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RESUMEN

Se estudid el efecto que tiene el florecimiento de la microalga Chroococcus
turgidus sobre el crecimiento, peso y sobrevivencia de Litopenaeus vannamei en
cultivos acuicolas. Se realizaron bioensayos en laboratorio creando proliferaciones
de la microalga Chroococcus turgidus. El disefio experimental consistio en el
empleo de 20 acuarios de 8 litros a 60% de capacidad a los cuales se agregaron 3
camarones juveniles con peso promedio de 1 gramo durante 30 dias con
iluminacion tenue y aireacion continua. El tratamiento consistio en mantener
densidades de la microalga menores a 500.000 cel/ml. (tratamiento 1), mayores a
500.000 cel/ml (tratamiento 2). y los testigos (tratamiento 3). Los acuarios fueron
divididos en tres grupos de edades, el grupo 1 que incluia a los camarones de 1
hasta 13 dias, el grupo 2, incluye organismos de 14 hasta 23 dias y el grupo 3 que
incluye a los camarones de 24 hasta 30 dias. El agua fue tratada con 20 ppm de
Hipoclorito de Calcio. La salinidad 20 ppm y la temperatura promedio de 28
grados centigrados. El recambio de agua fue de 80% realizado diariamente
mediante sifoneo, Se controlaron diariamente los pardmetros bidticos y abioticos
del cultivo. El alimento de tipo comercial, 3 pellets por acuario, fue proporcionado
cada mafana y noche de acuerdo a su consumo. Para determinar si existe efecto
de interaccion entre los niveles del factor concentraciones de microalgas y los
grupos de edades se realizd un ANOVA de 2 vias y la prueba del modelo lineal
general univariante, para lo cual se utilizd el modelo factorial completo y se
obtuvieron los graficos de perfil que permitieron interpretar el comportamiento de
las variables dependientes evaluadas. Los anélisis estadisticos indican que no
existen diferencias significativas en la supervivencia entre el tratamiento 1 (< %
millon de células /ml) y los acuarios testigos (chi cuadrado, p= 0,05); mientras
que si existen diferencias significativas entre el tratamiento 2 (> % millén de
células/ml) y los acuarios testigos (chi cuadrado, p< 0,05). . En cuanto al
incremento en peso y talla no se evidenciaron diferencias significativas de los
camarones tratados con distintas densidades dentro de cada grupo de edad.

Palabras claves: Bloom, Chroococcus turgidus, Crecimiento, Incidencia,
Microalga.
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ABSTRACT

The effect of the flowering of microalgae Chroococcus turgidus on growth,
weight and survival of Litopenaeus vannamei in fish farming was studied. Were
performed in laboratory bioassays creating the microalgae blooms Chroococcus
turgidus. The experimental design consisted of the use of 20 aquariums 8 liters at
60% of capacity which 3 juvenile shrimp were added with an average weight of 1
gram for 30 days with dim lighting and continuous aeration. The treatment
consisted of holding the lower densities microalga 500,000 cells/ml. (Treatment
1), greater than 500,000 cells/ml (treatment 2) and witnesses (treatment 3). The
aquariums were divided into three age groups, group 1 that included shrimp 1-13
days, the group 2 includes agencies 14-23 days and group 3 which includes
shrimp 24-30 days. The water was treated with 20 ppm of calcium hypochlorite.
Salinity 20 ppm and the average temperature of 28 degrees Celsius. Water
exchange was 80% done daily by siphoning, biotic and abiotic cultivation
parameters were monitored daily. Commercial food, 3 pellets per aguarium, was
provided every morning and night according to consumption. To determine
whether there is an interaction effect between the levels of concentration factor of
microalgae and age groups ANOVA 2-way was conducted and the test of general
linear model univariate, for which the full factorial model was used and obtained
the graphics profile that allowed interpret the behavior of the dependent variables
evaluated. The statistical analysis showed no significant differences in survival
between treatment 1 (<%2 million cells / ml) and aquariums controls (chi square, p
0.05); while if there are significant differences between treatment 2 (> % million
cells / ml) and aquariums controls (chi square, p <0.05). Regarding the increase
in weight and height were no significant differences in shrimp treated with
different densities within each age group were evidenced.

Keywords: Bloom, microalgae, Chroococcus turgidus, growth, impact.
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1. INTRODUCCION

Caracteristicas generales de las cianobacterias

Las cianobacterias, representan las especies més antiguas de este planeta, al ser
encontradas en estromatolitos que datan de 3 mil millones de afios (Schopf y
Walter 1982) y son consideradas organismos responsables de la acumulacién de
oxigeno en la atmdsfera de la tierra (Harlin y Darley 1988). Estan adaptadas a casi
todos los ambientes del mundo, desde agua dulce, salobre, marina y terrestre
(Lucena 2008) y dado que la Unica limitante para su crecimiento es la humedad,
pueden vivir en varios ambientes bajo condiciones extremas como en las aguas de
fuentes minerales, hipersalinos, ventilas hidrotermales, géisers, en lagos antarticos
con temperaturas aproximadas de 0°C y, aunque su diversidad y abundancia es
mayor en medios alcalinos, se han encontrado especies en lugares con un pH de
4.0 (Bold y Wynne 1985; Dawes 1991; Ressom et al.,1994; Kaebernick y Neilan
2001; Lucena 2008) y formando relaciones simbidticas y comensales con un gran
namero de organismos (Prescott 1968).

Comprenden aproximadamente 150 géneros y cerca de 2000 especies (Fott
1971; Rippka et al., 1979; Carmichael 1992), de la cuales, al menos 40 son
conocidas por ser toxigénicas (Skulberg et al., 1993). Han sido incluidas desde el
punto de vista botanico en la division Cyanophyta por la presencia de clorofilaa 'y
por lo tanto del fotosistema I, que les confiere una fisiologia similar a las algas y
plantas vasculares, criterio que ha sido usado para considerarlas como microalgas,
denominandolas algas azul-verdes (Castenholtz y Waterbury 1989; Marshall
1991). Pueden crecer en condiciones no 6ptimas para el fitoplancton en general,
gracias a su adaptabilidad a intensidades de luz bajas o extremadamente altas
(Bonilla y Aubriot 2009). Se distinguen arbitrariamente tres categorias de acuerdo

a su talla:



picofitoplancton (0,2 - 2 um)
nanofitoplancton (2 - 20 pm)

microfitoplancton (20 - 200um)

En todas estas categorias hay representantes de las cianobacterias que pueden

formar floraciones.

No obstante, su morfologia celular es procariota, por lo cual hay Ficologos
que las empiezan a denominar cianoprocariotas, son organismos aerébios,
heterétrofos facultativos, fotoautétrofos, unicelulares, coloniales y filamentosos,
terrestres, plancténicos y bénticos (Marshall 1991; Golubic y Knoll; Roset et al.,
2001). Fijan dioxido de carbono con produccién de oxigeno y presentan ambos
fotosistemas (PSII Y PSI) conectados en serie. Al poseer una organizacién celular
sencilla, todas sus actividades metabolicas se realizan dentro del citoplasma, el
cual esta rodeado por una unidad de membrana y una pared celular compuesta por
polipéctidoglucanos. Son células Gran negativas, su ADN es una molécula Unica
con un cromosoma circular unido a la membrana plasmaética. Carecen de sistema
sexual, de tal manera que su reproduccion es por division celular (fision binaria),
seguida por la duplicacién del ADN vy a lo largo de la membrana plasmatica
(Golubic y Knoll 1993).

Las cianobacterias ademas de su caracteristico color verde- azul pueden
adquirir varias tonalidades, siendo mas azules que verdes, negras, purpuras,
rojizas, violetas, amarillas, o0 marron, esto es debido a la presencia de pigmentos,
como la clorofila a, xantofilas, biliproteinas y las cromoproteinas que se

encuentran almacenadas dentro de pequefias invaginaciones en las membranas.

Los contenidos de células de muchas especies varian en color de acuerdo a las
diferentes condiciones ambientales, esta variacion es causada por alteraciones en

las proporciones de los pigmentos fotosintéticos (Canter-Lund y Lund 1995).



Las cianobacterias proporcionan una contribucion extraordinariamente amplia
en la vida de los humanos, tanto en beneficios como en perjuicios. Dentro de los
beneficios encontramos que son productores primarios importantes y
generalmente su valor nutritivo es amplio (Rai 1990); mientras que entre los
perjuicios encontramos que en muchas situaciones pueden llegar a ser una fuente
considerable de molestias debido al crecimiento abundante en embalses de agua,
creando problemas severos para dichos abastecimientos por las toxinas que llegan
a desarrollar (Chorus y Bartram 1999; Mur et al., 1999).

1.1. Descripcion de la especie estudiada

Chroococcus turgidus (Kutzing) Nageli, 1849, Yacubson, 1980-1981)

Célula grande ovoide, con protoplasma finamente granulado, homogéneo y de
color verde azulado brillante. Cuando se presenta en colonia de dos, cuatro y ocho
células se encuentran envueltas en una vaina mucilaginosa, estratificada e incolora
(Guzman 1993).

Viven en habitats terrestres himedos, en ocasiones entre musgos del género
Sphagnum, entre macréfitos emergidos en lagos pocos profundos y charcas mas
frecuentemente en aguas oligotroficas y mesotroficas, aparentemente ausente de

aguas eutrofizadas (Figura 1).

Desde el punto de vista sistematico, la especie Chroococcus turgidus pertenece al
grupo de las Cianophytas (tabla 1).



Figura 1. Vista general de la microalga Chroococcus turgidus

Tabla 1. Taxonomia de Chroococcus turgidus

REINO Protista

PHYLLUM Cianophyta

CLASE Cyanophyceae
ORDEN Chroococcales
FAMILIA Chroococcaceae
GENERO Chroococcus
ESPECIE Chroococcus turgidus (Kutzing) Nageli, 1849

Yacubson, 1980-1981.




1.2.  Florecimientos algales nocivos (FAN)

Uno de los problemas relacionados con la industria acuicola, es la presencia
de fitoplancton toxico o sus productos téxicos que pueden colapsar el cultivo o

contaminar los alimentos de origen marino encaminados al consumo humano.

Las cianobacterias y las algas eucariotas del fitoplancton pueden crecer
bruscamente bajos determinadas condiciones ambientales aumentando su biomasa
en valores significativos con respecto a la concentracion original. Este fenomeno

se llama floracion (en inglés: Bloom) (Smayda 1997).

Recientemente, se ha recomendado prestar atencion al hecho de que las
toxinas de microalgas y sus efectos crénicos, necesitan ser considerados en todos
los niveles bioldgicos, poniendo especial énfasis en la salud humana y en los

ecosistemas en general. (Ochoa et al., 2004).

El impacto de las cianotoxinas en acuacultura puede ocurrir de tres maneras:
1) la ingestion de fitoplancton toxico por parte de los organismos en cultivo; 2) El
consumo de una presa contaminada con cianotoxinas por los organismos en
cultivo; y, 3) por contacto de los organismos en cultivo con la toxina disuelta en
el agua después de la lisis celular del organismo toxigénico. La exposicion cronica
a las toxinas puede provocar en los organismos cultivados efectos letales o
subletales, conduciendo a anormalidades en los habitos alimenticios,
comportamientos extrafios, disfunciones fisiologicas, reduccion de tallas,
crecimiento y reproduccion, o también efectos patoldgicos y mortalidad. (Ochoa et
al., 2004).

