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CapitUlo iii

Efectodeprobidticoscomercialessobre
las concentraciones de nitrégeno y fosforo
solubley particulado en cultivos larvarios

de Litopenaeusvannamei (Boone,1931)

V. Navarrete Maldonado, I. Osuna Lépez,
G. Valencia Castafeda, D. Voltolina

Resumen

C on el fin de evaluar el efecto de los probidticos comerciales
Epiciny Efinol sobre las concentracionesde nitrégenoy fésfo-
ro disuelto y particulado en los cultivos de diferentes etapas de de-
sarrollolarvariodeLitopenaeusvannamei,enunlaboratoriodepro-
duccion comercial se realizaron tres experimentos usando mues-
tras de aguade los cultivos de los estadios de desarrollo zoea 2, my-
sis 2, postlarva 2 y postlarva 4. Se obtuvieron muestras de agua sin
larvas, que se repartieron en nueve recipientes de 15 litros, seis de
los cuales recibieron, en triplicado en cada caso, la dosis prevista
de Epicin y de Efinol; los tres recipientes restantes sirvieron como
control. Se obtuvo una muestra inicial de las tres repeticiones de
cada tratamiento, una segunda a las 24 horas y una final a las 48
horas. En el caso del nitrogeno (N) no se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de las diferentes especies
nitrogenadas registradas en los tratamientos y en los cultivos con-
trol, mientras que para el fosforo (P) las pocas diferencias detec-
tadas no resultaron consistentes con la hip6tesis de trabajo, por lo
cual se concluye que, por lo menos en las condiciones experimen-
tales usadas en esta investigacion, laadicion de los probioticos co-
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merciales Epicin y Efinol no modifica la calidad del agua de los cul-
tivos larvarios de Litopenaeus vannamei y no acelera los procesos
de los ciclos biogeoquimicos de N y de P.

Introduccién

La produccién mundial pesquera se ha mantenido practicamente
estable, entre las 90 y 95 x 106 toneladas, mientras que entre 2002
y 2006 la cantidad de alimentos de origen acuatico comercializado
anualmente ha aumentado desde 133.6 hasta 143.6 x 10° toneladas
(Nierentz, 2007; FAO, 2009); esto se debe a los volimenes aporta-
dos por la acuicultura, los cuales —segun Gravningen (2007)— re-
presentardn a fines de esta década cerca de 50% del total de la pro-
duccion pesquera.

Por lo anterior, la acuicultura es una de las més importan-
tes fuentes de alimento y de proteinas de origen animal (De Silva,
2000; Tidwelly Allan, 2001) y su crecimiento ha llegado atransfor-
marla en una actividad industrial que tiene gran importancia en
los paises en desarrollo, incluso tiene ademas una funcion social,
ya que es una importante fuente de empleos, tanto directoscomo
indirectos (Tacon, 2000; Castafieda, 2004; Cunningham, 2005).

Un ejemplo tipico de los avances en la acuicultura es la ca-
maronicultura, que estdencontrandovariasdificultades que serela-
cionan principalmente con problemas de tipo sanitario. Por lo me-
nos en parte, estos se generan por las altas densidades de siembra
y el consiguiente deterioro de la calidad del agua (Funge-Smith,
1996; Funge-Smithy Briggs, 1998) que mantiene alos organismos
en una situacion constante de estrés, por lo cual son mas suscep-
tibles a enfermedades. Estas pueden causar pérdidas econémicas
importantes que, junto con los elevados costos de produccion y la
percepcion de la acuicultura como causa de impacto ambiental,
son el motivo més probable de la desaceleracién progresiva del
crecimientode laproduccion (Fiorillo,2007; Ranaetal.,2009).

El control de eventos de enfermedad ha consistido princi-
palmente en el suministro de productos quimioterapéuticos que, si
bien permiten eliminar o por lo menos minimizar el efecto de los
microorganismos patégenos, nosolucionan el problemade las con-
diciones de cultivo poco adecuadas y ademas pueden modificar la
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microbiota en el ambiente exterior y, por tanto, transformarse en
fuentes de impacto ambiental (Kimmerer, 2003).

