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RESUMEN

El cultivo de camar6n utilizando un bajo recambio de agua es una alternativa que puede ser
evaluada e implementarse en un futuro. En la presente investigacién se evalu6 un sistema
de bajo recambio de agua con estanques interconectados. El objetivo fue determinar el
comportamiento de bacterias heterdtrofas viables (BHV), tipo Vibrio (BTV), totales (BT) y
metabdlicamente activas (BMA) durante el desarrollo de un cultivo de camar6n blanco
(Litopenaeus vannamei). Se utilizaron dos moédulos (M5 y M6A). Los monitoreos se
realizaron en 7 estanques para el MS5 y en 5 estanques para el M6A. Se realizaron
comparaciones entre médulos y zonas de cada médulo para ello se agruparon los estanques
en: entrada, parte media y final. Las BHV mantuvieron concentraciones promedio iguales
entre mddulos (P >0.05), pero significativamente mds altas que en el agua de entrada (EA).
Las BTV también registraron entre médulos valores promedio significativamente iguales
(P >0.05), sin embargo, se encontr6 que dentro del sistema las colonias amarillas
dominaron ya que este grupo alcanzé promedios mas altos (P < 0.05) que las colonias
verdes. Las BT en el M6A presentaron concentraciones mas altas con respecto al M5 (P <
0.05), este grupo mantuvo promedios en la EA maés bajos (P > 0.05) con respecto a ambos
médulos. Las BMA en el M5 presentaron los promedios significativamente mas altos (P <
0.05) con respecto al M6A, al igual que las BT este grupo present6 los valores mas bajos
en la EA (P > 0.05). Los pardmetros fisicoquimicos (temperatura, oxigeno disuelto y
salinidad) presentaron condiciones muy homogéneas entre las zonas de cada médulo y con
rangos similares a los cultivos tradicionales. En general los grupos bacterianos estudiados
mantuvieron valores comparables con los encontrados en cultivos tradicionales y las
concentraciones de bacterias patégenas se mantuvieron bajas, lo que indica que este
sistema mantiene condiciones sanitarias favorables para el cultivo de camarén. Los
pardmetros fisicoquimicos mostraron condiciones favorables para desarrollo bacteriano

dentro del sistema.

vii



I. INTRODUCCION

Actualmente la acuicultura es la actividad agroindustrial de mayor desarrollo a nivel mundial,
con un volumen global de 51.7 millones de toneladas y un valor de alrededor de 78,800
millones de délares, con lo que contribuye en un 42% a la produccién de organismos acuéticos
(FAO, 2008). Esto la convierte en una actividad muy importante para el abastecimiento de
productos acuéticos para consumo humano, asi como una industria que genera un porcentaje
alto de empleos.

Sin embargo, la rdpida expansién e intensificacién de la acuacultura ha generado una
creciente preocupacién en relacién a su impacto sobre los cuerpos de agua debido
principalmente a la descarga de sus efluentes, por lo que es necesario el desarrollo e
implementacién de politicas ambientales (Caffey et al., 1996; Lawrence, 1996 y Velasco et al,,
1996). Los grandes volimenes de descarga sin tratamiento previo constituyen una fuente de
contaminacion hacia el sistema marino y sin un eficiente manejo al interior de las granjas es
un medio de transmisién de vectores que inciden en los aspectos sanitarios en esa actividad y

de los ecosistemas acuéticos adyacentes (Chamberlain, 2002).

Diversos autores coinciden al mencionar que los principales componentes en el agua
que es descargada por las granjas camaroneras son el nitrégeno y fésforo, los sélidos
suspendidos y bacterias patGgenas y no patégenas, generando la eutrofizacién o nitrificacién
de los sistemas receptores, debido a la gran cantidad de materia orgénica que es descargada
(Boyd, 1990; Hopkins et al., 1993; Brock y Main, 1995; Cook y Clifford, 1998; Barraza-
Guardado et al., 1999; P4ez-Osuna, 2001c; Boyd, 2001; Gonzélez-Félix y Pérez-Velazquez,
2006; Casillas-Herndndez et al., 2006; Miranda-Baeza et al., 2007).

El cultivo de camar6n utilizando un bajo recambio de agua es una alternativa que
puede ser evaluada e implementarse en un futuro. Desde el punto de vista biol6gico es factible
ya que la pérdida de nitr6geno en un sistema de bajo o minimo recambio se ve
considerablemente reducida (Thakur y Lin, 2003). Al minimizar el recambio de agua, los
nutrientes no consumidos, asi como los metabolitos de desecho son retenidos dentro del

sistema y promueven el desarrollo de la productividad primaria, ya que son incorporados por



bacterias, fitoplancton y zooplancton, que a su vez constituyen una fuente de alimento
suplementario para el camar6n (Tacon et al., 2002).

Las bacterias llevan a cabo diferentes funciones en los ecosistemas acuaticos,
mantienen interacciones con otros microorganismos como las microalgas y junto con ellos,
forman parte de los componentes bésicos del ecosistema. Uno de los papeles que desempeiian
las bacterias en el medio marino, es el reciclamiento o remineralizacién de la materia orgénica.
Dentro de estas, las bacterias nitrificantes y desnitrificantes, asi como el fitoplancton, juegan
un papel muy importante en la reutilizacién del nitrégeno y en reducir su pérdida (Buford et
al., 2002). Ademés, tienen la capacidad de absorber nutrientes desde el océano y hacer circular
fuentes de carbono mediante diversas interacciones ecoldgicas (Riquelme y Avendaiio, 2003).

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tuvo como finalidad evaluar las
cargas de bacterias cultivables y no cultivables en estanques de un sistema novedoso de bajo
recambio de cultivo de camarén, con el propésito de determinar la importancia de los

microorganismos sobre el comportamiento del sistema.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Acuacultura

Se define a la acuacultura como el cultivo de recursos hidrobiolégicos en ambientes fisicos
controlados en reemplazo y en mejora de los organismos que se encuentran en condiciones
naturales (Saldias et al., 2004).

La produccién mundial de organismos acuiticos en 2008 fue de alrededor de
142,287,124 millones de toneladas con un valor superior a los 70 mil millones de délares; de
este total, poco més de 60 millones de toneladas las contribuy6 la acuicultura (FAO, 2009).

Los principales paises que destacaron durante 2004 en la produccién acuicola fueron
China, Estados Unidos, Tailandia, Norteamérica, India, Vietnam, Indonesia, Bangladesh,
Jap6n, Chile, Noruega y Filipinas (FAO, 2008). Sin embargo, nuevos paises han surgido en
los dltimos afios en esta importante industria, tales como: Egipto, Myanmar, Irin, Repiiblica
de Corea, Islas Faroes, México, Brasil, Rusia, Taiwin y Canada (Martinez-Cérdova y
Enriquez-Ocaiia., 2007).

En Meéxico, la acuacultura ha adquirido mayor importancia en los dltimos aiios,
arrojando beneficios sociales y econémicos los cuales a su vez se han traducido en una fuente
de alimentacién con un elevado valor nutricional. Los principales cultivos en México,
especificamente en Sonora, son los crusticeos en donde se cultiva el camarén blanco del
pacifico (Litopenaeus vannamei); en cuanto a moluscos bivalvos las especies de mayor
manejo comercial son Crassostrea gigas (ostién japonés) y Crassostrea corteziensis (ostién de
mangle) (COSAES, 2009).