Entre el fitoplancton responsable de la produccién de toxinas se incluye a la
Division Cyanophyta (cianobacterias), impactando en mayor escala los ambientes
dulceacuicolas, ya que en ambientes marinos se reduce a pocos géneros. Los
programas de monitoreo del fitoplancton toxico han considerado casi de manera

exclusiva a los dinoflagelados y diatomeas toxicas, pero ahora sabemos que es



importante que se tomen en cuenta las toxinas de cianobacterias debido al impacto
que tienen en la salud humana y animal, debido a ello ya en Sudamérica existen
programas bien estructurados de seguimiento a FAN de cianofitas, especialmente
en Uruguay Yy Argentina. Algunas cianobacterias producen metabolitos
secundarios que incluyen  hepatotoxinas, neurotoxinas,  citotoxinas,
dermatotdxinas y toxinas irritantes que generan problemas agudos y cronicos de
salud humana y animal, con el consecuente impacto de contaminacion de reservas
de agua y actividades econdmicas relacionadas con la recreacion, turismo, pesca,
acuicultura, etc. Estas toxinas pueden ser de muy diversa naturaleza quimica:

péptidos ciclicos, alcaloides y lipopolisacéridos (Quezada et al., 2008).

Las hepatotoxinas, pueden considerarse las cianotoxinas mas importantes tanto
por su abundancia en la naturaleza, como por la elevada toxicidad que pueden
presentar. Entre ellas distinguimos las microcistinas (MC) producidas por
cianobacterias planctonicas (Anabaena, Microcystis, Planktothrix, Nostoc vy
Anabaenopsis) y bentonicas (Hapalosiphon) y las nodularinas producidas por
Nodularia. Ambos tipos son péptidos ciclicos (7 y 5 aminoacidos
respectivamente). Estas toxinas son extremadamente comunes en aguas dulces y
son hidrosolubles. Una caracteristica importante es que son extremadamente
estables y no se destruyen por los oxidantes mas utilizados en los tratamientos de
agua tales como la cloracioén, incluso aguantan la ebullicion del agua donde estan
disueltas (Quezada, 2006).

Las Neurotoxinas son de naturaleza alcaloidea, son menos habituales que las
hepatotoxinas y sus efectos son muy severos y rapidos. Las toxinas mas habituales
son anatoxina-a, anatoxina-a(S) y las saxitoxinas (que son como las producidas
por las mareas rojas en las zonas litorales y que tanto afectan a la economia). La
anatoxina—a es producida por Anabaena, Aphanizomenon y Oscillatoria,
anatoxina-a(S) exclusivamente por Anabaena y las saxitoxinas por Anabaena,

Aphanizomenon, Lynbya y Cylindrospermopsis.



El grupo de las citotoxinas esta representado fundamentalmente por una toxina, la
cilindrospermopsina, sobre la que se esta trabajando mucho en la actualidad. Su
naturaleza quimica es alcaloidea. Se han descrito organismos productores dentro
de las especies Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon ovalisporum y
del género Raphidiopsis. Esta toxina aunque esta apareciendo en muchos cuerpos
de agua es mas sensible a los oxidantes y los tratamientos tradicionales la
destruyen.

Las dermatotoxinas, son normalmente alcaloides como aplisiatoxina vy
lyngyatoxina, produciendo dermatitis severa con el simple contacto cutaneo. Estan
producidas por Lyngbya, Oscillatoria y Schizothrix.

En cuanto a las toxinas irritantes, éstas son de naturaleza lipopolisacaridica
(LPS), que es un componente habitual en la pared de todas las bacterias Gram
negativas. Es la parte lipidica de esta molécula la que produce unos efectos
irritantes o alergénicos en los mamiferos expuestos (Quezada et al., 2008). La
mayor parte de las especies de cianobacterias deben ser combatidas en estadios
tempranos de su desarrollo ya que una vez establecidas, las medidas correctivas
cuando son posibles, son de alto costo (Scheffer 1998).

Las cianobacterias son un grupo diverso de organismos por lo que no pueden
ser estudiadas como una Unica entidad ya que presentan una alta diversidad de

respuestas y efectos ambientales (Reynolds 2006).

A nivel ecologico lo mas importante es la disminucién de la biodiversidad, y
la falta de oxigeno, aunque en realidad estas son consecuencias directas de la
presencia del afloramiento masivo independientemente de si este es toxico o no lo
es. Sin embargo la presencia de toxina a nivel de ecosistema también tiene gran
importancia, porque puede suponer una variacion en las especies de zooplancton,
ya que muchas son sensibles a dichas toxinas, permaneciendo aquellas que no lo
son, pero que pueden tener diferente valor nutricional para los organismos
acuaticos que se alimentan de ellos, o incluso pueden no servir de alimento para
dichos organismos que se alimentan de ellos, por lo que la estructura tréfica del

ecosistema quedaria desequilibrada (Quezada et al., 2008).



De las 5 000 especies de algas marinas descritas (Andersen, 1996),
aproximadamente 300 pueden presentar floraciones. Este tipo de evento es
causado por diversos microorganismos y algunas especies pueden ser nocivas
incluso a bajas densidades, es decir, sin llegar a formar “blooms” "6 cambios de
coloracion aparente en las masas de agua (Anderson, 2003; Van Egmond et al.,
2005). Los crecimientos explosivos ocurren a veces al cambiar las condiciones
climaticas, pero otras causales agregadas pueden ser variaciones en las corrientes
verticales, la temperatura, transparencia, turbulencia o salinidad de las aguas, la
concentracion de nutrientes disueltos, los vientos o la iluminacion artificial
(Bower et al., 1981).

Algunas especies producen decoloraciones del agua basicamente inocuas.
Otras especies, en cambio, pueden florecer tan densamente bajos condiciones
excepcionales que matan indiscriminadamente peces e invertebrados agotando el
oxigeno. Otras especies de algas pueden ser perjudiciales para peces e
invertebrados (especialmente en sistemas de acuacultura intensivo) dafiando o
tapando sus agallas. Hay, ademéas unas 75 especies de microalgas capaces de
producir poderosas toxinas que se desplazan por la cadena alimentaria (moluscos,
crustaceos y peces de escama) para ser consumidos finalmente por seres humanos,
provocando diversas enfermedades gastrointestinales y neuroldgicas. Algunas
especies de algas ya producen toxinas poco concentradas, de unos pocos cientos
de células por litro, en tanto que otras deben contar con millones de células por
litro, para resultar de alguna manera perjudiciales (Hallegraeff et al, 1995; Lindahl
1998).

Alonso-Rodriguez et al. (2004) nombra eventos ocasionados por microalgas
productoras de FANSs en cultivos de camaron en diferentes paises del mundo. La
cianobacreria T. erythraeum ha formado floraciones en Vietnam, causando la
mortalidad del cultivo al llegar a concentraciones de 300-500 millones de cel/L,
debido a su toxicidad. En el Golfo de Guayaquil en Ecuador, G. instriatum
provocd la mortalidad de los cultivos por generar condiciones de anoxia. Una

concentracion de 34 millones de células por litro de P. minimum en Sinaloa,



México ocasiond fertilizacion consecutiva y adicion de &cidos humicos en

estanques causando un 80% de mortalidad.

El presente estudio tiene objetivo determinar el impacto que causan las
proliferaciones de la microalga Chroococcus turgidus sobre los parametros de
crecimiento y sobrevivencia de Litopenaeus vannamei y evaluar el efecto de esta
especie en distintas concentraciones celulares sobre los juveniles de L.

vannamei.

1.3. Objetivos

1.4.1. General

Determinar el impacto que causa la floracion de la microalga Chroococcus
turgidus sobre los parametros de crecimiento y porcentaje de sobrevivencia de

juveniles de Litopenaeus vannamei en cultivos acuicolas.

1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar el impacto que tiene el florecimiento de la microalga
Chroococcus turgidus sobre la sobrevivencia, peso y crecimiento de

juveniles de Litopenaeus vannamei.

e Evaluar el efecto de la microalga Chroococcus turgidus en 2 niveles de
concentraciones celulares sobre la sobrevivencia, peso y crecimiento de

juveniles de Litopenaeus vannamei.

e Determinar los rangos deseables de la microalga Chroococcus turgidus

en cultivos de Litopenaeus vannamei.



1.4. Hipdtesis

El florecimiento de la microalga Chroococus turgidus tiene un impacto sobre el
crecimiento, peso y supervivencia de los juveniles de Litopenaeus vannamei en

cultivos acuicolas.

1.5. Area de estudio

La investigacion se realizd en un campamento camaronero ubicado en la isla
Josefina del Golfo de Guayaquil sector las “Esclusas” Canton Guayaquil,

Provincia del Guayas (Figuras 2y 3).

Figura 2, Sector del campamento camaronero
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Figura 3. Posicion del Campamento camaronero
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. ROL DEL FITOPLANCTON EN PISCINAS
CAMARONERAS:

2.1.1. Generalidades sobre el fitoplancton

El fitoplancton es la comunidad de microalgas y cianobacterias que habitan la
columna de agua de los sistemas acuéticos. El fitoplancton contribuye a la
produccién primaria de los sistemas acuaticos, a traves de la fotosintesis, siendo
muchas veces la comunidad principal en todo el ecosistema para esta funcion
(Bonilla y Aubriot 2009).

El fitoplancton, es el tipo de planta dominante en piscinas de produccion
acuicola. Los grupos mas abundantes en aguas salobres son las diatomeas
(Bacillariophyceae), los dinoflagelados (Dinophyceae), las algas azul-verdes
(Cianophyceae) y las algas verdes (Chlorophyceae) (Cajas et al, 2000: Yusoff et
al, 2002). Su composicién y abundancia varian de un cuerpo de agua a otro, con
el tiempo y estdn controladas por factores abioticos como la luz, temperatura,
salinidad y concentracién de nutrientes y por factores biéticos como presencia y
composicion del zooplancton (Tilman et al, 1982).

La luz es indispensable para el crecimiento de las algas. A través de la
fotosintesis, el fitoplancton captura la energia solar para reducir el carbono
inorgéanico en carbono organico y producir oxigeno. La intensidad minima para la
realizacion de la fotosintesis es de 1% de la luz incidente o equivalente a un
minimo de 25 lux de las radiaciones activas para la fotosintesis (Boyd y Tucker,
1998). Sin embargo, estudios reportan que los requerimientos de luz son distintos
para los diferentes grupos de algas.
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Una baja intensidad favorece el crecimiento de cianobacterias debido a su
mayor habilidad para captar la luz y su punto bajo de compensacion de luz (Van
Liere y Mur, 1980; Tilzer, 1987).

2.1.2. Los nutrientes y su efecto sobre la composicion
fitoplanctonica:

Las concentraciones instantdneas de nutrientes inorganicos disueltos en los
sistemas acudticos estan reguladas por una serie de procesos fisicos, quimicos y
biologicos (p.e. intercambio con otros sistemas, reciclamiento bentonico,
reciclamiento peldgico interno), que pueden condicionar sus proporciones
relativas y por ende su disponibilidad (Sanchez et al., 2011). La disponibilidad de
estos compuestos puede limitar y regular la produccién primaria si las
proporciones relativas de Nitrogeno organico disuelto (NID) y Fésforo inorganico
disuelto (FID), no se encuentran dentro de los requerimientos de los productores
primarios (Parson et al., 1984; Howart 1988), que deberia ser 16:1 para las

poblaciones fitoplanctonicas marinas.

