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1. INTRODUCCION

Los productos marinos tales como peces, camarones y bivalvos provienen principalmente
de dos fuentes: pesquerias y acuacultura. Alrededor del mundo, el sector de la acuacultura
ha incrementado a una tasa promedio anual de 8.9% desde 1970 comparado con el 1.2% de
la captura de las pesquerias y 2.8% de los organismos terrestres cultivados. En si, la
acuacultura se ha incrementado 2.5 veces durante la uUltima década alcanzando 31.2
millones de toneladas las cuales provienen principalmente de China, Indonesia y otros
paises desarrollados, y se espera que la produccion global alcance los 72 millones de
toneladas para el 2030 (Pandey et al., 2007; Olsen y Hasan, 2012).

Desde 1985, la camaronicultura en México ha sido una de las actividades economicas de
maés alto crecimiento. La produccion de camarones cultivados ha incrementado de 45,853
toneladas en 2002 hasta 133, 282 toneladas en 2011 (CONAPESCA, 2011). Las especies
de camardn mas cultivadas en México son L. vannamei y L. stylirostris (Ezquerra-Brauer et
al., 2003; Péez-Osuna, 2005) y la especie de mas alta importancia pesquera es F.
brasiliensis junto con otras seis especies (F. aztecus, F. duorarum, L. setiferus, Sicyonia
brevirostris y Xiphopenaeus kroyeri) (SAGARPA, 2002). Con respecto a F. brasiliensis, es
una especie con alto potencial de cultivo, sin embargo los aspectos bioldgicos y fisiologicos
son virtualmente desconocidos. Por lo tanto, existe la necesidad de generar conocimiento al
respecto con el fin de sentar las bases para su cultivo (Brito et al., 2000; Emerenciano et al.,
2011).

A pesar del alto crecimiento de la camaronicultura a nivel mundial, existe una alta
preocupacion por desarrollar una mejor gestion ecoldgica y nuevos sistemas de produccion
acuicola ya que la expansion de la acuacultura actualmente esta restringida debido a las
altas presiones que causa al ambiente tales como: 1) pérdida de manglar asi como de bienes
y servicios que proveen, 2) descargas de agua de desecho a cuerpos de agua naturales con
un consecuente enriquecimiento de nutrientes y eutrofizacion, 3) la utilizacion de grandes
cantidades de agua para producir un kilogramo de producto (e.g. hasta 20 m® de agua por

kilogramo de camardn producido) y 4) la fuerte dependencia de ingredientes tales como



harina y aceite de pescado para especies de camarones marinos (Primavera, 1997; De
Schryver et al., 2008; Tacon y Metian, 2008; Olsen y Hasan, 2012).

Para el afio 2006, en México se produjeron entre 170,000 y 210,000 toneladas de alimento
para camarén, y las tasas de conversion alimenticia fueron de entre 1.2-2.3, el uso de harina
de pescado fue del 16% y del aceite de pescado 3%. El uso de harina y aceite de pescado
varian ampliamente dentro y entre paises. Por ejemplo, para camarones el uso de harina de
pescado fluctla entre 5y 40% Yy el aceite de pescado entre 0.5 y 10%. Estas variaciones son
el resultado de: 1) diferentes sistemas de produccion acuicola (e.g. disponibilidad de
alimento natural), 2) diferencias especificas entre especies de camarén y 3) diferencias con
respecto al uso del alimento (e.g. disponibilidad de harina y aceite de pescado, o el costo de
los insumos) (Tacon y Metian, 2008). Ademas, los costos alimenticios representan al
menos un 60% de los costos totales en la acuacultura, debido al costo de proteina en dietas
comerciales (Cruz-Suérez et al., 1996). Por lo tanto es necesario desarrollar ya sea dietas
alternativas o sistemas de cultivo capaces de proveer fuentes nutricias adicionales a los
alimentos comerciales, para no degradar el medioambiente y que a su vez sean
técnicamente apropiadas, econémicamente viables y socialmente aceptables (Borja, 2002;
Rabasso Krohnert, 2006).

Como una nueva alternativa a estos problemas surge la Tecnologia Biofloc (BFT, por sus
siglas en inglés; De Schryver et al., 2008; también conocida como sistemas con Floc, de
cero recambio de agua, heterotroficos e incluso de adicion de melaza). La BFT es un
sistema de limitado recambio de agua, con una fuente de carbono externa, que acumula
residuos organicos, que al mezclarse de manera correcta con la ayuda de una buena
aeracion produce condiciones ideales para el crecimiento microbiano. Este crecimiento
microbiano, genera agregados microbianos llamados floculos, los cuales son ingeridos por
los organismos cultivados (Avnimelech, 2012; Crab et al., 2012). Los fléculos contienen
microalgas, protozoos, nematodos y otros microorganismos, junto con detritos y particulas
de materia organica (De Schryver et al., 2008; Avnimelech, 2012; Crab et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de que ya se cuenta con una idea sobre los organismos que componen la
comunidad del Floc, es necesario determinar el papel que juegan en la dindAmica nutricional

que le brinda a los organismos cultivados (Crab et al., 2012).