Sonora ocupa el primer lugar a nivel nacional en la produccién de camarén de cultivo,
representando aproximadamente el 60% de la produccién nacional con un aporte de més de
81,000 toneladas en el 2009, por lo cual este sector productivo es base de una enorme
generacion de empleos directos e indirectos y una derrama econémica muy importante para el
Estado, alcanzando en el 2010 se obtuvo una produccién de 49, 400,147 toneladas (COSAES,
2010).

Hasta hace dos afos en el estado de Sonora no se habian reportado casos de gravedad

sobre el virus de la mancha blanca, fue en el 2009 cuando empez6 en el sur del Estado y se fue
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extendiendo hasta llegar a la zona de Bahia de Kino, Sonora. Para el 2010, en el ciclo
productivo se tuvo la presencia del virus en todo el Estado, ésto ocasioné una reduccion
importante del 40% de la produccién con respecto al 2009. En la Figura 1 se muestra el

comportamiento de la produccion de camar6n del Estado (COSAES, 2011).
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Figura 1. Produccion de camarén en Sonora (COSAES, 2011).

La acuacultura mundialmente, ha sido catalogada como una actividad poco sustentable que
ocasiona importantes impactos ambientales (Paez-Osuna, 2001). ya que trae consigo la
destruccién de manglares, ecosistemas muy importante para el desarrollo de miles de especies
juveniles, ademéas de la contaminacién de fuentes de agua para consumo humano, la
eutrofizacion de las dreas de descarga de efluentes y la aparicion de enfermedades por la poca

eficiencia en el manejo de los sistemas (Martinez-Cérdova et al., 2008).

Es por esta razon que se deben de llevar a cabo nuevos disefios para el desarrollo de
los sistemas acuicolas que sean amigables con el ambiente, el mejoramiento de las practicas de
manejo en las granjas y que sean redituables para los productores (P4ez-Osuna, 2001; Olguin
et al., 2007).



I1.2. Importancia de las Bacterias en los Sistemas Acuicolas

Un estanque de engorda de camardén es un sistema muy dinidmico en donde interacttan
estrechamente diversos factores como salinidad, pH, temperatura, oxigeno disuelto, asi como
diversos nutrientes orgénicos e inorgdnicos. Las enfermedades en los organismos estd
relacionado con el sistema de cultivo, es decir, entre més intensivo es el cultivo, mayor es el
riesgo debido a la mayor densidad de siembra y por lo tanto, una mejor facilidad para que
ocurra una transmisién de la enfermedad. Las comunidades microbianas presentes en los
estanques, son susceptibles a las fluctuaciones e interacciones que se dan entre diversos
factores, debido a ello, modifican su composicién y niimero. Por ejemplo, variables como pH,
temperatura y salinidad tienen diversos valores dptimos para las distintas especies, por lo cual,
sus cambios pueden favorecer a determinados grupos, y asi se rompe el equilibrio y dindmica
del sistema permitiendo, en algunos casos, la predominancia de organismos pat6genos, los
cuales podrian crecer desproporcionadamente (Martinez-Cérdova., 1999).

Se sabe en la actualidad que los géneros de bacterias que son dominantes en las aguas
marinas pertenecen a los géneros Pseudomonas, Vibrio, Spirillum, Achromobacter,
Flavobacterium, entre otras, de las cuales el 99.9% de las bacterias naturales del medio marino
no pueden ser cultivados en agar marino (Eilers et al., 2000).

Uno de los grupos de bacterias mas importantes dentro de los cultivos acuicolas es el
género Vibrio, son consideradas como patégenos oportunistas, localizadas principalmente en
el tracto digestivo, branquias y cuticula de camarones peneidos, ya que en presencia de otros
factores estresantes, pueden desencadenar el desarrollo de infecciones. Las especies causantes
de altas mortalidades en las granjas camaronicolas son: Vibrio parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. harveyi y Photobacterium damsela y las especies que tienen cepas patégenas
reportadas en los laboratorios causantes de mortalidades en larvas y postlarvas son V. harveyi,

V. splendidus y Vibrio sp. (Almanza et al., 2008).

Las enfermedades de origen bacteriano se consideran secundarias, estds son resultado

de otras enfermedades o cambios en el funcionamiento del sistema condiciones del cultivo y
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diversos factores como las fluctuaciones de oxigeno y otros pardmetros, como la
sobrealimentacion, pueden causar la aparicién de éstas. De ahi la importancia de los
monitoreos constantes de la carga poblacional de bacterias (Paéz-Osuna, 2001).

Dentro de los grupos de bacterias presentes en ecosistemas marinos, existe un grupo de
bacterias aerdbicas estrictas que poseen enzimas cataliticas, las cuales son apropiadas para
efectuar la oxidacion de los compuestos nitrogenados (Brock, 1999). Estas bacterias son
cominmente conocidas como bacterias nitrificantes y son bacterias quimiolitoautétrofas de
crecimiento lento; son proteobacterias de diferentes subclases que habitan en ambientes
marinos con pH alcalino y altos niveles de amonio (Campbell, 2005).

Los géneros més importantes de estas bacterias son Nitrosomonas y Nitrobacter; las
cuales son Gram-negativo, autétrofas facultativas, méviles por flagelo polar o lateral o
inméviles (Prescot, 2004). Otra caracteristica importante en estas bacterias es su necesidad de
oxigeno para oxidar y transformar sucesivamente el amonio en nitritos y nitratos. Existen
también bacterias heterétrofas capaces de oxidar el amonio como son Atrobacter sp.,
Azotobacter sp., Pseudomonas fluorescens, Aerobacter sp. (Prescott, 2004) y algunos géneros
de hongos como Argillus flavis, Penispeillium, es decir, que si se logra manipular a los
microorganismos dentro de los sistemas acuicolas representa un gran avance para la

eliminacién de compuestos téxicos.

I1.3. Efluentes en Acuacultura

La Acuacultura tiene como objetivo principal la produccién de especies acuiticas bajo
condiciones controladas o semicontroladas. Para optimizar el crecimiento de los organismos
en granjas de cultivo se utiliza alimento balanceado y fertilizantes, principales agentes que
afectan la calidad del agua en los cultivos (Saldias et al., 2004), en la mayoria de los casos el
agua que se encuentra en los efluentes que son descargados directamente al mar en zonas

cercanas a la costa, son incapaces de transformar dichos desechos.



En las ultimas décadas, la acuacultura ha tenido diferentes retos en lo que concierne al
diseio de sistemas de cultivo més tecnificados, sobre todo en lo referente al cultivo de
camaron, en los dltimos afios se ha visto afectado por enfermedades infecciosas debido,
principalmente, al mal manejo de los cultivos desde el punto de vista sanitario (Martinez-
Cérdova, 2002).