Por este motivo, una alternativa que parece prometedora es
el uso de microorganismos probidticos que, por lo menos en acui-
cultura, se definen como “suplementos microbianos” que tienen
un efecto benéfico sobre la supervivencia y el crecimiento de los
organismos en cultivo, fortaleciendo las respuestas a las enferme-
dades del hospedero, o asegurando una mejor utilizacion del ali-
mento, o modificando las comunidades bacterianas del medio in-
terno y externo, o finalmente mejorando la calidad ambiental (Ga-
tesoupe, 1999; Balcazar et al., 2006). Con base en esta definicion,
que amplia el concepto original de probiéticos (organismos y subs-
tancias que contribuyen al balance intestinal microbiano: Parker,
1974), se incluyen entre estos productos algunas preparaciones
de microorganismos vivos, cuya composicion esta disefiada para
mejorar las condiciones ambientales de estanques acuicolas, y no
para ser administrados como complemento dietético, por lo cual
una funcién adicional que se atribuye a estos productos es la capa-
cidad de mantener o mejorar la calidad del agua, a causa de la ac-
tividad heterotréfica o nitrificante de algunas de las bacterias pre-
sentes en la mezcla de microorganismos (Lin et al., 2006; Lalloo et
al.,2007; Villamil-Diazy Martinez-Silva, 2009).

Existe en comercio una gran variedad de estos productos y
de descripciones de sus posibles efectos, tanto sobre los organis-
mos en cultivo como sobre la calidad del agua, pero es probable
gue su eficacia pueda cambiar en condiciones reales, dada la in-
fluencia de diferentes factores como laingestién selectiva (Riquel-
me et al., 2000) o la incapacidad del probiético de mantener su fi-
siologia bajo circunstancias de una interaccion microbiana (Tinh
etal., 2007), por lo cual es de esperar que no todos los probiéticos
sean igualmente efectivos.

Este estudio se realizé para verificar el efecto de los probié-
ticos comerciales Epicin y Efinol sobre las concentraciones de ni-
trégeno y fosforo disueltos y particulados en agua libre de larvas y
usada previamente para el cultivo de diferentes fases de desarrollo
larvario del camaron, ya que tal efecto pudiera resultar poco evi-
dente en cultivos comerciales, en vista de las actividades de mane-
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jo (segun Astorga-Castillo, 2008, suministro de alimento y recam-
bios con agua que puede tener calidad altamente variable).

Metodologia

El estudio se realiz6 entre el 25 de junio y el 30 de julio de 2010, en
las salas de cultivo larvario del laboratorio de la compafiia Aquapa-
cific. El protocolo de produccion contempla la aplicacion diaria de
los productos Epicin (nauplio5-mysis3) y Efinol-L (postlarva 1 en
adelante), activados y aplicados segun las recomendaciones del fa-
bricante. En vista de la necesidad de utilizar muestras de agua con
la misma calidad inicial, tanto para los controles como para los tra-
tamientos, estos productos no se aplicaron a las piletas usadas para
obtener las muestras de agua para los experimentos.

En cada caso, los experimentos consistieron en obteneren
diferentes fechas agua de las piletas de cultivo en las fases de desa-
rrollo zoea 2, mysis 2, postlarva 2 y postlarva 4. Cada experimen-
to duré dos dias y consistio en obtener muestras de agua de las pi-
letas de cultivo con la fase prevista, antes del recambio y de la adi-
cion delalimento.

Estas muestras se repartieron en nueve recipientes de 15 li-
tros, tres de los cuales —seleccionados al azar—recibieron ladosis
prevista de Epicin; atres mas se le aplicé Efinol y los tres restantes
sirvieron como control. En cada caso se obtuvo una muestra inicial
y una segunda después de 24 horas. De acuerdo a las instrucciones
para el uso de estos productos, es necesario renovar diariamente
el tratamiento, por lo cual al final de este primer muestreo se adi-
ciond una segunda dosis del probidtico correspondiente, con el fin
de verificar 24 horas més tarde la presencia de eventuales cambios
adicionales de las concentraciones de los compuestos de nitrégeno
y fésforo en las muestras.

