), muy probablemente por cierto nivel de estrés inducido
durante el muestreo que fue mas complejo y no se tomaron las precauciones necesarias para
evitarlo. Dado estos niveles relativamente bajos de lactato, se refuerza el hecho de que los
niveles altos de glucosa observados en algunos tratamientos del experimento 1 y algunos
estanques del experimento 2, discutidos anteriormente, puedan deberse a una condicion de
estrés, considerando ademads que el lactato se incrementa mucho mas répido que la glucosa y es
mas sensible ante un estimulo estresor (Aparicio-Simon et al., 2012). Dicha diferencia en el
curso temporal de la glucosa y el lactato, podria también explicar lo resultados obtenidos en el
experimento 2 donde se observa s6lo un incremento de lactato, mas no de glucosa, en el grupo

de estrés.

Adicionalmente, la disponibilidad de alimento también pudo haber influenciado los
resultados del experimento 2, dado que en los sistemas de cultivo de este experimento, no fue

posible mantener un ayuno, porque precisamente la finalidad de estos sistemas es mantener el
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alimento natural dia y noche para la disposicion de los camarones (Crab et al., 2012). El
aumento de glucosa en hemolinfa se presenta después de la alimentacion y permanece hasta
después de 24 hr, ya que la glucosa que proviene de la dieta es rdpidamente absorbida y pasa a
la hemolinfa para ser utilizada como fuente de energia (Verri et al., 2001). Por esta razon, se ha
establecido un ayuno de por lo menos 12 horas antes de la toma de hemolinfa, con la finalidad
de evitar la interferencia del aumento de glucosa debido al alimento recién consumido (Pascual

et al., 2003; Rosas et al., 2002).

Resumiendo lo anterior, la variacion en los niveles de glucosa en el experimento 1
(especificamente tratamiento con microbiota) y 2, podria deberse a la combinacion de diversos
factores: la respuesta a las condiciones del medio de cultivo, la toma de muestra y el estado
nutricional de los organismos (alimentacion continua). Lo anterior, es sustentando en otros
estudios donde se observa que la intensidad de la respuesta no es siempre causada por un factor
estresor especifico, de hecho es afectada por diversos factores que algunos autores no los

consideran como factores estresores directos (Martinez-Porchas, 2009).

En este contexto, se comprende que las variaciones en los niveles de glucosa
principalmente en el experimento 2, fueron a la interaccion sinérgica de diferentes factores y

fueron diferentes entre estanques.

8.3.5. Carga energética adenilica (CEA) y fosfato de arginina (Arg-P)

Como ya se mencion0, los organismos presentan cambios metabdlicos tales como la
movilizacion de sustratos energéticos debido a la exposicion a factores estresores, con la
finalidad de producir la energia necesaria para restablecer la condicion de homeostasis que fue
alterada. Considerando que la homeostasis energética es esencial para asegurar una buena
condicion fisiologica y garantizar un optimo desarrollo productivo del cultivo, el cambio del
estado energético celular en los organismos es un buen indicador de la respuesta del organismo

a factores estresores (Pascual et al., 2004; Lucas, 1996).

Se ha establecido que el valor de la CEA entre 0.8 a 0.9 refleja que el organismo no se
encuentra afectado por las alteraciones en su medio. Mientras que la disminucién de la CEA
hasta niveles 0.5 ha sido relacionada con la exposiciéon a diferentes factores estresores

(Dickson y Giesy, 1982), tales como el aumento de temperatura (Wang et al., 2006),
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exposiciones a altas concentraciones de NH; (Marazza et al., 1996), variaciones de salinidad y
temperatura (Ivanovici, 1979) y la presencia de sustancias toxicas (Thébault et al., 1996). Por
otro lado, el Arg-P funciona como buffer para mantener niveles altos de ATP en situaciones de
alta demanda de energia y/o insuficiencia de oxigeno como son hipoxia ambiental (Abe et al.,
2007) y actividad muscular intensa (Ellington, 2001). Adicionalmente, resultados recientes
indican que los camarones en una condicion subdptima de cultivo presentan valores menores
tanto de CEA como de Arg-P, indicando un estatus energético deficiente que podria

considerarse como una situacion de estrés a largo plazo.