Actualmente una de las alternativas desarrolladas para la tecnificacién de los cultivos
es el uso y manejo de sistemas cerrados y semicerrados. Este sistema viene a beneficiar dos
puntos muy importantes dentro del cultivo: la alimentacién de los organismos como el
elemento més caro y el desarrollo de comunidades bacterianas y fitoplancténicas que sirven
como alimento ain en las fases de engorda, asi como la reduccién de las descargas de
efluentes, lo que beneficia tanto al medio ambiente como al ahorro econémico en el proceso
debido a que el recambio de agua también es costoso (Wang, 2003). En este tipo de sistemas
son muy importantes las bacterias nitrificantes y los filtros utilizados, ya que el objetivo
principal es que no haya renovacién de agua, desarrollando ciclos de cero recambios con el
uso de bacterias nitrificantes y contrarrestar los efectos causados por los metabolitos
nitrogenados producidos por los organismos (Puigcerver y Tort, 1997).

De acuerdo con las investigaciones que se han realizado de este tipo de sistemas se ha
encontrado que la eliminacién de los compuestos nitrogenados estd dada en casi el 70% por
los microorganismos que se encuentran adheridos a las superficies del sistema formando
aglomeraciones de microorganismos como son microalgas, bacterias, protozoarios, etc. (Ingle
de la Mora et al, 2003). En este contexto Puigcerver y Tort, (1997), realizaron una
investigacion donde evaluaron dos medios bacterianos: uno era medio bacteriano liquido y un
medio bacteriano liofilizado, Los dos productos contenian una mezcla de bacterias
heterétrofas de los géneros Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, P. stutzeri,
Escherichia hermanii, que se encargaron de reducir el exceso de materia orginica. Ademds, la
mezcla que contenia Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp. que redujeron los compuestos
nitrogenados téxicos en nitrato-aceleradores del proceso de nitrificacion y encontraron que el
tiempo de establecimiento de los microorganismos en los biofiltros, varia segin las variables
implicadas, tipo de filtro utilizado, el sustrato filtrante, temperatura, salinidad e incluso la
especie y densidad de carga del cultivo. Estos autores concluyen que existen parametros que

influyen directamente en el establecimiento de la poblacién bacteriana como son la

7



temperatura, tipo de sustrato y oxigenacién. Asimismo, infirieron que el establecimiento del
biofiltro era independiente del desarrollo de la poblacién bacteriana ya que ésta es de

desarrollo mas lento.

I1.3.1. Toxicidad de amonio en los sistemas de cultivo

El amoniaco es el principal metabolito de excrecion de los crustéceos, que es producido por la
descomposicién del material orgénico que contiene oxigeno principalmente producido por
bacterias anaerobicas. Los productos nitrogenados son el resultado del poco cuidado que se
tiene en las estrategias de alimentacién de los cultivos, debido a que la sobrealimentacién
origina la acumulacion excesiva de los compuestos nitrogenados en el medio, lo cual perjudica
los organismos provocando diversos efectos fisiolégicos, principalmente a nivel celular
ocasionando un gasto excesivo de energia (ATP) lo que afecta directamente a la reproduccién,
crecimiento y osmoregulacién (Gross et al., 2003).

Algunos otros problemas que puede causar el exceso de amonio en los organismos es
con relacion a la tasa de excrecion de nitrégeno y ésto ocurre cuando la cantidad de amonio es
tan grande que los niveles en la hemolinfa y los tejidos aumenta, lo que provoca que los
organismos dejen de comer y el transporte de oxigeno se hace deficiente. Estos problemas son
mas frecuentes en los organismos adultos aunque su efecto puede ser més letal en larvas, ya

que son més susceptibles a altas concentraciones de amonio (Frias y Pdez, 2001a).

I1.3. 2. Sistemas de cultivo de Camardén

Para que un cultivo produzca organismos acuéticos con éxito va a depender un 100% del
entendimiento del acuicultor acerca de los sistemas de produccién empleados, sean éstos de
tipo extensivo, semi-intensivo o intensivo; en este caso hay que tomar en cuenta que a medida
que se avanza con el tipo de sistema empleado es decir, desde el méas simple (extensivo o

artesanal) hasta el més complejo (intensivo) aqui las tecnologias son mas sofisticadas y deben
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ser bien comprendidas antes de iniciar el cultivo. Los sistemas semi-intensivos e intensivos en
acuicultura, deben ser muy bien regulados en lo que respecta al mantenimiento de la calidad
de agua, de tal forma que los organismos mantengan su bienestar en cautiverio y obtener
productos finales de alta calidad. Ademés no deben ocasionar pérdidas al productor que hagan
fracasar su negocio, ya que la acuicultura es un negocio y como tal debe obtenerse rentabilidad
(Boyd y Tucker 1998).

En la practica de la acuacultura se utilizan grandes cantidades de agua (Saldias et al.,
2004). La disminucién de la calidad del agua generalizada ha abierto la posibilidad de realizar
una acuacultura de alta densidad a través de la reutilizacién de agua, para lo cual se utilizan
sistemas cerrados con recirculacién. A pesar de que este tipo de tecnologia es més costosa, la
alta rentabilidad potencial ha captado la atencién de nuevos productores y ha hecho atractivos
los cultivos altamente intensivos. No obstante, la mayor densidad del cultivo en organismos
marinos conlleva a una mayor produccién de desechos que se acumulan y degradan la calidad
del agua de cultivo. Entre estos desechos estidn el amoniaco, anhidrido carbénico, material
fecal y otros provenientes del metabolismo propio de los animales, ademas de los desperdicios
del alimento ofrecido (Frias-Espericueta et al., 1999).

La materia orgdnica (heces) al degradarse produce una cantidad apreciable de
amoniaco, nitritos y nitratos, elementos téxicos para los organismos a concentraciones tan
bajas como 0.5 mg/L" (miligramos por litro) de NH3-N. Los niveles elevados de amoniaco
causan dafios en los organismos cultivados principalmente a tejidos, especialmente branquias
y rifones, desequilibrio fisico, disminucion del apetito, reduccién en la resistencia a
enfermedades y finalmente la muerte. En los sistemas tipicos de recirculacién, se debe
recambiar diariamente una pequefia cantidad de agua, por agua nueva que entra al sistema,
procediendo asi al control de los compuestos nitrogenados al reemplazar el agua que se
evapora y lavando los filtros. Las opciones para ello son numerosas y se ejercen por medio de
procesos de naturaleza fisica, quimica y biol6gica. Los principales procesos utilizados en los
tratamientos a efectuar en este tipo de sistema son: utilizacién de filtros, sedimentacidn,

filtracion media granular, filtracién biolégica, aireacién y desinfeccién (Kinne et al., 2001).



I1.4. Hibridacién in situ Flourescente (FISH)

Para el estudio de la ecologia microbiana se han desarrollado diferentes técnicas para la
identificacién y control de microorganismos. La problemética de los métodos tradicionales de
identificacion radica principalmente en que en la técnica de cultivo, morfologia y pruebas
bioquimicas s6lo reflejan aproximadamente el 1% de las bacterias presentes en el ambiente
son las que se pueden cultivar (Amann et al., 1990a), ademés, estos métodos no establecen la
abundancia, estructura y distribucién real de los microorganismos. En la actualidad se han
probado diferentes técnicas de tipo moleculares para la identificacién de microorganismos no
cultivables, una de estas técnicas utilizadas en la actualidad para la caracterizacién de bacterias
es la hibridacién in situ fluorescente (FISH por sus siglas en ingles). Esta es una técnica
desarrollada recientemente para la identificacion de microorganismos en su habitat natural.
Con esta técnica se han realizado las determinaciones de bacterias especificas y la
organizacién de una comunidad microbiana marcando su material genético por hibridacién
(Amann et al., 1990b y Olmos, 2003).