Ademéas de conocer los componentes del Floc, es necesario conocer las necesidades
nutricionales de los organismos de cultivo asi como comprender las interrelaciones troficas
y la fisiologia digestiva de los camarones. Para esto han surgido varios métodos tales como:
a) determinacion de enzimas digestivas, b) analisis quimico-proximales y c¢) analisis de
isotopos estables. Los andlisis de determinacion de enzimas, nos indican el tipo de
alimentacion de las especies de interés, ya sea hacia materiales de origen vegetal o animal
(Jones et al., 1997). Los andlisis quimico-proximales nos ayudan a entender si la dieta
suministrada es de buena calidad para los organismos de cultivo asi como para entender
cudl es el valor nutricional de fuentes nutricias no exploradas. Los analisis de isdtopos
estables, son métodos més precisos con el potencial de determinar la fraccion nutricia que
integra el masculo, asi como el lugar que ocupan los organismos en la cadena trofica (Post,
2002).

Por ejemplo, L. vannamei es una especie que tiende hacia la herbivoria (Shiau, 1998)
mientras que F. brasiliensis tiende a ser carnivoro (Liao et al., 1986). Sin embargo, los
requerimientos nutricionales de los camarones peneidos, cambian de acuerdo al estado de
desarrollo, mostrando actividades enzimaticas e isotopicas diferentes a lo largo de sus
ciclos de vida, de acuerdo al tipo de material consumido y asimilado. Por lo tanto, el
objetivo del trabajo es determinar el efecto del aporte nutricional de los fléculos sobre el

camaron blanco del Pacifico (L. vannamei) y el camardn rojo del Caribe (F. brasiliensis).

2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Farfantepenaeus brasiliensis

F. brasiliensis es una especie que pertenece al género Farfantepenaeus (Tabla 1)
(Carpenter, 2002). Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre su biologia y fisiologia
(Brito et al., 2000). Esta especie habita desde la linea de costa a profundidades de alrededor
de 65 m y raramente se encuentra en aguas mas profundas (366 m; Carpenter, 2002); es
muy abundante entre 45 y 65 m en fondos moderadamente firmes de lodo mezclado con
arena; los juveniles y adultos pueden ser encontrados en fondos de lodo suave. Su

distribucién se presenta fuera de Cabo Hatteras a los Cayos de Florida (EUA), fuera de



Campeche y Yucatédn; Las Bermudas, a través del Mar Caribe y las indias occidentales a
Rio Grande do Sul (Carpenter, 2002). En lagunas costeras de Yucatan, México, F.
brasiliensis presenta densidades y tamafios mas grandes de zonas internas a zonas externas,
relacionado con las caracteristicas hidroldgicas, en las cuales la temperatura y salinidad
aumentan conforme aumenta la distancia a la boca de la laguna (May-KuU y Ordofiez-Lopez,
2006). Esta especie es nocturna, y los adultos asi como los juveniles son capturados en la
noche (Carpenter, 2002). Es muy importante en las costas del Caribe de America del Sury
Central. En México, F. brasiliensis tiene gran importancia pesquera junto con otras seis
especies (F. aztecus, F. duorarum, L. setiferus, Sicyonia brevirostris y Xiphopenaeus
kroyeri;(SAGARPA, 2002). Con respecto a la acuacultura F. brasiliensis tiene tasas de
crecimiento relativamente buenas, y el tamafio maximo de los adultos es grande comparado
a otras especies de peneidos (Gaxiola et al., 2010). De acuerdo con Brito et al., (2000) los
juveniles tempranos de F. brasiliensis, tienen menos resistencia a reducciones de salinidad
que otros camarones peneidos, ademas las mas altas tasas de crecimiento se presentan

cuando la salinidad esté sobre su punto isosmético (794 mOSm Kg™, 25 %o).

Tabla 1 Clasificacién taxonémica del camarén rojo F. brasiliensis segun Farfante, (1969).