En general en el experimento 1 la CEA vario en promedio de 0.66 a 0.71, lo cual indica
un estado sub-0ptimo que se ha reportado como control en otros estudios con crustaceos que se
observan en la Tabla XVII (Marazza et al., 1996). Sin embargo, Thébault et al., (1996)
menciona que los organismos invertebrados toleran valores menores de CEA (0.3-0.4) que los
vertebrados (0.5-0.6). En comparacion con el experimento 1, la CEA fue mayor (0.7-0.9) en el
experimento 2, esto podria explicarse por las condiciones adversas en el experimento 1 ya que
se ha documentado que los factores estresores provocan la reduccion de los recursos
energéticos en un organismo, debido a que hay una redireccion de energia para afrontar dichos
factores, lo cual resulta en menos energia disponible para procesos tales como el crecimiento
(Dickson y Giesy, 1982). Lo anterior es constatando por el bajo desempefio y crecimiento de

los camarones en el experimento 1.

En el primer muestreo del experimento 1, la cuantificacion se realizo en el camaron
completo dado que los organismos estaban muy chicos para poder hacer la diseccion del
musculo y poder realizar todos los andlisis. En este sentido, los niveles de nucleotidos
representan de alguna manera un promedio entre los distintos tejidos, principalmente musculo,
hepatopancreas y exoesqueleto. En musculo, tanto los niveles como la CEA son mayores
comparado con en el hepatopancreas (Abe et al., 2007) y es de esperarse que en el
exoesqueleto ni siquiera hay nucledtidos dado que no se trata de un tejido vivo como tal. Por lo
anterior, no es obvio comparar con los valores del cuarto muestreo y por la razon anterior se
observa que los niveles de nucledtidos totales son considerablemente menores en el primer
muestreo. Esta diferencia es menos marcada para la CEA que en el primer muestreo el
promedio es de 0.66 (Figura 35), lo cual que podria deberse al efecto de combinaciéon la
tejidos, dado que la CEA en el hepatopancreas también es menor que en el masculo (Abe et al.,

2007). En el cuarto muestreo el valor bajo de CEA (0.71, Figura 36), parece ser mas bien por la
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condicién de los organismos, tal como ya se menciond. En ambos muestreos la CEA fue mayor
en el tratamiento con microbiota, de manera significativa en el primer muestreo, aunque no
alcanzo significancia en el cuarto. Lo anterior, indica una mejor condicion fisioldgica en el
tratamiento con microbiota que coincide con un mejor desempefio en cultivo en este
tratamiento. Ambos muestreos se realizaron cuando el tratamiento con microbiota presentaba
altas concentraciones de N-NH; (primer muestreo, Figura 2) o de N-NO; (cuarto muestreo,
Figura 4), lo cual pudo haber disminuido la CEA como cualquier agente estresor y de esa
manera contrarrestar el efecto benéfico de la microbiota. Dicho efecto pudo haber sido mas
acentuado para el cuarto muestreo donde las concentraciones de nitritos estuvieron en el
intervalo de niveles letales reportados por otros autores (Chen y Lin,1991; Ostrensky y
Wasielesky, 1995), y por ende puede explicar la falta de diferencia significativa para la CEA
aun cuando la concentracion de ATP si fue mayor en camarones cultivados con microbiota

(Figura 36).

En el presente trabajo no se encontrdé ninguna relacion entre la carga energética y el
nivel de proteina en la dieta (Figura 35 y 36). Si bien no se tiene reportado el efecto de
determinada dieta en los niveles de nucledtidos, se ha observado que el ayuno prolongado en
acocil (Procambarus clarkii) no modifica la CEA en musculo mientras que ésta la disminuye
en hepatopancreas (Schirf et al., 1987). De manera similar, la CEA en musculo incluso
aumenta durante el ayuno en langosta Noruega (Nephrops norvegicus) (Gornik et al., 2010).
Estos resultados indican que la CEA se mantiene estrechamente regulada a pesar de
deficiencias energéticas nutricionales; por lo tanto no representa un buen indicador del estado
de alimentacion, con lo cual no es sorprendente que una dieta sub-Optima no tenga efecto

alguno sobre la CEA.