Aparte de los registros convencionales de salinidad, pH,
concentracion de oxigeno disuelto y temperatura, que se obtu-
vieron con un refractdmetro, un potenciémetro y un oximetro de
campo con sensor de temperatura, respectivamente; se obtuvie-
ron diariamente muestras de volumen conocido para los analisis
de nutrientes, que se filtraron a través de dos filtros de fibra de vi-
drio Whatman GF/C. Tanto los filtros como las muestras deagua
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filtrada fueron congelados inmediatamente y preservados en con-
gelacion hasta su analisis.

Las concentraciones de las diferentes especies disueltas de
N y P se determinaron segun Strickland y Parsons (1972) en el
agua filtrada, y el material retenido en el filtro fue utilizado para
determinar la concentracién de N y de P particulados (Grasshoff
etal., 1983).

Los valores medios de temperatura, salinidad, oxigeno di-
suelto y pH se compararon mediante pruebas de anélisis de va-
rianza (ANOVA) de una via por bloques, para verificar eventua-
les diferencias entre las condiciones ambientales. En el caso de
los nutrientes disueltos y particulados, los resultados se expresa-
ron como porcentajes del conteni+do de N y P total de cada muestra
(sumade N-NO,, N-NO,, N-NH, y N particulado; suma de P-PO,
y P particulado) y las pruebas estadisticas correspondientes (ANO-
VA de unavia por bloques) se realizaron después de la transforma-
cion de los datos en los correspondientes valores de la raiz cuadra-
dadelarco-seno (Zar,1999).

Resultados

Las caracteristicas de las variables ambientales (temperatura, sali-
nidad, O, y pH) se mantuvieron en los respectivos intervalos suge-
ridos parael cultivo larvario de L. vannamei (Brock y Main, 1994).
Las temperaturas registradas durante la fase de zoea (34.5+ 0.9 a
34.2 £1.3 °C) reflejan la temperatura de la sala en la cual se man-
tienen los nauplios hasta la siembra, y resultaron entre 2y 3 °C
mayores de los registrados en los cultivos de las fases siguientes,
gue oscilaronentre 31.2 + 1.5y 32.5 + 1.5 °C, aproximadamente;
mientras que las condiciones de salinidad fueron muy similares y
su variabilidad resulté muy limitada, variando entre 30.9 = 0.3y
31.6 = 0.6 en todos los experimentos. En todos los casos, las prue-
basde ANOVAc confirmaronlafaltadediferenciassignificativasen-
tre las temperaturas y las salinidades medias calculadas para los
tratamientos y los recipientes usados como control.

De igual manera, no se observaron los efectos esperados en
lo que se refiere a las variables relacionadas con la actividad de los
probidticos adicionados a las muestras. En particular, no se encon-
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traron diferencias entre controles y tratamientos tanto en la con-
centracion de oxigeno (4.5 £ 0.64.3 a+ 0.6 mg I'Y) como en el pH
(7.3 +£0.2a8.3+0.3) para Zoea 2 a Postlarva 4, respectivamente,
independientemente del tipo de tratamiento.

Nitrégeno disuelto inorganico total

Lasuma de las tres especies de nitrdgeno inorganico disuelto repre-
sentd entre 88.5 y 97.6% del nitrogeno total presente en las mues-
tras iniciales. No se notaron tendencias en el comportamiento de
esta variable que permitieran confirmar que la comunidad bacte-
rianamodificada por laadicidn de los probidéticos puede utilizar con
mayor eficiencia el nitrégeno inorganico disuelto para la sintesis de
lanuevabiomasa, debido a que solamente en un caso (zoea 2, regis-
tro de las 24 horas) el tratamiento con Efinol causé una diferencia
significativa en comparacion con los demas tratamientos.