Redfield (1934) descubrié que la biomasa marina guardaba una relacién
estequiométrica entre las masas moleculares del N, P Y C. Los procesos
biolégicos en el mar se producen de modo a la relacién C:N:P = 106:16:1
Ademas, Elser et al, (1990) concluyeron que la combinacion de fosforo y
nitrdgeno aumenta el crecimiento del fitoplancton de manera mas marcada que la

adicion simple de nitrégeno o fosforo.

A pesar de un sinnimero de estudios publicados, no existe un consenso sobre
las concentraciones minimas de nitrogeno y fésforo para soportar una poblacion

fitoplanctonica en un cuerpo de agua.

En estanques de camarén en Tailandia el alimento es el mayor aporte de
nutrientes al sistema, constituye un 78%, 51% Yy 40% del nitrogeno, fosforo y

carbono total suministrado, respectivamente (Briggs y Funge — Smith 1994), no
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obstante de un 25 a 45% de nitrégeno, 20-30% de fésforo y 10-15% del carbon es
asimilado y convertido en biomasa (Boyd y Teicher-Coddington 1995; Boyd y
Tucker 1998). La porcion no asimilada y la no consumida entran al ciclo
biogeoquimico del estanque de produccion. Una parte es inmovilizada por la
absorcion del suelo y fijacion por bacterias, otra es volatilizada, absorbida por el

fitoplancton o descargada en los efluentes (Ritvo et al., 1998).

Los fertilizantes constituyen el segundo ingreso de nutrientes en sistemas de
cultivo. Florecimientos fitoplancténicos se producen por una excesiva carga de
nutrientes colaborando con el proceso de eutrofizacién. Al morir estas microalgas
forman materia organica que es descompuesta por bacterias con la consecuente

disminucion de los niveles de oxigeno disuelto (Boyd 1989).

En piscinas no fertilizadas las cianobacterias constituyen apenas el 5% del
conteo total, mientras que en piscinas fertilizadas o recibiendo altas tasas de
alimento artificial, las cianobacterias representan minimo un 75% de la biomasa
fitoplanctonica con una, dos o tres especies dominantes (Paerl y Tucker, 1995).
Algunas cianobacterias tienen la habilidad de fijar nitrgeno atmosférico, lo que
les da ventaja sobre otras especies que dependen solamente del nitrégeno

combinado presente en la columna de agua (Paerl, 2000).

2.1.3. Los efectos positivos de la presencia del fitoplancton:

La presencia del fitoplancton en piscinas acuicolas permite durante el dia la
acumulacion de oxigeno disuelto disponible para otros organismos acuaticos, la
disminucion de dioxido de carbono y el incremento del pH. La magnitud de las
fluctuaciones diarias en las concentraciones de estas variables se incrementa con
poblaciones de fitoplancton mas alta (Boyd y Tucker, 1998). La presencia del
fitoplancton también influye en la calidad del agua a través de la remocion de

nutrientes.
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En piscinas de produccion, las concentraciones de amonio total y fosforo
soluble reactivo son mas bajas en presencia de una poblacion fitoplanctonica con
crecimiento rapido (Burford, 1997). Tucker et al, (1984) demostraron que existe
una relacion estrecha entre la concentracion de amonio total y la presencia del

fitoplancton en piscinas de produccién de bagre de canal (Ictaturus punctatus).

El alimento natural de los camarones incluye fitoplancton, zooplancton y
bentos. Sin embargo, diferentes especies de camarones exhiben distintas
preferencias por el alimento natural. Litopenaeus vannamei es considerada una de
las especies menos carnivoras, dependiendo méas de la productividad natural
primaria (Chong y Sasekumar, 1981). Gamboa (2001) reportd que el contenido
estomacal de L. vannamei (entre 6 y 8 g) en un sistema semi-intensivo en

Ecuador, estaba compuesto de 91% de alimentos naturales.

2.1.4. Problemas asociados con el fitoplancton

Se considera que la mayoria de los problemas de calidad de agua en piscinas
camaroneras es el resultado de un inapropiado control y manejo de la comunidad
fitoplanctonica (Tucker y Lloyd, 1984). Poblaciones de fitoplancton densas y con
poca variedad son muy inestables y pueden tener colapsos repentinos provocando
caidas abruptas de oxigeno disuelto y estrés o muerte en los animales en cultivo
(Boyd y Tucker, 1998). Se considera que la completa recuperacion de un colapso
del fitoplancton en piscinas de produccion puede tomar hasta siete dias (Boyd et
al, 1975).

Las cianobacterias generalmente asociadas con condiciones eutréficas
presente en piscinas camaroneras, no son una buena fuente de produccion
primaria y aportan con poco oxigeno disuelto al medio (Paerl y Tucker, 1995).
Algunas pueden producir metabolitos olorosos que han sido consideradas como la
fuente primaria de sabor a choclo o terroso en los camarones (Massaut, 1999).
Estos malos olores desaparecen cuando el animal no es expuesto por un cierto

tiempo al compuesto oloroso, lo que normalmente requiere un recambio de agua
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fuerte y tiempo extra antes de la cosecha, traduciéndose en un incremento en los
costos de produccién (Boyd y Tucker, 1998). Muchas poblaciones de fitoplancton
dominadas por cianobacterias son completamente inofensivas pero algunas
pueden causar episodios toxicos (Pearl, 2000). Aunqgue las cianobacterias son muy
comunes en piscinas de camaron, son pocos los reportes de efectos tdxicos,
Lightner (1978) y Smith (1996) reportan la presencia de toxinas producidas por
cianobacterias en concentraciones sub-letales que probablemente causan el
debilitamiento del camaron haciéndolo propenso a infecciones bacteriales

secundarias.

Las floraciones algales nocivas (HABs en inglés) son no predecibles,
usualmente dominadas por una sola especie. El crecimiento y la acumulacion
seguidos por la interrupcién de la fotosintesis y la subsecuente descomposicion
del plancton acumulado causa la desoxigenacion del agua, llevando a la muerte a
peces e invertebrados. Aln especies inocuas pueden causar dafio de esta manera.
Algunas especies, cuando abundantes, pueden secretar polimeros en sus
alrededores que pueden tornar al agua tan viscosa que los organismos pueden
tener dificultades en bombearla a través de sus branquias. Otras como
Chaetoceros concavicornis son espinosas y pueden irritar las branquias llevando a
una superproduccion de mucosa, dafio branquial e intercambio gaseoso reducido.
Floraciones de estos tipos causan anualmente graves pérdidas en el area acuicola
de muchos paises, poniendo serios obstaculos a las futuras inversiones en esta

industria.

Las toxinas de las especies nocivas pueden ser pasadas a través de las cadenas
tréficas. Son muchas las especies de cianobacterias que desarrollan floraciones en
ambientes de agua dulce, salobre o marina. Los géneros de cianobacterias de
aguas continentales que han registrado floraciones toxicas con mayor frecuencia a
nivel mundial, se destacan, Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon,

Planktothrix, Cylindrospermopsis, y Nodularia (De Leon, 2004).

16



3. MATERIALES Y METODOS

La metodologia desarrollada en esta investigacion incluyd fases de campo,

laboratorio y experimental que se describen a continuacion.

3.1 Fase de Campo

El estudio se realiz6 en una camaronera ubicada en el Golfo de Guayaquil,
isla Josefina, Provincia Guayas, al suroeste de la ciudad de Guayaquil, sector el
Guasmo. A partir del mes de Agosto del afio 2012, se empezaron a muestrear las
piscinas y reservorio de la camaronera, con el fin de tener una idea del tipo de
fitoplancton de la zona. Las muestras fueron tomadas mediante arrastre superficial
(figura 4) con una red de 50 micrémetros a 2 nudos por 10 minutos. Las muestras
fueron colocadas en frascos plasticos de 200 ml de capacidad, y depositadas en

una hielera para evitar alteraciones por procesos biolégicos.

Figura 4. Arrastre superficial para obtener la muestra de fitoplancton
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3.2 Fase de Laboratorio

3.2.1 Aislamiento y cultivo de cianobacterias:

El cultivo se realizo en una primera fase en el laboratorio de Ficologia de la
Facultad de Ciencias Naturales, Escuela de Biologia de la Universidad de

Guayaquil y la segunda fase en el laboratorio de la camaronera.

El aislamiento de cianobacterias se realizd por el método de diluciones
sucesivas descrito por Velasco (1994) (figura 5). Se prepararon 15 tubos de

ensayo, y se siguid el procedimiento siguiente:

a) Enumeramos 5 tubos de ensayo del 1 al 5.

b) Agregamos 14 ml de agua estéril de la piscina a cada tubo de ensayo (1 al 5).
¢) Tomamos 1 ml de la muestra de la piscina y le agregamos al tubo -# 1.

d) Agitamos la muestra, y tomamos 1ml del tubo # 1 y le agregamos al tubo # 2 y
asi sucesivamente hasta llegar al tubo # 5, el cual se convertira en el tubo

principal, ya que los 4 tubos restantes se eliminan.

e) En los 10 tubos de ensayos de los 15 que preparamos, colocamos 10 ml del
medio de cultivo (Guillard F/2) (Guillar y Ryther, 1962) (tabla 2).

f) Del tubo # 5 tomamos 1 ml y agregamos 2 gotas a cada uno de ellos, se
homogeniza la muestra, se tapan los 10 tubos de ensayos, se ubican en la gradilla
con iluminacién permanente de ldmparas fluorescentes (1500 lux) y a temperatura
ambiente (24-28°C) por 8 dias.

Diariamente los tubos fueron agitados 3 veces al dia manualmente para evitar
que las algas se sedimenten y facilitar el intercambio gaseoso. Cada semana se
escogid el mejor tubo de ensayo, es decir que presente células sanas, sin dafio en
su estructura interna, buen contenido de pigmentacion, libre de bacterias
adheridas, sin protozoarios y libres de sedimentacion para dilucion. Las

fotografias de las microalgas fueron tomadas con una camara fotografica digital.
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Figura 5. Técnica de diluciones seriadas.

El 17 de diciembre del afio 2012, se logra aislar Chroococcus turgidus, en el
laboratorio de Ficologia de muestras provenientes de las piscinas 32 y 12 de la

camaronera con 26 ppt de salinidad.

El cultivo general de produccion de la microalga Chroococcus turgidus para

Ilegar a mayor volumen se realiz6 de la siguiente manera:

a) Las cepas fueron transferidas a fiolas de 250 ml con 150 ml de medio de cultivo
y 50 ml de in6culo dando un volumen total de 200 ml, siendo el tiempo de

crecimiento de 3 dias.

b) Una vez alcanzada suficiente biomasa, se transfirid el cultivo a fiolas de 1000
ml, agregando 200 ml de cultivo de cianobacterias mas 800 ml del medio de
cultivo esterilizado. El tiempo de crecimiento para esta fase de cultivo fue de 2

dias.
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c) Estos cultivos intermedios se emplearon como inéculo para un cultivo en

galoneras, en la proporcion de 3000 ml de medio de cultivo esterilizado y 1000 ml

del cultivo de cianofitas.

Tabla 2. Preparacion del Medio Guillard F/2 (1968).