Las sondas para una especie permiten visualizar la distribucién de esa especie en
particular. Esta técnica, por tanto, puede servir para identificar entidades de bacterias de tipo
filogenético tales como género, familia o subclase (Padilla-Sanchez, 2005 y Sousa et al.,
2007). En este estudio serdn utilizadas para contabilizar bacterias. El principio de FISH es
someter la muestra a calor, para que la doble cadena de ADN se abra y entonces se hibride con
la sonda y se detecte la fluorescencia que ésta emite. La sonda es una secuencia de ADN/ARN
homoéloga a la regién de ADN o ARN que se requiere localizar y se construye usando
nucleétidos que se marcan con moléculas fluorescentes. Cuando el ADN abierto se pone en
contacto con la sonda, se une antes que la propia cadena y asi el material genético queda
marcado y puede ser visualizado a través de microscopia de epifluorescencia (Cottrell y

Kirchman, 2000). En la Figura 2 se puede observar el principio de FISH.
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Figura 2. Principio de la técnica hibridacion in situ fluorescente.
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II. 4.1. 16S rRNA como marcador molecular

Las pruebas que se utilizan en la actualidad para la identificacién de comunidades de bacterias
no reflejan en su totalidad la informacién completa sobre su origen, es decir, las relaciones
evolutivas de una especie a otra, simplemente las identifica a nivel evolutivo, clase, subclase o
género (Olsen et al, 1986). La subunidad 16S rRNA ha sido ampliamente utilizada para la
identificacion de microorganismos no cultivables, asi como para ver las relaciones evolutivas
dentro de comunidades de bacterias. Esta subunidad presenta muchas ventajas para su
utilizacién, una de las mas importantes es la ocurrencia es decir, la cantidad de copias que
pueden existir en una célula; si existen de 1,000 a 10,0000 ribosomas por célula se dice que
esa bacteria se encuentra metabélicamente activa, otra razén por la que es utilizado, es que
presenta secuenciaciones universales y variables entre especie o grupos de bacterias (Amann

etal., 1995).

12



IIL. JUSTIFICACION

La acuicultura se ha convertido en la actividad de produccién de alimentos para consumo
humano con mayor crecimiento a nivel mundial. La importancia de cubrir las necesidades
alimentarias de la poblacién aumenta répidamente y con ello, la necesidad de hacerlo de una
manera sustentable. En el dmbito econémico, la acuicultura representa una actividad de gran
importancia, ya que genera empleo y es una fuente de divisas (FAO, 2003).

En la actualidad el cultivo de camardn ha tenido grandes avances en los sistemas de
produccion como lo son los sistemas de bajo recambio de agua y el uso de probiéticos. El
empleo de probidticos ha demostrado ventajas en la produccién controlada de organismos
acudticos en diversas etapas de su desarrollo larval y juvenil, pero por desgracia
constantemente aparecen mas bacterias con carécter etiolégico infeccioso que se deben atacar,
por lo que la bisqueda de nuevos probiéticos més eficaces serian un recurso potencial en la
acuicultura marina (Castro-Mejia, 2005), de ahi la importancia de conocer y caracterizar a los
microorganismos existentes en los sistemas de produccién y buscar la promocién del
crecimiento de bacterias benéficas dentro de los sistemas y asi mantener interacciones entre
microorganismos ya que forman parte de los componentes basicos del ecosistema.

En la acuacultura se han utilizado métodos para la cuantificacién e identificacién de
bacterias las cuales permiten conocer el nimero aproximado de bacterias en una muestra,
empleando técnicas de microbiologia convencional tales como el aislamiento en cultivos puros
o enriquecimiento selectivo de los microorganismos de interés, sin embargo, actualmente
diversos estudios han establecido que dichas técnicas presentan varias desventajas y sesgos en
cuanto a los resultados obtenidos (Amman, 1995). En la actualidad la biologia molecular es
una herramienta muy importante en el estudio de microorganismos (Veldsquez-Aragén, 2005),
su importancia radica en que es capaz de detectar grupos microbianos especificos presentes en
los sistemas de produccién que pueden dadar los cultivos. De igual forma permite

cuantificar las poblaciones totales de bacterias que proliferan en los cultivos de camarén.
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IV. HIPOTESIS

Las bacterias en un sistema de cultivo de bajo recambio de agua, favorecen condiciones de
buena calidad de agua y controlan la proliferacion de especies patogenas, mientras que en los
tradicionales, los recambios fuertes no permiten el establecimiento de bacterias benéficas, ya
que la entrada y salida de estas no favorecen la maduracién del sistema en términos de

comunidad microbiana.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el comportamiento bacteriano espacial y temporal durante el desarrollo de un

cultivo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei) utilizando un sistema de bajo recambio de

agua.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las concentraciones de bacterias cultivables durante del desarrollo del cultivo del

camar6n como son: bacterias heterétrofas viables y bacterias tipo Vibrio.

Determinar la poblacién bacteriana total y bacterias metabdlicamente activas.

Caracterizar la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto para establecer su relacién con el

crecimiento bacteriano.
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V1. METODOLOGIA

La presente investigacion se realiz6 en la granja “Acuicola Polo™, ubicada en el ejido Viva
Meéxico a aproximadamente 120 km al noroeste de la ciudad de Hermosillo, Sonora, México
(Figura 2).

Figura 3. Ubicacion geografica de la granja “Acuicola Polo.”

VI.2. Diseiio Experimental

Se utilizaron dos médulos; méodulo 5 (M5) y médulo 6A (M6A), donde se llevé a cabo un
cultivo de camarén Blanco (Litopenaeus vannamei), el cual duré 187 dias. Cada médulo
consto de una bateria de estanques donde el M5 estuvo conformado por 34 estanques de 1 ha

y €l M6A por 10 estanques de 3 ha (Figura 4).
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El sistema a evaluar consistié en utilizar un bajo recambio de agua 1% y manejar
estanques interconectados de tal manera que el agua solamente entrara por el primer estanque
y saliera por el dltimo. El flujo de agua entre los estanques se hizo por medios de tubos de
pléstico corrugado.

Al médulo M35 se suministré agua a través de un canal secundario (CS). E1 M6A se
establecié directamente del canal reservorio (RE) se bombeé agua con una toma directa de
mar abierto.

Los monitoreos se realizaron en 7 estanques para el caso de M5 (E1, E7, E12, E22,
E27 y E34) y 5 estanques para el M6A (E1, E3, ES, E9 y E10), en ambos médulos se

consideraron el primero y el dltimo estanque.
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Figura 4. Representacion esquemadtica de los médulos 5 y 6A utilizados durante el cultivo
en la granja Acuicola Polo. Se indica la toma de agua (E.B.), reservorio, canal secundario
y el flujo de agua entre los estanques interconectados. Los estanques con nimeros indican
los que fueron monitoreados.
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VI.3. Colecta de Muestras de Agua y Medicion de Parametros in situ

La colecta de muestras y medicion de pardmetros se realizé de manera mensual hasta finalizar
el cultivo de cultivo de camardn, los sitios de muestreo fueron: del M5 los estanques E1, E7,
E12, E22, E27 y E34; para el M6A los estanques E1, E3, E5, E9 y E10 incluyendo la entrada
de agua a los estanques # 1 de cada médulo, salida de agua de todos los estanques estudiados,
incluyendo también la salida del estanque # 1 de cada médulo. Se monitoreo también la

estacion de bombeo (EB), reservorio (RE), canal secundario (CS).