Los niveles de Arg-P siguieron un patrén similar al de la CEA con mayores niveles en
el tratamiento con microbiota, indicando un mejor estatus energético aunque la diferencia no
fue significativa, posiblemente por las mismas razones ya mencionadas sobre un efecto estresor
de altas concentraciones de desechos nitrogenados que contrarrestan un efecto benéfico de la
microbiota. En cualquier caso, el efecto mas notorio del tratamiento de microbiota sobre los
niveles de Arg-P fue con el nivel de proteina de 30% (Figura 38) lo cual coincide con el mejor

desempetio en cultivo de los camarones.
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En el experimento 2 se esperaba una disminucion tanto de la CEA como de la Arg-P, al
menos en el tratamiento de estrés intenso de confinamiento en cubeta con hipoxia, y
posiblemente también en el tratamiento de estrés moderado por la toma de hemolinfa que si
implica ciertas contracciones del abdomen que consumen ATP. En este sentido, estd bien
documentado que las contracciones del musculo abdominal durante la respuesta de escape
hasta fatiga que es muy comun en crustaceos decdpodos, conlleva a una disminucién de la
CEA y practicamente al agotamiento de la Arg-P (England y Baldwin, 1983; Onen y Zebe,
1983; Géde, 1984). Es probable que el nimero de contracciones no fue suficiente para obtener
dicho efecto aunque lo mas sorprendente es que con la toma de hemolinfa, se incremento tanto
la CEA (Figura 37) como la Arg-P (Figura 39). El incremento de la CEA, se dio en mayor
medida por la disminucion del AMP y en menor grado por el aumento del ATP, posiblemente
por una aumento de la AMP deaminasa que llega a ocurrir en ciertas condiciones de estrés
(Thébault et al., 1997). El incremento de ATP en incluso de ArgP también podria deberse en
un incremento casi instantdneo de la fosforilacién oxidativa a partir del NADH ya existente a
nivel citopldsmico o bien por otra fuente de energia como los polifosfatos que se discuten mas

adelante.

Por ultimo, la toma de hemolinfa que se realizd a partir del seno abdominal podria
representar cierta pérdida de liquido del tejido que se estd congelando durante el muestreo, lo
que equivaldria a estar “concentrando” este tejido y por ende a que aumente la concentracion
de los diferentes componentes que lo componen, incluyendo el ATP y la Arg-P. En cualquier
caso y dado que en el grupo de estrés intenso, también se procedio a la toma de hemolinfa, la
comparacion mas adecuada de este grupo es con el grupo de estrés moderado con toma de
hemolinfa. En ese sentido, se puede observar que tanto la CEA (Figura 37) como la Arg-P
(Figura 39) si presentaron una disminucion. Esta disminucion concuerda con lo que se observa
en diferentes situaciones de estrés (Robles-Romo, en prensa), particularmente la hipoxia
(Géde, 1984; Abe et al., 2007), aunque se desconoce el efecto del confinamiento. Finalmente
cabe mencionar que la concentracion de Arg-P en el musculo de camarones en ambos
experimentos es menor a la reportada en otros crustaceos (Tabla XVII), particularmente a la
reportada en estanques de mareas del CIBNOR (Zamora-Méndez, 2012), lo cual no es posible
explicar por el momento y hacen falta mas estudios que analicen la causas de este efecto. Uno
de los factores que deben considerarse en el caso de cultivos hiper-intensivos con fuerte

aireacion es el nado persistente de los camarones debido al movimiento continuo del agua.
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Otra explicacion es en los sistemas con inoculacién de microorganismos como los del

experimento 2, se presentaron otros componentes en diferente medida que pudieran suplir

eficientemente los requerimientos de fosfatos para la formacion de Arg-P y con esto un mayor

amortiguamiento para mantener altos niveles de ATP en comparacion con los sistemas de agua

clara. En relacion con lo anterior, se ha reportado que las microalgas tienen la capacidad de

acumular polifosfatos, los cuales por medio de la microalga pudieran estar a la disposicién

como alimento para el camaron (Powell et al., 2009; Niu et al., 2008).