REACTIVO CONCENTRACION
NO;z;Na 759
PO,H,Na.2H,0 59
Agua destilada 1L
EDTA. Na, 436 g
Fe Clz. 6 H,O 315¢g
CuS03.5H,0 0.01g
ZnS03.7H,0 2.2 ¢
CICO. 6H,0 0.01g
MnCL2.4H,0 0.18¢g
NaMoO,,2H,0 0.006 g
Agua destilada 1L
VITAMINA
Tiamina (B1) 059
Cyanocobalamina (B12 0.1g
Biotina (H) 0.1g
Agua destilada 1L

Tabla 3. Produccion diaria de la microalga Chroococcus turgidus.

MATERIAL MEDIO DE | INOCULO | VOLUMEN DIAS DE
CULTIVO TOTAL CRECIMIENTO
5 fiolas de 250 ml 150 ml 50 ml 1L 3
5 fiolas de 1000 ml 800 ml 200 ml 5L 2
5 galoneras 3000 ml 1000 mi 20 L 2
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3.3. Disefio Experimental

El bioensayo consistio en exponer juveniles de L. vannamei a diferentes
concentraciones de Chroococcus turgidus con peso promedio de 1 gramo,
procedentes del laboratorio que mantiene la Compafiia en la Peninsula de Santa
Elena y sembrados directamente en la piscina 34-B de la camaronera, con 18 dias
de siembra al momento de recogerlos para el experimento. Los juveniles fueron
transferidos a la sala de aclimatacion donde estuvieron 4 dias con alimento
formulado y aireacion. Se asegurd que la mortalidad sea menor al 5% y que los

animales Ileguen en buenas condiciones para el bioensayo.

Se utilizaron 20 acuarios de vidrio (figura 6) incluidos los controles, con una
capacidad de 8 litros los cuales fueron llenados a 5 litros con agua del canal
reservorio de la camaronera y tratada con 20 ppm de Hipoclorito de calcio por 24
horas. El sistema de aireacion estuvo compuesto por un soplador marca (JAD-
Electro-Magnetic Air compressor. Model: ACQ-012- volt: 110 V, fre:60 HZ-
Power 500 W, Output: 210 L/Min) y una piedra difusora por acuario. Se
colocaron 3 animales juveniles en cada acuario, durante 30 dias con iluminacién
tenue. La salinidad fue de 20 ppm medida con un Refractémetro marca VEEGEE-
STX-3 salinity 0-100°/00 y la temperatura promedio fue de 27.7°C (termémetro de
mercurio), el recambio del agua estuvo en el orden del 80% diario mediante
sifoneo. El alimento de tipo comercial (28% de proteinas) fue proporcionado en
dosis de 3 pellets por acuario. En las mafianas, luego del recambio de agua se
aplicaba la dosis de la cianobacteria, con excepcion de los acuarios control a los
cuales se los alimentaba s6lo con balanceado. Las concentraciones de la microalga
fueron calculadas mediante conteos en la cAmara de Neubauer conocida como
hemocitémetro (0.1 mm de profundidad) del tipo Neubauer, marca Boeco, que es
el mas usado en los laboratorios de larvas para contar algas microscépicas desde
2 a 30 micras. En la figura 7 se representa el método de conteo, se usé el
cuadrante del centro y se contaban las células de los 4 extremos y del centro. Se
utilizé un microscopio Cole Parmer Vernon Hills, Illinois 60061. Doce acuarios

se utilizaron para tratamiento y los ocho acuarios restantes como control.
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Figura 6. Acuarios de Bioensayos con diferentes concentraciones de microalgas
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Figura 7. Patron de conteo para la camara de Neubauer.

Los 12 acuarios fueron divididos de la siguiente manera: 6 acuarios réplicas
con densidades menores a 500.000 células/ml de la microalga (tratamiento 1), y 6
acuarios réplicas con densidades mayores a 500.000 células/ ml de la microalga
(tratamiento 2), los 8 acuarios restantes quedaron como testigos (tratamiento 3).

Durante el proceso todos los animales fueron pesados semanalmente
utilizando una balanza digital marca Scout Pro Ohaus SP401 con capacidad de
400 gramos y medidos con un Caliper digital (0-4” Fowler), un total de 8 veces
durante el proceso del experimento. También se llevd un registro diario de
actividad de los animales, referente a contenido intestinal, alimentacion y las
variables ambientales temperatura, pH, utilizando un peachimetro (Waterproof
Tester —Hanna instruments), salinidad y oxigeno disuelto empleando un
oxigendémetro (YSI-55 Dissolved Oxygen model#55-12FT) y cada semana se
monitoreaba amonio toxico en los acuarios 1, 2, 3, 4, 15, 17, 19, 20 con un
Espectofotometro HACH, mod. DR/2400, igualmente se realizaron analisis
microbioldgicos para bacterias totales, Pseudomonas y vibrios en agar Soya,
Cetrimide y T.C.B.S. En los acuarios 8, 10, y 17, se realizaron anélisis
histopatologicos.
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3.4. Procesamiento Estadistico

3.4.1 Variables
Variables de pendientes:

Crecimiento, peso y porcentaje de sobrevivencia de camarones en estado juvenil.

Es la variable respuesta.

Variables independientes:

Factor concentraciones de la microalga. Se divididé en tres niveles.
Concentraciones menores a 500 000 cel/ml. (tratamiento 1), concentraciones
mayores a 500 000 cel/ml. (tratamiento 2) y el testigo o control (tratamiento 3) en

el que no se aplicaron microalgas.

Factor grupo de edades. Se dividié en tres niveles, el grupo 1, el cual incluye a
los camarones juveniles de 1 a 13 dias y se realizaron 3 observaciones (los dias 1,
4y 13 del mes considerado), el grupo 2, incluye a los organismos de 14 hasta 23
dias y se efectuaron 3 observaciones (los dias 16, 19 y 23) y el grupo 3 el cual
incluye camarones de 24 hasta 30 dias y se efectuaron 2 observaciones (los dias
26 y 30). Estas son las variables causas de variacion en la variable dependiente y
son las que se controlan en funcién del cumplimiento de los objetivos de la

presente investigacion.

3.4.2. Andlisis estadisticos

Primeramente se verifico el cumplimiento de los supuestos del analisis de
Varianza (ANOVA): para lo cual se comprobd si las poblaciones de datos
determinadas por las densidades de microalgas en funcién de los grupos de edades
de los camarones en estado juvenil son independientes, se distribuyen
normalmente y presentan homogeneidad de varianzas; mediante la utilizacién del

paquete estadistico SPSS version 20 para Windows.
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La verificacion del primer supuesto del ANOVA se garantizo en el disefio del
experimento y en las observaciones de cada tratamiento y grupo de edades las que

se tomaron aleatoriamente, de forma que fueron independientes unas de otras.

El supuesto de normalidad de distribucion de los datos se verifico mediante
una prueba de bondad de ajuste, para este caso se utilizé la prueba de Kolmogérov

Smirnov (K-S de una muestra) y el contraste de las siguientes hipotesis:

Hipotesis nula (Ho): Las medias de las observaciones de cada grupo de edades en

relacion con la talla, peso y el porcentaje de sobrevivencia de los camarones son

iguales. Hy: gy =1, ==

Hipotesis alternativa (Hyy. Al menos una de las medias de las observaciones de
cada grupo de edades en relacion con la talla, el peso y el porcentaje de
supervivencia de los camarones es diferente.

H, :Existe un z = xconi=123

Para verificar si la distribucion de datos presenta homogeneidad de varianzas se
utilizé la prueba de Levene y las siguientes hipétesis de contraste:

Hipdtesis nula (Ho): La varianzas de las observaciones de cada grupo de edades
en relacion con la talla, el peso y el porcentaje de sobrevivencia de los camarones

son iguales.

Hipdtesis alternativa (H1): Al menos una de las varianzas de las observaciones de
cada grupo de edades en relacion con la talla, el peso y el % de supervivencia de

los camarones es diferente.

H, : Existe una varianza distinta a o
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Para determinar si existe efecto de interaccién entre los niveles del factor
concentraciones de microalgas (Factor A) y los grupos de edades (Factor B) se
realizd un ANOVA de dos vias y la prueba del modelo lineal general univariante,
para lo cual se utilizé el modelo factorial completo y se obtuvieron los gréaficos de
perfil que permitieron interpretar el comportamiento de las variables dependientes
evaluadas (talla, peso y % de supervivencia de los camarones). Las hipdtesis de
contraste utilizadas para cada factor y el efecto de sus interacciones fueron las

siguientes:

Factor A (Concentraciones de microalgas)

Hipotesis nula: El factor concentraciones de microalgas no influye sobre los
parametros de crecimiento (talla y peso) y el % de supervivencia de camarones
juveniles.

Hy:oy=a,=....=, =0

Hipétesis alternativa: El factor concentraciones de microalgas influye sobre los
parametros de crecimiento (talla y peso) y el % de supervivencia de camarones
juveniles.

H, : Existe un ¢, distinto de O

Factor B (Grupos de edades de los camarones)
Hipétesis nula: El factor grupos de edades no influye sobre los parametros de

crecimiento (talla y peso) y el % de supervivencia de camarones juveniles.

Hy:8,=p,=..= B, =0
Hipotesis alternativa: El factor grupos de edades no influye sobre los parametros

de crecimiento (talla y peso) y el % de supervivencia de camarones juveniles.

H, : Existe un g, distinto de O
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Efecto de interaccion entre los factores en estudio

Hipotesis nula: La interaccion entre los factores concentraciones de microalgas y
grupos de edades no influyen sobre los parametros de crecimiento (talla y peso) y

el % de supervivencia de camarones juveniles.

Hy (), =(ap), =.....=(@ff),, =0

Hipotesis alternativa: La interaccion entre los factores concentraciones de
microalgas y grupos de edades influyen sobre los parametros de crecimiento (talla
y peso) y el % de supervivencia de camarones juveniles.

H, : Existe un (a3),, distinto de 0

Para determinar el tratamiento o tratamientos de mejores o peores resultados, se
efectud la prueba HSD de Tukey a través de la cual estos se agrupan en grupos
homogéneos y se realizaron comparaciones por pares para las diferencias de

medias.

La regla de decision utilizada se basa en que si la probabilidad calculada es < a
(nivel de significaciéon para realizar la prueba) se rechaza Hy, en este caso se
trabajo con un alfa de 0,05, ya que el nivel de confiabilidad predefinido es el 95%.
Si el nivel de significacion obtenido por la prueba es menor 0 igual a o se rechaza

la hipdtesis nula y se acepta la hip6tesis alternativa.
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4. RESULTADOS

En lo que respecta al cultivo de Chroococcus turgidus, se observé que esta
especie tuvo su mayor crecimiento sin aireacion y con luz natural dentro del
laboratorio, alcanzando densidades en el orden de 19 600 000 cel/ml al noveno dia
de cultivo. Los camarones en los controles no mostraron mortandad, pero si hubo
una menor actividad de ingesta de alimento, lo que pudo ser corroborado por la
cantidad de alimento recogido diariamente. Los animales expuestos a la
cianobacteria, del tratamiento 1 tuvieron una mortalidad del 11.1% y los del
tratamiento 2 una mortalidad del 55.5%, tanto en el tratamiento 1 y 2 los animales
mostraron una mejor actividad natatoria y alimenticia, por lo menos en los

primeros dias. Los camarones de los acuarios testigos no tuvieron mortalidad.

En la tabla 4 se visualiza para el caso de las variables dependientes talla y peso
de los juveniles de camarones dentro de los grupos de edades una distribucion

normal de los datos obtenidos.

Para el caso de la variable dependiente % de supervivencia de los juveniles de
camarones los datos obtenidos dentro de los grupos de edades no siguen una

distribucién normal.