VI.4. Colecta de Muestras de Agua

En cada estanque o lugar de muestreo se tomaron muestras de agua, para anilisis de bacterias
heterétrofas viables (BHV) y bacterias tipo Vibrio (BTV), asi como bacterias totales (BT) y
bacterias metabélicamente activas (BMA). Las muestras fueron colectadas en bolsas de
plastico estériles WIRLPACK de un volumen de 120 mL, las cuales se conservaron en frio y

oscuridad hasta su siembra y fijacién en el laboratorio.

VLS. Siembra de Bacterias Cultivables y Fijacién de Muestra para Epifluorescencia

La siembra para bacterias se realiz6 por medio de la técnica de siembra en superficie (APHA,
1992), a partir de diluciones seriadas, dependiendo de la carga bacteriana esperada del punto
de muestreo. Se sembraron por duplicado 0.1 mL de la dilucién correspondiente para cada
muestra en placas de Agar Marino para BHV y en agar Tiosulfato-citrato-sales biliares
(TCBS) para BTV. Las placas inoculadas se incubaron a 30+2 °C por 48+2 horas, en ambos
medios de cultivo. Al término de la incubaci6n se contabilizaron las colonias y se procedié a
realizar los célculos, los cuales se expresan en unidades formadoras de colonia por mililitro

(UFC/mL) (Vargas-Céardenas y Lizarraga-Partida, 1997). Para el caso del agar TCBS se

18



tomaron en cuenta el nimero de colonias amarillas y verdes por separado. Para bacterias
totales y metabdlicamente activas se fijé un volumen de 50 mL de las muestras colectadas en
formol filtrado por 0.22 micras a una concentracién final del 6%, las cuales se mantuvieron en

refrigeracién hasta su andlisis (Lopez-Torres y Lizdrraga-Partida, 2007).

VL.6. Bacterias Totales (BT) con Naranja de Acridina

De las muestras fijadas con formol se centrifugaron 12 mL de cada una de ellas para
concentrarlas en alicuotas de 2 mL por 5 minutos a 5000 RPM; al final de los 12 mL el botén
con bacterias se lavé dos veces con 1 mL buffer de fosfato salino (PBS) cada una. Finalmente
se conservaron en PBS y etanol al 99% en una proporcién de 1:1 (0.5 mL de cada reactivo).
Estas se mantuvieron en frio hasta su andlisis por microscopia de epifluorescencia (Lopez-
Torres y Lizarraga-Partida, 2007).

De las muestras lavadas se aplicaron 6 pl de muestra por duplicado en un pozo de 6
mm de didmetro de un porta objetos recubierto con teflon. Las bacterias se tifieron con 3 pl de
solucién de naranja de acridina (SIGMA) al 10% por 5 minutos en la oscuridad. Cada
portaobjeto se lav6 con agua destilada y secé al aire. Posteriormente a cada pozo con muestra
se le afiadi6 una gota de aceite de inmersién de baja fluorescencia y se le colocé un
cubreobjetos para su observaci6n al microscopico de epifluorescencia (Labomed LX 400) con

un filtro adecuado al fluorocromo utilizado para contabilizar las bacterias en 30 campos.

V1.7. Hibridacién Fluorescente in situ (FISH)

V1.7.1. Sondas filogenéticas

En esta parte del estudio se utiliz6 una sonda para contabilizar bacterias metabdlicamente
activas, designada como EUB338 (GCT GCC TCC CGT AGG AGT) dirigida al 16S del
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TRNA, de uso generalizado para la mayoria de las Eubacterias (Amman, 1990). Esta sonda
fue elaborada por Genosys-Sigma (México) y se marcé con el con el fluorocromo 5-
carboxitetrametilrodamina (5-TAMRA) etiquetada en la posicién 5° durante su sintesis por

Genosys-Sigma (México).

VL1.7.2. Procedimiento para FISH

Para la preparacién portaobjetos se impregnaron con una solucién de gelatina de bovino
(SIGMA) al 1% y 0.1% de sulfato de cromo y potasio (SIGMA) a una temperatura de 70°C
introduciéndolos a la solucién para posteriormente dejar secar en posicién horizontal a
temperatura ambiente. En el montaje de la muestra se colocé 6 pl de muestra en pozos por
duplicado de un portaobjetos (igual al empleado para conteos totales) y se dejé secar al aire.
Posteriormente se deshidrataron las muestras en secuencias de alcohol etilico a 50, 80 y 98 %
por tres minutos en cada solucién y nuevamente se dejé secar a temperatura ambiente en la
oscuridad. Se prepar6 el buffer de hibridacién (BH) a un volumen final de 2 mL y con una
concentracion final de 0.9 M de NaCl, 0.01 % de dodecyl sulfato de sodio (SDS) y 20 Mm de
Tris/HCl a un pH de 7.2y 25% de formamida. A cada pozo con muestra se aplicé 1 pL de la
sonda (concentraci6n final 25ng/ pL y 8 uL de BH se colocé el portaobjetos en una cdmara de
hibridaci6n (tubo de 50mL) humedecido con el BH y se hibridé a 46 +0.5°C por 12 horas en
una incubadora. Posteriormente los portaobjetos se lavaron con bifer de lavado (que contenia
700 uL de NaCl, 1mL de TRIS-HCL, 50 uL SDS y se llevo hasta 50 Ml con agua milli-Q) por
10 minutos a 48°C y secaron a temperatura ambiente y en obscuridad para finalmente colocar
una gota de solucién antiblanqueo, citifluor A87 y se observaron al microscopio de
epifluorecencia (LaboMed L X400) utilizando el filtro de excitacién verde para el fluorocromo.
Se contabilizaron las bacterias en 30 campos por duplicado y se calcul6 la concentracién total

de bacterias/ mL.
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VI.8. Determinacion de Parametros Fisicoquimicos

En cada estaci6n se midi6 directamente la temperatura, oxigeno disuelto y salinidad utilizando

un oximetro de campo marca YSI 85 (YSI Incorporated, Yellow Springs, Ohio 45387 USA).

V1.9. Anilisis Estadistico

Todos los datos observados de bacterias y calidad de agua fueron graficados por médulos y
entradas de agua, con su respectivos promedios y desviacién estdndar mediante figuras de
cajas y bigotes. Para el caso de los conteos bacterianos, los datos fueron normalizados
transformandolos al logaritmo base 10.

Se grafic6 datos de las concentraciones de bacterias por secciones de cada médulo.
Para ellos se agruparon los datos de los estanques de la secci6n de la entra, parte media y final
de cada modulo. Esto con el propésito de determinar el comportamiento de las bacterias a
través del sistema. El agrupamiento se hizo de la siguiente manera: entrada (M5:E1 y E7;
M6A: E1 y E3), parte media (M5: E12, E17 y E22; M6A: E5 y E7) y final (M5: E27 y E34;
M6A: E9 y E10).