Por otra parte, tal diferencia no resulté confirmada en el si-
guiente muestreo, después de 48 horas de incubacion, y de igual
manera el resultado no quedd confirmado en los experimentos rea-
lizados con las muestras obtenidas en las demaés fases de desarrollo
larvario (tablal).
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Tabla |
Medias y desviaciones estandar de los porcentajes de nitrogeno
inorganico disuelto total registrados en tresexperimentos
con diferentes fases de desarrollo de Litopenaeus vannamei,
al inicio (0 hr) y en los muestreos realizados después
de 24y 48 horas de incubacion (n = 27 en cada caso)

Control ‘ Epicin ‘ Efinol
ZOEA?2
0 hr 97.00+2.05a 97.41+1.55a 96.11+1.53a
24 hr* 96.21+2.09b 95.46+3.69b 91.03+5.36a
48 hr* 82.88+13.67a 77.14+18.22a 75.49+27.72a
MYSIS 2
0 hr* 97.58+1.81a 96.01+3.48a 96.45+ 2.66a
24 hr* 96.24+3.85a 94.80+5.37a 95.79+3.77a
48 hr* 94.63+5.53a 91.38+10.64a 92.43+6.89a
PL2
0 hr 93.93+3.90a 91.06+6.03a 93.39+4.84a
24 hr 94.62+2.77a 94.02+2.50a 93.79+2.47a
48 hr 94.29+2.95a 93.97+1.68a 93.95+2.26a
PL4
0 hr 90.26+5.26a 90.52+5.02a 88.54+5.49a
24 hr* 92.09+8.20a 91.82+7.51a 93.13+6.51a
48 hr* 92.82+5.89a 91.76+7.13a 92.21+7.10a

Nota: Las letras indican diferencias significativas entre los valores en la misma linea (prue-
bas de ANOVA de una via por bloques, a = 0.05). a<b. *Prueba no paramétrica

Nitrégeno orgénico particulado

En las muestras iniciales de los cultivos de las etapas de ZOEA y
de MYSIS, lasconcentracionesdel nitrégeno particulado represen-
taron entre 2.4 y 4% del nitrégeno total, aumentando en lasfases
siguientes hasta6a8.9% y 9.5 a11.5% para las etapas PL 2y PL 4,
respectivamente.

En el caso de la primera serie de muestras (cultivos de
ZOEA), los porcentajes aumentaron en el tiempo hastarepresen-
tarentre17.1y 24.5%, aproximadamente. Aunque los incrementos
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fueron menores, se notd la misma tendencia en las muestras ob-
tenidas en los cultivos de MY SIS, mientras que —como ya se men-
ciond para el nitrogeno disuelto total— la tendencia se invirtié en
las muestras de agua de cultivo de postlarvas.

Por otra parte, aunque se registraron variaciones en el tiem-
po, éstas fueron similares en todas las muestras, ya que en ningun
caso se encontraron diferencias entre las muestras tratadas y las
utilizadas como control (tablall).

Tabla 1l
Medias y desviaciones estandar de los porcentajes
de nitrégeno particulado registrados en tres experimentos
condiferentesfasesdedesarrollode Litopenaeusvannamei,
al inicio (0 hr) y en los muestreos realizados después
de 24 y 48 horas de incubacién (n = 27 en cada caso)

Control ‘ Epicin ‘ Efinol
ZOEA?2
0 hr 3.00+2.05a 2.59+1.55a 3.89+1.53a
24 hr* 3.79+2.09a 4.54+3.69a 8.97+5.36b
48 hr* 17.12+13.67a 22.87+18.22a 24.51+27.72a
MYSIS 2
0 hr* 2.43 +1.81a 3.99+3.48a 3.55+2.66a
24 hr* 3.76+3.85a 5.20+5.37a 4.21+3.77a
48 hr* 5.37+5.53a 8.63+10.64a 7.57+6.89a
PL 2
0 hr 6.08+3.90a 8.94+6.03a 6.61+4.84a
24 hr 5.38+x2.77a 5.99+2.50a 6.22+2.47a
48 hr 5.71+2.95a 6.03+1.68a 6.05+2.26a
PL 4
0 hr 9.74+5.26a 9.48+5.02a 11.46 +5.49a
24 hr* 7.91+8.20a 8.18 £7.51a 6.87 +6.51a
48 hr* 7.18+5.89a 8.24+7.13a 7.79 £7.10a

Nota: Las letras indican diferencias significativas entre los valores en la misma linea (prue-
bas de analisis de varianza de una via por bloques, o = 0.05). a<b. *Prueba no paramétrica.
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Fdésforo disuelto total

Se not6 una tendencia a concentraciones mayores en el muestreo
de las 48 horas en comparacion con las iniciales, aunque esto no
se verifico en el caso de las muestras de los cultivosde MYSIS 2.