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba realizada para verificar el
supuesto de homogeneidad de varianzas de distribucién de los datos obtenidos por
los grupos de edades de los camarones, en la cual podemos apreciar, que las

varianzas son homogéneas para el caso de la variable talla promedio.
En lo que respecta a las variables peso y % de supervivencia no presentan

homogeneidad de varianzas, ya que los niveles de significacion obtenidos en

ambos casos son menores al nivel de significancia preestablecido (0.05).
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Tabla 4. Resultados de la prueba de bondad de ajuste para verificar el supuesto de

distribucion de los datos obtenidos por grupo de edades de los camarones.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Grupos por edades de los camarones Talla (cm) Peso (g) | % supervivencia
N 60 60 60
Parametros Media 4,1815 1,1620 98,890
Edad 1 (entre 1
normales®” Desviacion tipica 1,46953 ,24010 6,0280
y 12 dias)
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,324 ,605 4,181
Significacion asintética (bilateral) 0,060 0,857 0,000
N 57 57 60
Parametros Media 6,0037 1,4625 92,780
Edad 2 (entre
normales®” Desviacion tipica 0,49236 0,24297 23,0357
13y 23 dias)
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,661 0,690 3,922
Significacion asintdtica (bilateral) 0,774 0,729 0,000
N 34 34 40
Parametros Media 6,2624 1,6224 80,000
Edad 3 (entre
normales®” Desviacion tipica 0,45821 0,27117 37,5928
24y 30 dias)
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,554 0,666 2,863
Significacion asintotica (bilateral) 0,919 0,767 0,000

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas por medio del test de Levene
para talla, peso y porcentaje de supervivencia.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Grupos por edades de los | Estadistico de gll gl2 | Significacion
camarones Levene
Talla promedio (cm) 0,011 2 148 0,989
Peso promedio () 5,625 2 148 0,004
% supervivencia 73,296 2 157 0,000

4.1 Variable talla

El ANOVA de dos vias realizado, basado en el modelo lineal general univariante
indica que existen suficientes evidencias para inferir que no hay efecto de
interaccion entre los tratamientos (densidades de microalgas) y los grupos de
edades de los camarones debido a que el valor obtenido por la prueba (0.953) es
mayor que el valor establecido previamente (0.05) (tabla 6).

Tabla 6. Resultados del ANOVA univariante de la variable dependiente talla de
los camarones en relacién con las concentraciones de microalgas y los grupos de

edades.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Talla promedio (cm)

Origen Suma de gl Media . Significa
cuadrados tipo 111 cuadratica cion
Modelo corregido 134,925 8 16,866 16,231 | 0,000
Interseccion 3872,186 1 3872,186 |3726,552| 0,000
Tratamientos (cel/ml) 0,101 2 0,050 ,048 0,953
Edad de los camarones 126,565 2 63,283 60,903 | 0,000
Tratamientos * edad 0,192 4 0,048 0,046 0,996
Error 147,549 142 1,039
Total 4584,913 151
Total corregida 282,474 150

a. R cuadrado = 0,478 (R cuadrado corregida = 0,448)
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En la tabla 7 se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos usando la prueba paramétrica de Tukey para la talla promedio, la

misma que nos indica que el nivel de significacion es mayor que el nivel

preestablecido por la prueba (0.05) por lo tanto no existen diferencias

significativas de la variable dependiente talla promedio con los distintos

tratamientos (densidad de algas).

Tabla 7. Resultados de las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
Talla promedio (cm)
HSD de Tukey
] Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento (cel/ml) N ]

Mayor de 500 000 39 5,2369
Testigo (0) 64 5,3458
Menor de 500 000 48 5,4094
Significacion 0,813

En la figura 8 se observa en el gréafico que no existe diferencias significativas

Entre los tratamientos y los grupos de edades para la variable talla promedio.
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Variable Talla promedio

Edad de los camarones
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Figura 8. Grafico de perfil que muestra las medias de la variable talla promedio
de los camarones en relacion con las concentraciones de algas y los grupos de
edades.

4.2 Variable peso

La tabla 8 muestra una significacion asintdtica de 0.589 la cual es mayor que el
valor establecido previamente (0.05) y por lo tanto no existen diferencias
significativas de esta variable con los tratamientos de algas (prueba de Kruskal-
Wallis).

Tabla 8. Prueba de Kruskal-Wallis de la variable peso de los camarones.

Peso promedio (g)
Chi-cuadrado 1,058
gl 2
Significacion asintotica 0,589

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Tratamiento (cel/ml)
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No existieron diferencias estadisticamente significativas en la variable peso

promedio y los tratamientos de algas (prueba de Tukey HSD; tabla 9).

Tabla 9. Pruebas post hoc. Subconjuntos homogéneos.

Peso promedio (g)
HSD de Tukey
j Ifa=0.05
Tratamiento (cel/ml) N Subconjunto plara afa

Mayor de 500 000 39 1,3433
Testigo (0) 64 1,3867
Menor de 500 000 48 1,3979

Significacion 0,664

En la tabla 10 se muestran los resultados del ANOVA de la variable peso donde

observamos que las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Tabla 10. Resultados del ANOVA univariante de la variable dependiente peso de

los camarones en relacion con las concentraciones de microalgas y los grupos de

edades.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente:

Peso promedio ()

) Suma de Media Significa
Origen . gl i F ”

cuadrados tipo 111 cuadratica cion

Modelo corregido 5,538 8 0,692 11,129 | 0,000

Interseccion 254,901 1 254,901 4098,286 | 0,000

Tratamientos (cel/ml) 0,039 2 0,020 0,315 0,730

Edad de los 4,299 2 2,150 34561 | 0000

camarones ’

Tratamientos * edad 0,297 4 0,074 1,193 0,316

Error 8,832 142 0,062

Total 301,548 151

Total corregida 14,369 150

a. R cuadrado =,385 (R cuadrado corregida = ,351)
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En la figura 9 se visualiza graficamente que no hay diferencias significativas para

Variable Peso de los camarones

1,70

1,60

1,50

1,40

1,309

Peso de los camarones (gramos)

1,20

1,10

1 68

=

M

Edad de los camarones

= Feliad 1 (ertre 1y 12 dias)

Lo Eclad 2 (ertre 13 y 23
dias)

b Eclzdl 3 (&rtre 24 y 30
dias)

T
fMenor de 300 000

T T
Mayor de 200 000 Testigo (0)

Tratamiento (cellml)

los tratamientos y los grupos de edades en relacion con la variable peso promedio.

Figura 9. Grafico de perfil que muestra las medias de la variable peso promedio

de los camarones en relacion con las concentraciones de algas y los grupos de

edades.

4.3 Variable porcentaje de supervivencia

Existieron diferencias significativas entre la variable supervivencia y los

tratamientos de algas (tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la variable dependiente

porcentaje de supervivencia.

% supervivencia

Chi-cuadrado 31,285
gl 2
Significacion asintotica 0,000

a. Prueba de Kruska

I-Wallis

b. Variable de agrupacion: Tratamiento (cel/ml)
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En cuanto a la interaccion de los subconjuntos homogéneos de datos del

tratamiento 1 con el testigo, la variable supervivencia no tiene diferencias

significativas (tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la prueba paramétrica de Tukey para la variable

porcentaje de supervivencia.

% supervivencia

HSD de Tukey

: j Ifa=0.
Tratamiento (cel/ml) N Subconjunto para a Za 0.05
Mayor de 500 000 48 76,394
Menor de 500 000 48 96,527
Testigo (0) 64 100,00
Significacion 1,000 0,713

En lo que respecta al tratamiento 2, edad 3 el porcentaje de supervivencia fue

estadisticamente significativo (tabla 13).

Tabla 13. Resultados del ANOVA univariante de la variable dependiente

porcentaje de supervivencia de los camarones en relacién con las concentraciones

de microalgas y los grupos de edades.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: % supervivencia

: Suma de_ Media Significaci
Origen cuadrados tipo | gl Lo F )
m cuadratica on

Modelo corregido 37145,813° 8 4643,227 11,673 0,000
Interseccion 1213597,691 1 1213597,691 | 3050,975 | 0,000
Tratamientos (cel/ml) 21238,230 2 10619,115 26,696 0,000
Edad de los camarones 10475,612 2 5237,806 13,168 0,000
Tratamientos * edad 11735,507 4 2933,877 7,376 0,000
Error 60063,837 151 397,774

Total 1447808,900 160

Total corregida 97209,650 159
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En los resultados del ANOVA de un factor de inter e intra grupos, no existe

diferencias significativas para las variables talla promedio y peso promedio, pero

para la variable porcentaje de supervivencia es todo lo contrario (tabla 14).

Tabla 14. Resultados de ANOVA de un factor para las variables dependientes

talla, peso y supervivencia.

ANOVA de un factor

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,647 2 ,323 ,170 | ,844
Talla promedio
(cm) Intra-grupos 281,827 | 148 1,904
cm
Total 282,474 | 150
| Inter-grupos ,071 2 ,035 ,365 | ,695
Peso promedio
) Intra-grupos 14,299 148 ,097
| Total 14,369 150
16,36
o Inter-grupos 16767,927 | 2 8383,963 3 ,000
0
supervivencia | Intra-grupos 80441,723 | 157 | 512,368
Total 97209,650 | 159

En la tabla 15 de comparaciones multiples mediante la prueba Tukey HSD se

comparan las variables dependientes con los tratamientos 1, 2, y 3, donde se

observa que para las variables talla promedio y peso promedio no existen

diferencias significativas en todos los casos, mientras que para la variable

supervivencia entre los tratamientos 1 y testigos no hay diferencias significativas,

pero al comparar el tratamiento 2 con el tratamiento 1 y testigos si hay diferencias

significativas para la variable porcentaje de supervivencia.
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Tabla 15. Resultados de comparaciones multiples de variables dependientes y

tratamientos. Comparaciones multiples HSD de Tukey.

Variable (1) Tratamiento | (J) Tratamiento | Diferencia Error | Sig.
dependiente (cel/ml) (cel/ml) de medias tipico
(1-9)
Menor de 500 Mayor de 500 000 ,17245 29749 |,831
000 Testigo (0) ,06359 ,26349  |,968
Talla Mayor de 500 Menor de 500 000 -,17245 29749 |,831
promedio (cm) {000 Testigo (0) -,10886 ,28032  |,920
) Menor de 500 000 -,06359 26349 |,968
Testigo (0)
Mayor de 500 000 ,10886 28032 [,920
Menor de 500 Mayor de 500 000 ,05458 ,06701 |,695
000 Testigo (0) ,01120 ,05935 |,981
Peso promedio | Mayor de 500 Menor de 500 000 -,05458 ,06701 |,695
(9) 000 Testigo (0) -,04339 ,06314 | ,771
) Menor de 500 000 -,01120 ,05935 [,981
Testigo (0)
Mayor de 500 000 ,04339 ,06314 | ,771
Menor de 500 Mayor de 500 000 20,1333 4,6205 |,000
000 Testigo (0) -3,4729 4,3220 |,701
% Mayor de 500 Menor de 500 000 | -20,1333 4,6205 |,000
supervivencia |000 Testigo (0) -23,6063" 4,3220 |,000
) Menor de 500 000 3,4729 4,3220 |,701
Testigo (0) .
Mayor de 500 000 | 23,6063 4,3220 |,000
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Los problemas de mortalidad de los camarones en el tratamiento 2 se acentuaron

en edad 3 obteniéndose un porcentaje de supervivencia de 44.4% (figura 10).