Se aplicé un andlisis de varianza de una via con su respectiva prueba a posteriori con el
propésito de determinar la diferencia de concentraciones de bacterias y calidad de agua entre
médulos, entre zonas por médulos y entre los diferentes lugares de las entradas de agua. Se

empled el paquete estadistico PROSTAT version 3.0.
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Bacteriologia

VIIL.1.1. Bacterias cultivables (BHV y BTYV)

Los resultados obtenidos de bacterias heterétrofas viables (BHV) se presentan en la Figura 5,
la cual incluye los conteos para las distintas zonas de ambos médulos y entradas de agua.

Se encontraron rangos promedios de BHV en el M5 que variaron entre las zonas de
3.30X10° a 5.48X10° UFC/mL. Los rangos promedios en el M6A fueron de 1.11X10* a
1.39X10° UFC/mL y en la entrada de agua fue de 7.92X10% a 1.37X10° UFC/mL. Las
concentraciones de BHV fueron comparadas entre médulos y el resultado anélisis de varianza

determiné que no existieron diferencias significativas entre ellos (P >0.05).
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Figura 5. Concentracién promedio bacterias heterétrofas viables (BHV en las distintas zonas
de cada} médulo y entrada de agua durante el cultivo de camarén, en una granja con bajo
recambio de agua en la costa de Sonora.
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Los datos individuales de los conteos de las colonias amarillas (CA) y verdes (CV) que
se desarrollaron en agar TCBS en agua de estanques de ambos médulos, asi como para el agua
de entrada se encuentran en la Figura 6. El rango promedio para las CA y CV en el M5 fue de
5.37X10' a 8.64X10' y de 1.78X10' a 3.11X10' UFC/mL respectivamente. EL rango
promedios para las CA y CV en el M6A fue de 1.38X10% a 2.10X10* y de 1.05X10' a
1.74X10" UFC/mL respectivamente. Se encontraron valores promedios significativamente mas
altos de CA en todas las zonas de ambos médulos (P > 0.05) con respecto a las CV. No hubo
diferencias significativas (P > 0. 05) en los conteos realizados entre zonas de cada médulo
tanto para CA como para CV.

En el agua de entrada (EA) los conteos tanto de CA como de CV se mantuvieron con
valores de 9.5X10" a 1.2X10% y de 7.5X10' a 8.0x10". En general se observé que los conteos
de las BTV entre los médulos y agua de entrada mantuvieron concentraciones similares. La
diferencia fue que en el interior de los estanques las CA se cuantificaron con mayores
abundancias que las CV. Este comportamiento se observa mas claramente en la Figura 7. En
esta figura se encuentra graficado las BTV (CA + CV) promedio encontradas en las distintas
zonas de ambos médulos y EA donde se aprecia que no hay diferencia estadistica entre ellos

(P >0.05).
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Figura 6. Concentracién promedio de bacterias tipo Vibrio (BTV) que presentaron coloracién
amarilla (CA) y color verde (CV) en agar TCBS, en las distintas zonas de cada médulo y
entrada de agua durante el cultivo de camarén, en una granja con bajo recambio de agua en la
costa de Sonora.
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cada médulo y entrada de agua durante el cultivo de camar6n, en una granja con bajo
recambio de agua en la costa de Sonora.
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VII.1.2. Bacterias totales (BT)

Los resultados obtenidos de BT se presentan en la figura 8 para las distintas zonas de cada
moédulo y entradas de agua. Se encontraron valores promedios iguales entre las zonas del M5 y
para el M6A, asi mismo entre las distintas zonas de las entradas de agua. El rango promedio
para las BT en el M5 y M6A fue de 1.02X107 a 4.9X10® Cel/mL y de 4.9X10° a 3.25X10°
Cel/mL respectivamente. Para el caso de entrada de agua el rango obtenido fue de 2.07X10° a
2.61X10° Cel/mL.

No se encontré diferencia estadistica entre las zonas (entrada, medio y final) del M3,
M6A y EA (P > 0. 05). Al comparar estadisticamente las concentraciones de BT entre los
modulos, el andlisis de varianza determiné diferencias significativas (P < 0.05). Los valores
promedios mds altos se registraron en los estanques del M6A. Se encontr6 también que el agua
de entrada (EA) present6 los valores promedios significativamente mas bajos (P < 0.05). Lo
que indica que una vez que ingreso el agua a los estanques de los dos médulos, las bacterias se

incrementaron significativamente (Figura 8).
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Figura 8. Concentracién promedio de bacterias totales (BT) en las distintas zonas de cada
mddulo y entrada de agua durante el cultivo de camardn, en una granja con bajo recambio de
agua en la costa de Sonora.
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VILI. 1.3. Bacterias metabélicamente activas (BMA)

Los resultados obtenidos de las bacterias metabélicamente activas (BMA) se muestran en la
Figura 9. Estos resultados se especifican para las distintas zonas de cada médulo y para las
entradas de agua. Los rangos promedios de las BMA en el M5 y M6A fueron de 1.2X10° a
1.72X10° y de 1.15X10° a 1.38X10° cel/mL. El rango promedio para el agua de entrada fue de
8.9X10%a 9.42X10°cel/ mL.

El andlisis de varianza entre las zonas de cada médulo de estanques asi como entre las
diferentes zonas del agua de entrada determino que no existieron diferencias significativas (P
>0.05) entre las zonas de cada médulo tampoco entre las diferentes zonas del agua de entrada.
Los resultados estadisticos de las comparaciones entre los médulos y entrada de agua
indicaron que existieron diferencias significativas (P < 0.05). Estas diferencias fueron de la
siguiente manera: se encontraron valores promedios significativamente mis altos de BMA (P
< 0.05) en el M5 (excepto para la zona media) con respecto al M6A.

El agua de entrada mantuvo concentraciones iguales (P > 0.05) comparado con los
conteos de ambos mdédulos (excepto que el reservorio presenté un promedio mas alto con la
entrada y parte final del M6A). Esto indica que las BMA se incrementaron significativamente

en los estanques durante el cultivo.
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Figura 9. Concentracién promedio de bacterias metabélicamente activas (BMA) en las
distintas zonas de cada médulo y entradas de agua durante el cultivo de camarén, en una
granja con bajo recambio de agua en la costa de Sonora.

En la Figura 10, se puede observar un resumen de los resultados obtenidos de todos los grupos
de bacterias que fueron estudiados en ambos mddulos y entrada de agua (EA) durante el
periodo de cultivo. Se observé que las concentraciones més bajas fueron registradas por las
bacterias cultivables y las mds altas por las BT. El ciclo ascendente se present6 de la siguiente
manera; primero las bacterias tipo Vibrio (BTV) luego las bacterias heterétrofas viables

(BHV), seguidas de metabolitamente activas (BMA) y totales (BT)
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Figura 10. Concentracion promedio de BTV, BHV, BMA y BT, en las distintas zonas de cada
mdédulo y entrada de agua durante el cultivo de camarén, en una granja con bajo recambio de
agua en la costa de Sonora.
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VIIL.2. Parametros Fisicoquimicos

VIIL.2.1. Temperatura

La temperatura del agua entre las distintas zonas de cada médulo y entradas de agua vari6
durante el desarrollo del cultivo sin que se registraran diferencias significativas entre ellos (P
> 0.05). Se registraron condiciones de temperatura iguales durante la mafiana en todas las
zonas de los médulos y entradas de agua, y lo mismo fue observado durante la tarde. Los
valores promedios durante los registros de la manana y tarde para el M5 variaron de 27.96 a
28.03 y de 300.56 a 30.65 °C, en el M6A de 28.48 a 28.71 y de 30.44 a 30.76 °C y para las
entradas de agua de 28.35 a 28.46 y de 60.56 a 30.70 °C, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Comportamiento promedio (*DE) de la temperatura en las distintas zonas de cada
modulo y entrada de agua durante el cultivo de camar6n, en una granja con bajo recambio de
agua en la costa de Sonora.
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VII.2.2. Oxigeno disuelto (OD)

El OD entre las distintas zonas de cada médulo y entradas de agua, presenté un
comportamiento donde las concentraciones variaron con valores promedios iguales (P > 0.05).
Esto se observé tanto para la mafiana como para la tarde al comparar los valores de cada
horario, ya que el OD durante la manana mantuvo concentraciones iguales entre zonas de
ambos médulos y entre las entradas de agua, lo mismo fue observado durante la tarde. Los
estanques interconectados con un flujo de agua semiestatico mantuvieron concentraciones de
OD muy similares (Figura 11).