En los muestreos intermedios (24 horas) se encontré una
diferencia significativa de la concentracion de estos compuestos
en las muestras de los cultivos de MYSIS 2 tratadas con Epicin, que
resulté mas elevada en comparacion con el tratamiento con Efi-
nol, aunque la diferencia no resulto significativa para las muestras
control, y ademas desaparecié en el transcurso de las 24 horas si-
guientes.

También se encontré una concentracion final significativa-
mente mayor en las muestras de los cultivos de PL4 tratadas con
Epicin, en comparacion con las muestras control, que pudiera ser
indicativa de una mayor actividad de mineralizacion de las sustan-
cias organicas presentes en estas muestras (tabla I11).
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Tabla 111
Valores medios y desviacion estandar de la concentracion inicial,
intermediay final de fosforo disuelto total (en porcentaje del fosforo
total) registradas en los tres experimentos con la diferentes fases
de desarrollo de Litopenaeus vannamei (n =27 en cada caso)

Control ‘ Epicin ‘ Efinol
Zoea 2
0 hr* 75.7+24.6a 79.2+20.8a 80.0+14.0a
24 hr* 80.4+23.9a 77.4+31.2a 71.7+29.4a
48 hr> 86.6+29.7a 88.5+31.4a 90.0+22.3a
MYSIS2
0 hr* 86.4+14.5a 84.6+14.5a 85.5+14.2a
24 hr* 82.7+10.6ab 81.6+12.8b 73.1+16.0a
48 hr 70.2+16.1a 73.4+15.0a 66.9+21.8a
PL2
0 hr 89.4+13.0a 88.0+4.6a 89.2+9.4a
24 hr 93.4+18.1a 94.9+12.2a 97.6+15.5a
48 hr 94.6+17.5a 93.0+17.5a 95.4+13.2a
PL 4
0 hr 94.1%5.6a 94.4%8.42 94.312.1a
24 hr 99.0+12.0a 99.0+16.7a 97.6+13.0a
48 hr 98.9+16.4a 99.2+4.4b 99.6+14.3ab

Nota: Las letras indican diferencias significativas entre los valores en lamisma linea (pruebas de
analisis de varianza de una via por blogues, o = 0.05). a<ab<by a<b. *Prueba no paramétrica

Fésforo particulado

En ningun caso se encontraron diferencias significativas entre tra-
tamientos y control, por lo cual no se cumplié la hipétesis de una
mayor actividad de lacomunidad bacteriana modificada por la adi-
cion de probidticos en lo que se refiere al reciclamiento del fosfo-
ro en nuevabiomasa.

Esto quedd confirmado revisando los cambios de las con-
centraciones relativas en el tiempo, ya que solamente en las mues-
tras de los cultivos de MYSIS las concentraciones medias finales
aumentaron hasta el doble de las valores iniciales, mientras que
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disminuyeron hasta cerca de 50% para las muestras de cultivo de
ZOEA Yy PL2yentre 10y 20% en el caso de las muestras de PL4.
Ademas, no se encontraron diferencias entre tratamientos y con-
trol, confirmando que los productos evaluados no mejoran las con-
diciones de cultivo, e incrementando la utilizacién de los nutrien-
tes disueltos en el agua (tabla 1 V).