Variable % de supervivencia de los camarones

Edad de los camarones

P Eclac 1 (entre 1 y 12 dias)
b Edlael 2 (eetre 13 v 23
dias)

b EClE] 3 (ENETE 24 3 30
dias)

|1 DD,Dl
1000 :
100,0
90,0
= 8004
£
.
o
c
_g 70,01
=
R
@
o
=
Y gooo
50,0
44 4
40,0=
T T T
Menor cde 500 000 Mayeor de 500 000 Testigo (0)

Tratamiento (cel/ml)

Figura 10. Gréafico de perfil de las medias de la variable porcentaje de

supervivencia de los camarones en relacion con las concentraciones de algas y los

grupos de edades.
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En las tablas 16, 17 y 18 se observa los porcentajes de mortalidad en los acuarios

con el tratamiento 1, 2 y testigos respectivamente.

Tabla 16. Porcentaje de Mortalidad en acuarios con densidades de algas < a

500.000 cel/ml.

No. ACUARIO MORTALIDAD (%)
1 0
3 0
5 0
7 0
9 0
17 111

Tabla 17. Porcentaje de Mortalidad en acuarios con densidades de algas > 500

000 cel/ml.

No. ACUARIO MORTALIDAD (%)
2 0
4 100
6 0
8 33
10 100
18 100
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Tabla 18. Porcentaje de Mortalidad en acuarios testigos.

No. ACUARIO

MORTALIDAD (%)

11

0

12

13

14

15

16

19

20

ol O] O] O] o ol o

4.4 Parametros Fisico —Quimico del Agua

Durante el ciclo de siembra el oxigeno disuelto vario6 entre 4 y 6.8 mg/L con un

promedio de 5.2 mg/L; la temperatura promedio estuvo en 27.7°C con un minimo

de 25.5°C y 29°C como méaximo y pH promedio de 7.45 con datos minimo de 7 y

maximo de 7.8. La salinidad se mantuvo en 20 ppm. En las figuras 11, 12 y 13, se

visualizan los valores de las medianas de oxigeno disuelto, temperatura y pH

durante el cultivo de juveniles de Litopenaeus vannamei.

En cuanto a los valores del oxigeno disuelto am y pm, se presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos (tablas 18 y 19); mientras que para

temperatura am y pm (tablas 20 y 21) y pH am y pm (tablas 22 y 23) no se

presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 11. Mediana de los valores de oxigeno de los acuarios con tratamientos 1,

2y 3 para horarios de la mafiana.

Tabla 19. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para oxigeno disuelto am.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 93,536% 66 ,015
Razdn de verosimilitudes 99,910 66 ,004
Asociacion lineal por lineal 5,201 1 ,023
N de casos validos 553

frecuencia minima esperada es ,26.

a. 65 casillas (63,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La
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Figura 12. Mediana de los valores de oxigeno de los acuarios con tratamientos 1,

2y 3 para horarios de la tarde.

Tabla 20. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para oxigeno disuelto pm.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintdtica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 93,226° 50 ,000
Razén de verosimilitudes 96,580 50 ,000
Asociacion lineal por lineal 12,064 1 ,001
N de casos validos 558

frecuencia minima esperada es ,27.

a. 45 casillas (57,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La
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Figura 13. Mediana de los valores de temperatura de los acuarios con
tratamientos 1, 2 y 3 para horarios de la mafiana.

Tabla 21. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para temperatura am.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 65,559° 58 231
Razon de verosimilitudes 73,998 58 077
Asociacion lineal por lineal ,003 1 ,960
N de casos validos 551

a. 46 casillas (51,1%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,26.
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Figura 14. Mediana de los valores de temperatura de los acuarios con
tratamientos 1, 2 y 3 para horarios de la tarde.

Tabla 22. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para temperatura pm.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asint6tica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 61,084° 66 ,648
Razon de verosimilitudes 65,905 66 ,480
Asociacion lineal por lineal 1,237 1 ,266
N de casos validos 563

a. 46 casillas (45,1%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La
frecuencia minima esperada es ,27.
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para horarios de la mafiana.

Tabla 23. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para pH am.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 19,987° 22 ,584
Razon de verosimilitudes 20,944 22 ,524
Asociacion lineal por lineal ,194 1 ,660
N de casos validos 548

minima esperada es ,27.

a. 16 casillas (44,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia
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Figura 16. Mediana de los valores de pH de los acuarios con tratamientos 1, 2y 3
para horarios de la tarde.

Tabla 24. Resultados de la prueba de chi-cuadrado para pH pm.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica (bilateral)
a
Chi-cuadrado de Pearson 11,762 18 859
Razon de verosimilitudes 12,972 18 793
Asociacion lineal por lineal 124 1 724
N de casos validos 556

a. 12 casillas (40,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia

minima esperada es ,28.
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En

los acuarios con el

tratamiento 1 el

amonio toxico no mostrd

concentraciones criticas, excepto en los acuarios 4 (tratamiento 2) y 15 (testigo)
(tabla 25).

Tabla 25. Resultados de los analisis de amonio toxico expresados en ppm.

Acuario | Amonio | Amonio | Amonio | Amonio | Amonio | Amonio | Amonio
toxico toxico toxico toxico toxico toxico toxico
dia 9. dia 16 dia 19 dia 20 dia 23 dia 28 dia 29
1 0,13 0,18 0,33 0,11 0,18 0,04 0,01
2 0,17 0,17 0,19 0,12 0,22 0,25 0,08
3 0,13 0,20 0,22 0,11 0,18 0,02 0,005
4 0,12 0,19 0,72 0,11 - - -
15 0,18 0,18 0,77 0,08 0,02 0,02 0,02
17 - - - - 0,24 0,20 -
18 - - 0,14 0,04 - -
20 - - 0,21

4.5 Parametros -Biologicos

En lo que se refiere a histopatologia, técnica que nos permite detectar

factores de mortalidad, bajo crecimiento, alteraciones de comportamiento y otros

aspectos durante el cultivo. Los resultados determinaron afectacién severa de

tejidos en los camarones (tabla 26). La picnosis y Kkarrioresis observada en los

camarones del acuario 8 es caracteristica de TSV (virus del Sindrome de Taura).

En cuanto a las pruebas bacteriologicas, los resultados estuvieron de baja a

moderado en cuanto a UFC/ml.
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Tabla 26. Resultados de Analisis de Histopatologia

TEJIDOS
ACUARIO PATOLOGIA GRADO | AFECTADOS
10 > % millon Infiltracion hemocitica 3-4 Intestino posterior,
cel/mi masiva Ciego.
Tejido conectivo.
Epitelio
subcuticular,
Picnosis, Karriorexis. 3 intestino posterior,
ciego
8
=% millén cel/ml Infiltracion,hemocitica, 2 Hepatopancreas
Nodulos
Trofozoitos de gregarinas 1 Intestino medio
17 Nodulos hemociticos 2 Hepatopancreas
=< % millén cel/ml | Trofozoitos de Gregarinas 2 Intestino medio y
anterior
Nucleos picnéticos 1 Estomago
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5. DISCUSION

5.1. Aislamiento y cultivo de la cianobacteria

Con relacion a la metodologia usada para el cultivo de microalgas se da mucha
importancia a la aireacion y la luz artificial cuando se trata de cultivo primario
principalmente, sin embargo, en este caso no se utilizé aireacion ni luz artificial,
aunque Velasco (2000) indica que la aireacion produce una mejor uniformidad del
medio ya que las células se distribuyen homogéneamente en los recipientes del
cultivo, lo cual beneficia, porque tendrd una mayor posibilidad de recibir la
iluminacién, y también la distribucién de los nutrientes se ven favorecidos. El
elevado nivel de crecimiento de la microalga en estudio confirma que es una
especie productora de grandes florecimientos. Al respecto Andersen (1996)
reporta que de las 5 000 especies descritas de algas marinas aproximadamente 300
pueden presentar floraciones. Bonilla y Aubriot (2009) reportaron que en Uruguay
se han registrado 5 geéneros de cianobacterias planctonicas formadoras de
floraciones del orden Chroococcales. Otro factor que pudo haber favorecido el

crecimiento seria el tipo de medio de cultivo que se utilizo.

Con relacion a la salinidad se evidenciaron diferencias significativas en cuanto
a lo expresado por otros autores, por ejemplo Zambrano (1989) reporta que el
rango de salinidad de esta microalga estd entre 2 y 5 ppt, sin embargo en
salinidades de 20 ppt tuvo un gran florecimiento. Constituyéndose entonces en

una especie eurihalina. .

5.2. Bioensayo de la proliferacién algal

5.2.1 ¢Por qué escoger la Division Cyanophyta para este estudio?

La presencia de este grupo en las piscinas, generalmente viene acompafado

por caracteristicas tipicas: como la concentracion baja de nitratos, el mismo que es
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un nutriente muy importante para el crecimiento de las diatomeas; es un grupo de

bastante fijacion de nitrato (Stein, 1972).

El caso de Chroococcus turgidus demuestra en este bioensayo, que esta
microalga afecta los cultivos acuicolas cuando su florecimiento esta por encima de
las 500 000 cel/ml., produciendo una mortalidad de los camarones juveniles que
es estadisticamente significativa, Aunque para los pardmetros talla y peso las
pruebas estadisticas no arrojaron diferencias significativas, existe la tendencia de
una afectacion de esta microalga sobre los organismos. Para futuros estudios cabe
ampliar el periodo de pruebas hasta por 60 dias para verificar el efecto de la
cianobacteria en los camarones. Un estudio sobre los géneros Chroococcus
naegeli y Chroococcus limneticus corrobora lo expresado aqui, cuando indica que
una proliferacién de estas algas puede ser indicativa de que en el cultivo hay
variaciones bioquimicas y podrian estar afectando al camarédn, por lo cual se

recomienda precaucion (Zambrano, 1989).

5.2.2 Actividad de los organismos

Respecto a los organismos sometidos a densidades sobre el medio millon de
células por mililitro, se observo claramente una reduccion de su actividad a
medida que pasaban los dias, y crecia la microalga. Esto corresponde a lo
mencionado por Villon y Bafios (2005) en su estudio sobre “Bioensayos en
Organismos” que describen que hay dos categorias generales de efectos toxicos
que pueden ser reconocidos: a) toxicidad aguda (una dosis grande de corta
duracion): y b) toxicidad crénica (a baja dosis de toxicidad por un periodo grande)
puede ser letal (causa la muerte) o subletal (por debajo del nivel que causa
directamente la muerte). Lightner (1978) y Smith (1996) reportan la presencia de
toxinas producidas por cianobacterias en concentraciones sub-letales que
probablemente causan el debilitamiento del camar6n haciéndolo propenso a
infecciones bacterianas secundarias. Los resultados indican que la microalga
Chroococcus turgidus es toxica cuando forma florecimientos, lo que concuerda

con Nufiez (1995) que reporta a esta microalga como toxica.
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5.2.3 Parametros fisicos, quimicos y bacterioldgicos

En cuanto a los pardmetros fisicos y quimicos, no tuvieron diferencias
significativas si lo comparamos con los rangos normales en un cultivo acuicola de
camarones. Respecto a lo reportado en otros trabajos, Tsai (1990) considera que el
rango optimo de pH para los cultivos de camaron es de 5.5 a 8.5. Boyd (1989)
indica que un pH entre 6 y 9 es el mejor para el crecimiento de camarones. En los
acuarios el rango fluctud entre 7.1 y 7.9, lo que nos indica que este parametro se

presentd dentro del rango éptimo.