Los valores promedios durante los registros de la manana y tarde para el M5 variaron
de 3.30 a 3.84 y de 5.10 a 5.38 mg/L, en el M6A de 2.84 a 3.39 y de 4.27 a 4.58 mg/L y para
las entradas de agua de 2.82 a 3.02 y de 4.94 a 5.09 mg/L, respectivamente (Figura 11).
Durante los registros de la mafana, algunos valores observados en el M6A y en las entradas de
agua mantuvieron concentraciones demasiado bajas (=1.0 mg/L) (Figura 11).

Durante las mediciones diarias de temperatura y OD se observé que los valores mis
altos siempre se registraron durante la tarde y los mas bajos durante la mafiana. Sin embargo,
al agrupar los datos de los registros de todo el periodo de cultivo, el anélisis de varianza

realizado indic6 que no existieron diferencias (P > 0.05).
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Figura 12. Comportamiento promedio (+DE) del oxigeno disuelto en las distintas zonas de
cada médulo y entrada de agua durante el cultivo de camarén, en una granja con bajo
recambio de agua en la costa de Sonora.

VIIL.2.3. Salinidad

La salinidad registrada en el agua de amos mddulos de estanques y EA se encuentra en la
figura 13. Se encontré que los valores promedio més bajos se dieron en las entradas de ambos
modulos (M5: 36.1£1.8 %o0; M6A: 38.2+1.5 %o) y las mas altas en la parte final (MS5:
42.5+5.9%0; M6A: 45.9+5.6 %0). La salinidades mas bajas se encontraron entre las zonas de la
entrada de agua con concentraciones iguales de (35.5 a 36.8 %o).

Lo anterior indica que los estanques interconectados con un bajo recambio presentaron
un comportamiento donde hubo diferencias de salinidad con tendencia a incrementarse hacia

la parte final de ambos médulos.
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Figura 13. Comportamiento promedio (+DE) de la salinidad en las distintas zonas de cada
mddulo y entrada de agua durante el cultivo de camarén, en una granja con bajo recambio de
agua en la costa de Sonora.
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VIIL. DISCUSION
VIIL. 1. Bacterias Cultivables (BHV y BTV)

Uno de los aspectos fundamentales para mantener un cultivo en 6ptimas condiciones es la calidad
de agua, ya que cuando se utilizan formas de energia extras como son el uso de alimentos
balanceados y la fertilizacién, es conveniente conocer las concentraciones de nutrientes
adicionados ya que de eso dependerd el adecuado desempeiio de los organismos cultivados
(Almanza et al., 2008).

De los alimentos balanceados es recomendable realizar un estudio riguroso del contenido
quimico del alimento y las raciones utilizadas, ya que de ello depende que la calidad de agua del
sistema se mantenga de forma éptima para el crecimiento de los organismos (Almanza et al.,
2008). La sobrealimentacion es uno de los casos mds graves por los que se desarrollan
enfermedades, en este contexto es importante conocer el nimero de microorganismos presentes
en los estanques de cultivo. Al respecto, los valores promedio encontrados en este estudio para
BHYV fueron de 1.3X10* UFC/mL se encuentran en un orden mayor a lo que reporta Lizérraga-
Partida et al. (1997) en sistemas de cultivo de camardén en el noroeste de México, en el que
reportaron concentraciones promedio de 1.3X10° UFC/mL, un orden de magnitud menor a la que
se encontrd en este estudio, sin reporte de enfermedades aparentes.

En cuanto a las BTV se obtuvieron resultados en los que se aprecio disminucién
considerable de colonias verdes (CV) en comparacién con la concentracién de colonias amarillas
desarrolladas en el medio TCBS durante todos los muestreos. Las CA presentaron los valores
més altos en la parte final del médulo M6A con un valor promedio 2.1X10° UFC/mL.

Algunas investigaciones han reportado que el uso de probiéticos durante el ciclo de cultivo puede
inhibir el crecimiento de algunas especies del género Vibrio (Gullian et al., 2001), algunos de los
géneros bacterianos més utilizados como probiético en estanques es Bacillus, asi como algunas
levaduras utilizadas en su mayoria en la etapa larvaria para promover el crecimiento y
supervivencia de los organismos (Decam et al., 2008 y Tovar-Ramirez et al., 2008). En esta

investigacion la diferencia en el crecimiento de CV y CA en los datos obtenidos en este trabajo
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puede estar relacionado ya que la granja empleé un probiético durante el ciclo de produccién
(Gémez-Gil, 2006).

El valor promedio més elevado de BTV 2.2X10*> UFC/mL encontrados en este estudio
coinciden con los valores presentados por Canez-Figueroa (2011), en un sistema cerrado en esta

misma granja, cuyo valor promedio para BTV fue de 3.3X10% UFC/mL.

VIIL. 2. Bacterias Totales (BT)

La importancia del uso de esta técnica, es poder contabilizar de una manera directa una
poblacién de microorganismos comparadas con la microbiologia tradicional donde cultivos en
agar s6lo se contabilizan aquellos microorganismos con capacidad de desarrollarse en los
medios de cultivo utilizados, lo que representa una baja proporcién de la totalidad de las
bacterias. Seglin Amann (1995) se estima que menos del 1% del total de las bacterias son las
que crecen bajo condiciones de laboratorio, en cambio con esta técnica para BT por
epifluorescencia se pueden visualizar microorganismos aunque no tengan la capacidad de
desarrollarse en los agares. Canez-Figueroa en 2011, realiz6 un estudio en esta misma granja
en donde caracteriz6 fisicoquimica y bacteriol6gicamente un sistema completamente cerrado y
encontré que las concentraciones més altas de BT fueron de 1.3 x10° cel/mL y los mas bajos
fueron de 1.0x10° cel/mL, lo cual indicé que los niveles se mantuvicron estables a lo largo del
cultivo. Al comparar los resultados obtenidos en este estudio se tiene que el valor promedio
més alto fue de 5.58X10° cel/mL dos potencias mds arriba, esto pudo deberse a la diferencia
del sistema cerrado a semicerrado, lo cual no significa necesariamente que el mayor nimero
de bacterias sea generador de enfermedades (Lopez-Torres, 2005), sino que puede ser
considerado como un factor de estabilidad para los estanques ya que no se reportaron casos de
mortalidad en todo el ciclo de cultivo. Las diferencias encontradas entre los médulos y las
entradas de agua, (ésta ultima significativamente inferior), pudiera indicar que las condiciones

de nutrientes y factores ambientales dentro de los estanques favorecieron su proliferacién.
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VIIL. 3. Bacterias Metabélicamente Activas (BMA)