Tabla 1V
Valores medios y desviacion estandar de la concentracion inicial,
intermediay final de fésforo particulado (en porcentaje del fosforo
total) registradas en los tres experimentos con la diferentes fases de
desarrollode Litopenaeus vannamei (n =27 en cada caso)

Control ‘ Epicin ‘ Efinol
Zoea 2
0 hr* 24.32%+19.30a 20.82+11.87a 20.04+9.32a
24 hr* 19.61+21.61a 22.59+31.70a 28.29+31.89a
48 hr* 13.45+13.44a 11.55 +11.05a 9.96 +8.21a
Mysis 2
0 hr* 13.62+17.46a 15.39+18.47a 14.51+17.88a
24 hr* 17.26+18.53a 18.39+19.99a 26.95x24.11a
48 hr* 29.80%23.25a 26.59+28.03a 33.14+25.95a
PL 2
0 hr* 10.57+5.83a 11.99+6.51a 10.80+6.00a
24 hr* 6.58+7.45a 5.12+5.23a 4.66+6.00a
48 hr* 5.46+6.89a 6.81+4.96a 4.59+5.88a
PL 4
0 hr 5.91+2.05a 5.58+2.18a 5.72+2.22a
24 hr* 0.99+1.02a 1.03+0.66a 1.59+0.30a
48 hr 1.07+1.09a 0.84+0.78a 0.37+0.29a

Nota: Las letrasiguales indican falta de diferencias significativas entre los valoresen la misma
linea (pruebas de andlisis de varianza de una viapor bloques, o = 0.05).*Prueba no paramétrica
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Discusiones

De acuerdo a las caracteristicas de los dos probi6ticos mencionadas
por los fabricantes, Efinol tiene la funcidén primordial de promover
el mejorequilibrioy las funciones de la microflora intestinal, mien-
tras que en el caso de Epicin se hace hincapié sobre el efecto bené-
fico de este producto sobre la calidad del agua, en especial sobre las
concentraciones de los compuestos nitrogenados, por lo cual era de
esperar que solamente el tratamiento con Epicin pudiera causar di-
ferencias entre las fracciones disueltas y particuladas de los com-
puestos nitrogenadosy fosforados.

De acuerdo aladescripcién de sus propiedades, los probidti-
coscomerciales—aobjetosdeesteestudio—puedenmejorarlascon-
diciones de cultivo de organismos acuéticos evitando la acumula-
cién de residuos organicos en los estanques de cultivo. Sélo en cua-
tro casos las concentraciones medias de los compuestos nitrogena-
dosy fosforadosdisueltosy particulados detectaron diferencias sig-

nificativas entre tratamientos y controles, y las pocas diferencias
detectadas (dos casos) no resultaron consistentes con la hipotesis
de una mayor actividad bacteriana en los tratamientos que en los
controles, que se esperaba ver comprobada por diferencias signifi-
cativas entre las respectivas concentraciones de N y P particulados.
Este trabajo se realiz6 para verificar si en cultivos comer-
ciales el efecto de los probioticos pudiera ser poco evidente a cau-
sa de laactividad de las larvas y la adicion periddica de su alimen-
to, y confirma los resultados de experimentos anteriores durante
los cuales, posiblemente debido a los recambios diario de aguay al
suministro de alimentos vivos, que modifican la comunidad bacte-
riana existente, no se encontraron diferencias significativas entre
amonio, nitritos, nitratos y fosfatos, y las correspondientes concen-
traciones de N y P particulado y disuelto, determinadas en cultivos
larvarios comerciales sin probidticos o adicionados con los mismos
productosevaluadoseneste estudio (Voltolinaetal.,2007; Tiznado-
Palomares y Ramos-Gloria, 2008).

En este caso, la Unica modificacion de la comunidad bacte-
riana original fue la causada por los probiéticos adicionados a las
muestras, y la falta de diferencias entre muestras tratadas y no tra-
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tadas indica que los resultados de evaluaciones de la efectividad de
probioticos determinada in vitro o en condiciones de laboratorio no
son necesariamente indicativos de diferencias entre la actividad de
la comunidad bacteriana probiética, en comparacién con la comu-
nidad natural, y que por tanto su efectividad debiera ser comproba-
daen situaciones reales de cultivo comercial.

Conclusiones

En este estudio no se encontraron evidencias suficientes para po-
der confirmar las presuntas ventajas representadas por el uso de
Epicin y Efinol, ya que en todos los casos las variaciones de las
concentraciones de nitrégeno (N) y fosforo (P) en el tiempo pudie-
ron ser observadas tanto en las muestras tratadas, como en lasno
tratadas que se utilizaron como control.
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