En el caso de Limsuwan (2005) la temperatura 6ptima de cultivo debe fluctuar
entre 27 y 31°C. Por debajo de este rango el crecimiento es lento y arriba de 31°C
el animal pierde peso por alto, metabolismo. En los acuarios el rango de
temperatura oscilo entre 26.1 y 29°C, resultados que se encuadran dentro de
rangos normales. Limsuwan también reporta que el nivel minimo de oxigeno
disuelto en un cultivo es de 4 ppm. En los acuarios el oxigeno disuelto estuvo
entre 5.4 y 6.6 ppm, lo que nos indica rangos permisibles. Hubo dentro de los 3
tratamientos y en pocos acuarios valores sobre 3ppm de oxigeno disuelto que se
podrian llamar perdidos ya que se presentaron una vez en los inicios de ciclo y por

corto tiempo lo cual no representd mortalidades en los organismos.

Por otro lado la medicion del amonio no ionizado (tdxico) en los acuarios
donde se mantenia el florecimiento algal, present6 concentraciones no criticas,
aunque Boyd (1990) reporta que generalmente cualquier cantidad medible de
amoniaco afectara el crecimiento de los animales, solo en el acuario 4 del
tratamiento 2 y el acuario 15 testigo presentaron concentraciones criticas de
amonio no ionizado con una densidad de algas de 2 millones cel/ml para el

acuario 2.

Al respecto Boyd (1990) reporta 0,4 ppm como concentracidn critica de
amonio toxico, Tambiéen indica que para evitar la acumulacion de amoniaco hasta

niveles toxicos durante la etapa del cultivo, es recomendable favorecer la
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remocion mediante las cianobacterias y/o algas fotosintéticamente activas que se
desarrollan en el bentos. Burford (1997) describe que en piscinas de produccion,
las concentraciones de amonio total y fésforo soluble reactivo son mas bajas en
presencia de una poblacion fitoplanctonica con crecimiento répido. Esto no
concuerda con lo observado en el acuario 4 y en los otros acuarios en tratamiento
en los cuales el amonio por el nivel de biomasa fitoplanctonica que presentaban
debid ser mas bajo; es verdad también que con el aumento de la alimentacion
aumenta el amoniaco total sumado a ello un incremento de pH y temperatura,
situaciones que no sucedieron en los acuarios. En el acuario 15 el amoniaco
también mostr6é concentracion critica, pero éste actuaba como testigo por lo tanto
no recibia algas que pudiera evitar la acumulacion de este parametro. Este
resultado podria significar que Chroococcus turgidus no favorece precisamente a
una absorcion total del amonio téxico y que méas bien se presenten variaciones

bioquimicas en el agua.

Sin embargo Velasco (2013) sefiala que las cianobacterias son captadoras del
nitrégeno atmosférico y Stein (1972) indica que estas cianobacterias son un grupo
de bastante fijacion de nitrogeno, lo que explicaria la concentracion del amonio
toxico en los acuarios con el florecimiento, ya que el amonio toxico es nitrogeno
de amonio. Igualmente Zambrano (1989) menciona que la proliferacion de esta
cianobacteria causa variaciones bioguimicas en el agua que afectan al camarén.
Boyd (1989) indica que los estanques de por si contienen mas de 2 6 3 mg/l de
nitrégeno de amonio total. Obviamente la toxicidad del amonio sera un problema
mayor a pH altos y temperaturas altas, lo que no pasé en este bioensayo, cuyos
parametros abidticos estuvieron dentro de los rangos normales. Es dificil evaluar
las concentraciones de amonio en los estanques debido al ciclo diario en pH. Las
concentraciones de amonio no ionizadas cambian continuamente. La toxicidad del
amonio generalmente es expresada en la reduccion del crecimiento en lugar de la
mortalidad (Boyd 1989). Por lo tanto no podriamos atribuir la mortalidad de los

animales del acuario 4 al aumento del amonio téxico.
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Es importante recordar que el medir la cantidad de amonio total en el agua no
nos dice nada ya que puede estar en cualquiera de sus siguientes formas: NH3 <
NH4 — NO2— NO3. Debido a ello se determind en este bioensayo amonio

téxico 0 amonidco no ionizado.

En relacion a los resultados obtenidos de los examenes histopatologicos, la
respuesta inflamatoria en los tanques 8 y 10 del tratamiento 2 seria causada por
una agresion de tipo ambiental, que en este caso se puede atribuir al florecimiento
de la cianobacteria ya que no habian otros pardmetro fuera de los rangos
permisibles. En realidad fueron pocas las muestras para los examenes
histopatoldgicos pero el costo de los mismos influy6é para que no se muestreen
mas acuarios. En cuanto a los resultados de las pruebas bacteriologicas la
tendencia fue similar en los acuarios muestreados, lo que no implicaria un efecto
negativo que pudiera alterar severamente los parametros de crecimiento y

sobrevivencia de los camarones.
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6. CONCLUSIONES

En base de los resultados encontrados en este estudio, se puede concluir que:

Se determind que la microalga Chroococcus turgidus tiene un impacto negativo
sobre el porcentaje de sobrevivencia en juveniles de Litopenaeus vannamei, no asi

en el crecimiento e incremento en peso.

En los bioensayos se establece que las dosis letales de la microalga se encuentran

sobre los 500 000 células por mililitro.

Después de tres semanas de ser sometidos los juveniles de Litopenaeus vannamei
a un Bloom superior a medio millon de células por mililitro, un poco mas de la

mitad de los animales murieron.

La exposicion sostenida al florecimiento de la microalga en mencién provoca en

los organismos cultivados efectos patolégicos y mortalidad.

Las concentraciones menores de 500 000 cel/ml no presentaron efecto
significativo sobre las variables talla, peso y supervivencia de los camarones en

estados juveniles.
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/.- RECOMENDACIONES

1.- Realizar un estudio sobre Chroococcus turgidus en el laboratorio para
identificar sus productos toxicos que puedan colapsar el cultivo acuicola.

2.-Profundizar en el conocimiento de la ecofisiologia de esta cianobacteria en lo
que respecta a tolerancia de salinidad.

3.- Realizar bioensayos para determinar si esta microalga se asocia con el mal
sabor del camaron.

4.- Ejecutar programas de monitoreo para otras cianobacterias toxicas y no
toxicas, ya que la produccion acuicola se va a duplicar en los proximos 10 afios,
segun la FAO vy seguirad dando respuestas en la generacion de empleos y divisas a
diferentes paises de Iberoamérica.

5.- Realizar bioensayos con postlarvas 10-15 y juveniles de camarones a partir de
2 gramos de peso para monitorear la incidencia de esta cianobacteria
especialmente en lo relacionado a crecimiento e incremento en peso, por un
periodo minimo de 45 dias.

6.- Efectuar un control diario del fitoplancton en piscinas camaroneras para evitar
problemas de mortalidad por florecimiento de Chroococcus turgidus.

7.- Mantener en las piscinas camaroneras densidades de Chroococcus turgidus
menores a 500 000 cel/ml.

8.- Realizar bioensayos con florecimientos de Chroococcus turgidus con un
monitoreo diario del amonio toxico para analizar la incidencia sobre cultivos
acuicolas.
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8. ABREVIATURAS UTILIZADAS

c/ml: células por mililitro

L: litros

pH: Potencial de hidrogeno

°C: Grados centigrados

T.C.B.S.: Agar selectivo para vibrios
g: gramos

mg/L: Miligramos por litro

ADN: Acido desoxirribonucleico

%: Porcentaje

PSI: Fotosistema |

PSII: Fotosistema Il
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10. GLOSARIO

Aerobicos.- Organismos que pueden vivir o desarrollarse en presencia de oxigeno

diatdbmico, mientras que si lo necesitan se denominan aerobios estrictos.

Autotrofo.- Organismo capaz de obtener energia usando la luz solar, el agua y

algun gas atmosférico, como el dioxido de carbono, el metano, el nitrégeno etc.

Bloom de algas.- Incremento rapido o acumulacion de la poblacion de algas en un
sistema acuatico. En general se consideran que las algas se encuentran en un
Bloom cuando su concentracion es del orden de cientos a miles de células por
mililitro. Las concentraciones en un Bloom de algas pueden llegar hasta valores

de millones de células por mililitro.

Bloom de algas nocivos.- Es un Bloom de algas que produce impactos negativos
sobre otros organismos mediante la produccion de toxinas naturales, dafios

mecanicos a otros organismos 0 mediante otros procesos.

Caliper digital.- Es un dispositivo utilizado para medir la distancia entre dos

lados opuestos de un objeto.

Cloroplasto.- Organo celular con estructura lamelar que contiene pigmento

clorofilico y carotemoides.

Cromatdforo.-Organo celular, protector de pigmento, pero desprovisto de
estructura lamelar que se encuentra en los esquizomicofitos, fotosintetizadores y

en ciertos animales.

Estromatolitos.- Estructuras estratificadas de formas diversas estrepitosas,
formados por la captura y fijacién de particulas carbonatadas por parte de

cianobacterias.
Esclusas.- Paso navegable por el que se accede a un dique.

Estratificado.- Dispuesto en capas.
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Fotosistema.- Sistema encargado de captar la luz y de emplear su energia para

impulsar el transporte de electrones a través de una cadena de aceptores.

Géisers.- Es una forma de fuente termal que empuja columnas de vapor y agua

caliente.

Heterotrofo.- Incapaz de crear su propio alimento, debe consumir a otro

organismo o a un producto que este haya creado.

Heterotrofo Facultativo.- Significa que puede oscilar entre no producir su
alimento y producirlo, esto se debe a que ciertas células son capaces de incorporar
los organelos necesarios para sintetizar sus propios nutrientes, al igual que pueden

perder estos organelos.

Karrioresis.- Estallido del ntcleo de la célula en restos basoéfilos. Fase de muerte

del nucleo que sucede a la picnosis.

Mucilago.- Sustancia viscosa que se encuentra en ciertos vegetales y que tiene la

propiedad de hincharse en contacto con el agua.

Parietal.- De posicion periférica; asi en algunas algas el cloroplasto esta situado

cerca de la periferia de la célula.
Protoplasma.- Sustancia que constituye la parte principal y viva de la célula.

Picnosis.- Transformacién del ndcleo de la célula consistente en una
condensacion de la cromatina. ElI nucleo se vuelve homogéneo y se colorea

uniformemente. Este fendmeno seria debido a la muerte del nicleo.
Reticulado.- En forma de red.

Trofozoitos.- Es la forma vegetativa activada que se alimenta generalmente por
fagocitosis y se reproduce, a diferencia del quiste que es la forma vegetativa

infectante y de resistencia, en el ciclo de vida de los parasitos protozoarios.

67



ANEXOS

Tabla 27. Programa de trabajo diario en sala de Acuarios y Fitoplancton.

1.- Toma de pardmetros abidticos

2.- Agitar tubos, fiolas y galoneras de microalgas

3.- Sacar muestras de los acuarios

4.- Contar fitoplancton de los acuarios

5.- Sifonear los acuarios

6.- Renovacion de agua

7.- Poner fitoplancton en los acuarios

8.- Contar fitoplancton del cultivo primario

9.- Repicar fitoplancton del cultivo primario

10.- Fertilizar las fiolas y galoneras de fitoplancton

11.- Alimentacién con balanceado a los animales

12.- Revisidn de contenido estomacal de los animales (heces)

13.-Lavar y desinfectar material

14.- Desinfectar sala de acuarios y de fitoplancton

15.- Revisar actividad de los animales y consumo de balanceado

16.- Pasar datos a las hojas de reporte

68




Figura 17. Caliper digital
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Tabla 28. Pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos, Acuario 4.