Este grupo de bacterias nos indica qué cantidad de bacterias en un momento dado estin en
proceso de division y crecimiento activo dentro de los estanques, lo cual da una idea de las
condiciones nutricias existentes. Con base a los resultados obtenidos de las BMA, las
concentraciones més elevadas de bacterias fueron de 1.3X10° cel/mL, sin diferencias
significativas entre médulos y entradas de agua. En acuacultura no existe mucha informacién
sobre este estado bacteriano aunque es de suma importancia, pues las bacterias que en verdad
importan en cualquier sistema son las que estin metabdlicamente activas. Dentro de los
escasos trabajos en acuacultura, Garcia-Triana (2007), realiz6 un estudio para conocer
especificamente los grupos bacterianos predominantes en los estadios larvarios nauplio, zoea,
misis y postlarva del camarén blanco Litopenaeus vannamei usando las técnicas de
hibridacién in situ fluorescente (FISH), para cuantificar bacterias metab6licamente activas.
Los estudios mostraron que en la mayoria de las muestras, las BMA representan del 20.8 + a
3.4 69.3 £ 9.7 % del total de las bacterias (BT), mientras que en este estudio la relacién varié
desde 0.3% hasta el 39.8%, difiriendo notablemente del estudio anterior, lo cual puede
atribuirse al sistema de cultivo evaluado. Otros estudios en donde se utiliz6 la metodologia de
FISH utilizando sondas especificas para el 16S rRNA han demostrado la abundancia y
dominio de bacterias y bacterioplancton marino en aguas superficiales de las costas (Matthew
et al., 2000; Eillers et al., 2000).
Es importante entonces enfatizar que una buena calidad de agua, es necesaria para
evitar la abundancia de bacterias patégenas con requerimientos especificos de crecimiento y
favorecer la elevada proporcion de bacterias heterdtrofas con capacidad superior de
colonizacién lo que puede restringir la accién patégena de los grupos menores de bacterias.
Con base a lo anterior se puede mencionar que el sistema con bajo recambio de agua
estudiado, mantuvo condiciones adecuadas en la abundancia de la biota bacteriana y un
equilibrio en las concentraciones de bacterias patégenas, condiciones comparables a las
reportadas dentro de los cultivos tradicionales. Esto indica que este tipo de sistema mantiene

condiciones sanitarias adecuadas para el cultivo de camaron.
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VIIL. 4. Parametros Fisicoquimicos

Dentro de la calidad de agua en los sistemas de cultivo es muy importante controlar las
variables fisicoquimicas, ya que la mayoria de los pardmetros estdn en sinergia unos con otros
(Arredondo-Figueroa y Ponce-Palafox, 2008), y si uno de ellos es alterado afecta directamente
a todos los demds. En los sistemas convencionales de cultivo en donde el sistema de
circulacién del agua es completamente abierto, como son la mayoria de las granjas en Sonora
(COSAES 2009), es muy facil que alguna de estas variables se altere, el uso de sistemas
cerrados o con bajo recambio de agua (utilizado ya por otros paises, la mayoria orientales),
han comprobado que ademds de que es mas facil controlar las variables fisicoquimicas en
estos sistemas e evita el arribo de enfermedades ya sea por bacterias o virus al reducir la
entrada de vectores potenciales.

Judrez-Garcia (2010), realizé un estudio en un sistema de bajo recambio de agua en
Sonora en donde analiz6 la eficiencia del uso de nitrégeno y encontré que en este tipo de
sistemas el oxigeno es un parametro limitante. Cafiez-Figueroa (2011), estudié un sistema
completamente cerrado y report6 fluctuaciones de oxigeno muy grandes de 0.5 a 5.48 mg/L.

La salinidad también incrementé notablemente y report6 valores de salinidad de hasta
38.7%0 muestra que la temperatura se mantuvo estable, a pesar de ello el rendimiento del
camarén fue el mismo que en los sistemas tradicionales en la regién.

Estudios realizados en cultivo de otros organismos acuaticos como el caso de Tilapia
del Nilo en sistemas cerrados, se ha encontrado que las condiciones de cultivo con diferente
biomasa las concentraciones de oxigeno tienden a bajar hasta 1.7 mg/L (Ingle de la Mora et
al., 2003), la temperatura sin embargo se mantuvo de manera constante durante todo el ciclo
de cultivo. Realizando una comparacién de los resultados obtenido en este trabajo, el oxigeno
se comportd de manera similar con variantes en su concentracién pero no salié fuera de los
estandares reportados fueron de 7.5 a 5.48 mg/L siendo por la manana donde se cuantificaron
los valores mas bajos durante todo el ciclo de cultivo. La temperatura, al igual que el oxigeno,
tuvo el mismo comportamiento con valores bajos por la mafiana de hasta 18.29 °C y las mds

altas por la tarde de hasta 30.64 °C.
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En cuanto a salinidad, se encontré un incremento notable en los médulos estudiados en
la parte de la entrada donde se registré un promedio de 23.65 %o, mientras que en la parte final
del sistema se obtuvo un valor promedio de hasta 44.74 %o. Se puede observar de acuerdo a
los resultados obtenidos, que los tres parametros monitoreados responden a las condiciones
ambientales-estacionales, principalmente a la irradiacién solar, pues a mayor irradiacién
mayor temperatura y salinidad, producto de la evaporacién, y menor concentracién de
oxigeno, relacionado al comportamiento de los gases y el calor. Como se puede ver, los
valores fisicoquimicos encontrados en el estudio fueron los normales para esta zona de

Meéxico.
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IX. CONCLUSIONES

El sistema de cultivo de camarén con bajo recambio de agua mantuvo condiciones en
abundancia bacteriana que permitieron un desempefio positivo del camarén con

concentraciones similares a las reportadas para los cultivos tradicionales.
El sistema mantuvo concentraciones mas bajas de bacterias patGgenas, lo que indica que este
sistema puede mantener condiciones sanitarias adecuadas para el crecimiento y supervivencia

del camardn durante su cultivo.

Los pardmetros fisicoquimicos mostraron condiciones favorables para el desarrollo bacteriano

dentro del sistema cultivo.

La cuantificaciéon de bacterias y el monitoreo de parametros fisicoquimicos evaluados no

fueron relacionados con pérdidas en el cultivo.
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X. RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar mas estudios sobre las poblaciones de bacterias en estanques

utilizando otros métodos moleculares.

Evaluar la eficiencia de los sistemas semicerrados en la exclusién de vectores de agentes

patégenos para el cultivo.

Realizar pricticas de manejo en la produccién de camarén que sean mds amigables con el
ambiente como son el uso de filtros y biopeliculas que favorezcan la proliferacién de

bacterias benéficas.
Es recomendable llevar a cabo mas estudios sobre los sistemas de bajo recambio de agua y al

mismo tiempo ver la rentabilidad que tiene este tipo de sistemas a comparacién de los sistemas

convencionales de cultivo de camardn.
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