Tabla XVII. Carga energética en distintos organismos. CEA: carga energética adenilica y ArgP: Arginin

fosfato.
REFERENCIA ORGANISMO ATP ADP AMP CEA ArgP
Moal et al., 1989 Ostion >50%  25% <10% 0.77 2 0.63
Abel et al,. 2007 Langostino tigre 8.3 0.4 0.1 9 31
Langosta 3.22 0.59 0 0.92 10.22
Speed et al., 2001 Langosta 346 0.9 0.2 087 725
Langosta 9 32
Shimada et al., 2000 Langosta 6.4 26
Langosta 6.5 34
England y Baldwin, 1983 Langosta 7.43 0.94 0.08 24.9
Camaron (Palaemon serrutus) 11-3  1.4-02 0.25-0.06
Camardn (Palaemonetes varians) 0.6-0-2
Ellington, 2001 Camaron (Crangon crangon) 20.7

9. CONCLUSIONES

e En un cultivo hiperintensivo con alto recambio de agua (agua clara) en condiciones de laboratorio,

el crecimiento de los organismos fue mayor con el nivel més alto de proteina en la dieta (35%),

mientras que la presencia de micro-organismos (mircrobiota) permitié reducir el requerimiento

proteico a 30% donde se obtuvo el crecimiento Optimo que fue superior al de cualquier tratamiento

en agua clara.

e En el tratamiento de agua clara no se presentd acumulacion de nutrientes residuales de nitrogeno y

fosforo en el medio de cultivo, debido a las altas tasas de recambio. Sin embargo, en el tratamiento

con microbiota no se logré la asimilacion completa de los nutrientes residuales por las bajas tasas

de recambio de agua, lo cual se produjo mayor mortalidad por la acumulacion de nitritos hacia el

final del cultivo y que ademas estuvo directamente relacionada con el nivel de proteina en la dieta.
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A nivel de granja con cultivo hiperintensivo en presencia de microbiota, el mejor crecimiento se
obtuvo de manera en general con el nivel mas alto de proteina (35%). Sin embargo con este nivel
proteina también se observé la mayor mortalidad, aunque en ese caso no hubo una asociacion clara
con los niveles nutrientes residuales.

El crecimiento de los organismos en cultivos con microbiota no se encuentra relacionado con el
nivel de proteina en la dieta, siendo posible la disminucion de ésta, con un mejoramiento
principalmente del desempefio productivo (K, S y FCA) y la ecoeficiencia en el uso de nitrégeno y
fosforo de los organismos en cultivo.

Los cultivos tanto en laboratorio como en granja (experimento 1 y 2, respectivamente) con la
inclusion de un consorcio microbiano mejoran el desempefio del cultivo en altas densidades ya que
incrementan la capacidad de carga del sistema, pero hasta un cierto punto donde la acumulacion de
nitritos principalmente es la mayor causa de altas mortalidades

Varios indicadores del estado nutricional y fisioldgico de los camarones cultivados en presencia de
microbiota se vieron influenciados de manera benéfica por la presencia de microbiota aunque los
altos niveles de nitritos probablemente contrarrestaron este efecto (proteinas en hemolinfa y
musculo, glucosa en hemolinfa, estatus energético en musculo) o afectaron negativamente
(hemocianina), siendo este ultimo efecto mas pronunciado con el nivel mas alto de proteina
(glucdgeno en musculo y lipidos en hepatopancreas).

El mejor crecimiento de los camarones en presencia de microbiota con un nivel de proteina de 30%
al parecer se pudo asociar con algunos indicadores del estado nutricional y fisioldogico como los
triglicéridos en hemolinfa y el fosfato de arginina en musculo, aunque para otros indicadores
(proteinas y hemocianina) los niveles mas altos se observaron con el nivel de proteina mas alto en
la dieta (35%).

Los camarones cultivados bajo condiciones de granja y con la presencia de microorganismos
presentaron un mejor estado fisioldgico en comparacion con los camarones cultivados en
laboratorio, en términos de niveles de proteinas totales, triglicéridos y lipidos en hemolinfa,
musculo y hepatopancreas, probablemente debido a la disponibilidad de microorganismos capaces
de realizar desnitrificacion asimilatoria, tales como las microalgas presentes en los estanques en

granja, representando asi una fuente de proteina y lipidos para los camarones.
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10. RECOMENDACIONES

Se requieren investigaciones mas a fondo enfocadas a entender los efectos benéficos de un cultivo
con la inoculacion de microorganismos, mediante estudios sobre la capacidad de respuesta inmunes, la
condicién nutricional y fisiologica que logren explicar el papel de la microbiota e identificar
requerimientos nutricionales adicionales del camaron, tales como acidos grasos y aminoacidos esenciales,

minerales y vitaminas, que estén deficientes en la microbiota.

Ademas, para esta linea de investigacion es de vital importancia establecer una forma de manipular

de manera precisa las comunidades microbianas por medio de la relacion C:N.
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