ACUARIO 4 | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 15 16 17 18 19 20 30
OXigenO am c 5.0 5.3 6.7 31 5.9 6.1 6.0 5.8 5.8 6.2 6.1 6.4 5.9 6.0 5.6 6.2
OXI’genO pm 5.0 5.7 4.7 4.9 5.4 5.6 55 5.9 55 5.6 5.8 5.8 55 5.8 6.0

temp Am 271.7 271.7 27.2 274 27.8 27.9 27.6 27.0 274 27.0 275 27.0 26.9 27.9 27.0 27.7
temp Pm 31.0 28.0 28.3 28.8 28.6 284 28.0 28.1 28.0 284 28.0 273 275 29 28.5 27.6

Sal | nidad 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
pH am 7.2 7.9 7.3 7.5 7.8 7.8 7.8 7.8 7.8 7.7 7.7 7.3 7.8

pH pm 7.8 7.7 7.7 7.7 7.8 7.8 7.9 7.8 7.7 7.8 7.7 7.7 7.7 7.7 7.6 7.6

fl tO/m I 160.000 32.000 290.000 1.400.000 | 2.000.000 | 2.750.000 | 2.650.000 1.940.000 1.850.000 1.550.000 600.000 550.000 900.000 1.000.000 1.750.000 1.950.000 1.750.000

fItO d (’)SI S ml 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400
nitrato ppm

fosforo ppm

recambio 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% |50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 50% | 80%
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Tabla 29. Tratamientos del Acuario 1

Acuario |Dia Tratamiento No. [ oxigeno | oxigeno | temp. |temp. |[salinidad | Ph Ph | fito/ml | fito nitrato | fésforo recambio
No. am pm Am Pm am pm désis ml | ppm ppm
1 1 [ Menos 1/2 mill6n 1 4.7 31.0 20 7.5 300 3
cel/ml
1 2 | Menos 1/2 millén 1|54 4.7 28.1 27.7 20171 7.6 40.000 150 3 50%
cel/ml
1 3 | Menos 1/2 millén 11538 5.6 27.7 28.2 20 | 7.7 7.6 20.000 400 3 50%
cel/ml
1 4 | Menos 1/2 millon 1|57 54 27.5 28.5 201 7.2 7.6 50.000 150 3 50%
cel/ml
1 5 | Menos 1/2 millén 11538 4.7 27.5 27.6 20 | 7.7 7.5 50.000 150 3 50%
cel/ml
1 6 | Menos 1/2 millén 1(59 7.1 27.7 28.2 20178 7.7 20.000 150 3 50%
cel/ml
1 7 | Menos 1/2 millén 11538 5.6 27.7 28.1 20 7.8 7.8 | 200.000 150 3 50%
cel/ml
1 8 | Menos 1/2 millén 1156 51 27.3 28.1 20 7.8 7.6 | 300.000 150 3 50%
cel/ml
1 9 | Menos 1/2 millén 1|56 7.6 27.0 28.8 20 7.6 | 150.000 150 3 50%
cel/ml
1 10 | Menos 1/2 millén 1155 5.7 27.4 28.1 20 | 7.7 7.5 | 450.000 150 3 50%
cel/ml
1 11 | Menos 1/2 millén 1(59 5.7 27.0 28.0 2075 7.6 | 200.000 150 3 50%
cel/ml
1 12 | Menos 1/2 millén 11538 6.0 27.6 28.0 2071 7.7 50.000 150 3 50%

cel/ml
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13 | Menos 1/2 millén 6.2 6.0 27.7 27.2 20175 7.5 50.000 150 50%
cel/ml

14 | Menos 1/2 millén 5.9 5.9 26.9 27.4 20 (7.7 7.7 50.000 150 50%
cel/ml

15 | Menos 1/2 millén 5.7 5.8 27.5 29.0 20( 7.6 7.5 50.000 150 50%
cel/ml

16 | Menos 1/2 millén 5.8 6.0 27.8 28.5 20 (7.7 7.5 50.000 150 50%
cel/ml

17 | Menos 1/2 millén 5.8 55 26.8 28.2 20 (7.7 7.4 | 200.000 150 50%
cel/ml

18 [ Menos 1/2 millén 6.3 6.0 26.6 28.2 20(75 7.4 | 150.000 150 50%
cel/ml

19 | Menos 1/2 millén 5.9 55 27.2 28.5 20( 7.6 7.4 | 200.000 150 50%
cel/ml

20 | Menos 1/2 millén 6.0 6.3 27.8 27.7 20( 7.6 7.7 | 100.000 150 50%
cel/ml

21 | Menos 1/2 millén 5.7 5.8 27.6 28.5 20 (7.7 7.7 50.000 150 50%
cel/ml

22 | Menos 1/2 millon 6.0 6.0 27.5 27.3 20 (7.7 7.3 | 150.000 150 80%
cel/ml

23 | Menos 1/2 millén 5.7 6.2 25.8 28.0 2074 7.4 | 100.000 150 80%
cel/ml

24 | Menos 1/2 millon 6.4 6.3 26.2 27.1 2074 7.4 0 150 80%
cel/ml

25 | Menos 1/2 millén 6.2 6.3 26.0 27.2 2073 7.4 | 100.000 150 80%
cel/ml

26 | Menos 1/2 millon 6.0 6.3 25.6 26.5 20( 74 7.1 | 150.000 150 80%

cel/ml

72




Tabla 30. Tratamientos del Acuario 8.

Acuario | D | Tratamien | Camardn oxigeno | oxigeno | temp. | temp. | salinidad | pH pH fito/ml | fito nitrato | fosforo ppm | recambio

No. ia | to No am pm Am Pm am pm désis ml | ppm
8| 1| Mayor 1/2 millon cel/ml 31.0 20 7.8 300 3
8 [ 2| Mayor 1/2 millon cel/ml 4.2 5.4 27.5 27.8 20175 |77 270.00 150 3 50%
8 [ 3| Mayor 1/2 millon cel/ml 6.4 6.4 27.3 27.6 20|77 |78 260.08 400 3 50%
8| 4| Mayor 1/2 millon cel/ml 6.3 5.9 27.2 28.4 201738 1.7 160.08 150 3 50%
8 [ 5| Mayor 1/2 mill6n cel/ml 6.1 6.0 27.0 27.0 20|77 |77 160.08 150 3 50%
8| 6| Mayor 1/2 millon cel/ml 5.8 6.0 27.2 27.6 20| 7.7 7.8 920.08 150 3 50%
8| 7| Mayor 1/2 mill6n cel/ml 6.0 54 27.5 27.8 201738 7.7 500.08 150 3 50%
8| 8| Mayor 1/2 millon cel/ml 5.3 5.3 27.5 27.3 201738 7.8 850.08 150 3 50%
8| 9| Mayor 1/2 mill6n cel/ml 54 51 27.0 28.0 201738 7.8 1.1009 150 3 50%
8| 1| Mayor 1/2 millon cel/ml 5.7 5.8 27.2 28.1 201738 7.7 950988 150 3 50%
8 2 Mayor 1/2 millon cel/ml 5.9 5.8 26.8 28.1 201738 7.8 950.08 150 3 50%
8 1 Mayor 1/2 millén cel/ml 5.9 5.6 27.3 21.7 201738 7.8 450.08 150 3 50%
8 z Mayor 1/2 millon cel/ml 6.2 5.8 27.3 26.8 20179 7.7 260.0§ 150 3 50%
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1| Mayor 1/2 millén cel/ml 5.8 54 26.5 274 201738 7.8 450.00 150 50%
11 Mayor 1/2 millén cel/ml 5.3 5.8 21.7 28.6 20178 7.8 400.08 150 50%
i Mayor 1/2 millén cel/ml 5.3 5.6 27.6 27.2 20178 7.7 450.08 150 50%
61; Mayor 1/2 millén cel/ml 5.4 5.0 26.6 27.8 20 (7.8 74 350.08 150 50%
I Mayor 1/2 millon cel/ml 5.4 55 26.4 27.9 20175 7.4 600.08 150 50%
? Mayor 1/2 millén cel/ml 5.7 5.8 27.0 28.3 20| 7.7 7.4 400.08 150 50%
2 Mayor 1/2 millon cel/ml 6.0 5.9 27.6 27.5 20172 7.5 900.08 150 50%
g Mayor 1/2 millén cel/ml 5.7 5.1 27.5 28.6 20 (8.0 7.6 500.08 150 50%
; Mayor 1/2 millén cel/ml 6.5 5.6 27.4 27.0 20174 7.6 500.08 150 50%
g Mayor 1/2 millon cel/ml 5.9 6.1 26.1 28.0 20175 74 450.08 150 80%
g Mayor 1/2 millén cel/ml 6.4 6.4 26.1 27.0 20174 7.6 450.08 150 80%
‘21 Mayor 1/2 millon cel/ml 6.7 6.2 25.6 26.7 20173 7.5 550.08 150 80%
g Mayor 1/2 millén cel/ml 6.5 4.6 25.8 26.7 20171 7.5 350.08 150 80%
g Mayor 1/2 millon cel/ml 6.6 5.8 25.8 27.8 20174 7.1 300.08 150 80%
7 0
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Tabla 31. Coordenadas Geograficas UTM de la camaronera.

LATITUD N LONGITUD E
PUNTO
CAMPAMENTO CAMARONERO
1 9740798 627739
2 9740816 627163
3 9741654 627006
4 9741849 626656
5 9742991 626698
6 9743002 626324
7 9742277 626294
8 9741781 624989
9 9741922 624754
10 9742789 624458
11 9743255 624000
12 9743517 623807
13 9744614 624291
14 9746496 624391
15 9746721 625168
16 9745301 625532
17 9746547 626185
18 9747721 626148
19 9748435 626381
20 9748584 625987
21 9749200 625711
22 9749506 625817
23 9748840 626231
24 9749275 626866
25 9747824 627548
26 9747566 626945
27 9745569 627037
28 9743054 626332
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Tabla 32. Distribucién de los acuarios.

CIANOBACTERIAS

CIANOBACTERIAS

No. ACUARIO < 500.000 c/mi > 500.000 c/ml TESTIGO
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 X
10 X
11 X
12 X
13 X
14 X
15 X
16 X
17 X
18 X
19 X
20 X
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Figura 18. Cultivo de Chroococcus turgidus para alimentar a los juveniles de
Litopenaeus vannamei.

Figura 19. Contaje de la Cianophyta en el laboratorio.
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Figura 21. Fiolas con luz natural indirecta para el cultivo de Chroococcus
turgidus.
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Figura 22. Piscina 34-B, donde fueron pescados los juveniles de Litopenaeus
vannamei.

Figura 23. Pesca de juveniles de Litopenaeus vannamei para bioensayos.
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Figura 24. Control de bioensayos en laboratorio.

Figura 25. Cultivo primario de Chroococcus turgidus en el laboratorio.
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Figura 27. Acuario con tratamiento (Bloom de algas) y acuario control sin
tratamiento.
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Figura 28. Disefio experimental.

Figura 29. Acuario control sin tratamiento.
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