Clasificacion Taxonomica

Reino Animal

Phylum Artropoda

Superclase Crustacea (Pennant, 1777)

Clase Malacostraca (Latreille, 1806)

Orden Decapoda (Latreille, 1803)

Suborden Dendobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia Penaeoidea (Rafinesque-Schmaltz, 1815)
Familia Penaeidae (Rafinesque-Schmaltz, 1815)
Género Farfantepenaeus (Burukovsky, 1997)
Especie F. brasiliensis (Latreille, 1817)

En cuanto a su alimentacion, de acuerdo con Albertoni et al., (2003) en un estudio realizado
en la laguna de Imbossica sobre el contenido estomacal de F. brasiliensis, se le describe
como una especie omnivora y de caracter oportunista, lo que la haria una especie objetivo
para la acuacultura debido a que tiene la capacidad de aprovechar diferentes sustratos
alimenticios. Dentro de la acuacultura es necesario producir la semilla, con el fin de no
diezmar las poblaciones silvestres, por lo que regimenes alimenticios de larvas de camaron

necesitan ser desarrollados, al respecto Gaxiola et al., (2010) encontraron una combinacion



optima de microalgas (Chaetoceros grasilis y Tetraselmis chuii) y Artemia spp., lo cual
puede favorecer el aporte de &cidos grasos insaturados y aminoécidos esenciales en el
desarrollo acuicola de esta especie.

2.2 Generalidades de Litopenaeus vannamei

El camardn blanco L. vannamei es un invertebrado marino que se encuentra agrupado
dentro del Phylum Arthropoda, familia Penaeidae y perteneciente al género Litopenaeus
(Tabla 2). Se caracteriza por poseer un exoesqueleto revestido de quitina y un tronco

compuesto por 14 segmentos mas el telson.

El &mbito de distribucion de esta especie abarca toda la costa del Pacifico central y
Sudamérica, desde México hasta Perd. Los adultos se localizan desde los 3.66 m hasta los
36.6 m de profundidad, sin embargo se les encuentra con mayor frecuencia entre 9.15 y
18.3 m. Los juveniles se localizan en aguas interiores y lagunas costeras (Briggs et al.,
2004).

Tabla 2 Clasificacion taxonémica del camardn blanco Litopenaeus vannamei

Clasificacion taxonémica

Clase Malacostraca (Latreille, 1806)

Orden Decapoda (Latreille, 1803)

Suborden Dendobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia Penaeoidea (Rafinesque-Schmaltz, 1815)
Familia Penaeidae (Rafinesque-Schmaltz, 1815)
Género Litopenaeus (Pérez-Farfante, 1969)
Especie L. vannamei (Boone, 1931)

Presenta un cuerpo que tiende a ser cilindrico o comprimido lateralmente, tiene un
cefalotérax definido y porta un rostro aserrado con forma de quilla, su anatomia externa se
caracteriza por un tronco compuesto de 14 segmentos mas el telson de los cuales los ocho
primeros forman el térax y los ultimos seis el abdomen; todos los segmentos portan
apéndices, los que se encuentran en el abdomen anterior son Ilamados ple6podos y son
usados para nadar y los posteriores son llamados periépodos que son usados para caminar
en el fondo (Farfante, 1969).



Posee una boca en posicion ventral y el aparato digestivo se ensancha a lo largo del dorso,
para formar una glandula digestiva grande llamado hepatopéncreas que excreta enzimas
digestivas. El corddn nervioso se extiende a lo largo del vientre. Su drgano excretor es la
glandula antenal que lanza sustancias de desecho al exterior. El sistema circulatorio es
abierto y compuesto por vasos hemolinficos que transportan la hemolinfa la cual posee
cobre y transporta el oxigeno, por la que desarrolla un color azuloso. EI oxigeno y el
didxido de carbono es intercambiado en las branquias (Farfante, 1969).

Los estudios sobre los habitos alimenticios han demostrado que los camarones peneidos
son omnivoros, y que algunas especies presentan tendencias a ser carnivoros o herbivoros.
En el caso de L. vannamei, L. setiferus y L. schmitti, presentan habitos omnivoro-herbivoro,
asociados con diferentes proporciones de materiales de origen animal o vegetal en la dieta,
y podrian evidenciar requerimientos nutricionales distintos al de otras especies de camardn
(McTigue y Zimmerman, 1991). Estas diferencias estan asociadas con habilidades
especificas para utilizar diferentes proporciones de proteinas como sustrato metabdlico
(Rosas et al., 1995), siendo esta plasticidad del organismo usada en los nuevos sistemas de

cultivo.

Debido a que la formulacion de los alimentos y tipo de cultivo es la base del éxito para los
productores (Velasco et al., 2000), la nutricién y alimentacion especialmente de L.
vannamei ha recibido gran atencion en los ultimos afios (Cuzon et al., 2004). Por esta
razon, la tendencia ha sido buscar fuentes alternativas de proteinas y técnicas de cultivo que
influyan en la velocidad de crecimiento o para alcanzar las tallas maximas de la especie
(Carrillo et al., 2000; Galindo et al., 2001).



Tabla 3 Estudios sobre determinacion de parametros productivos, digestivos, inmunoldgicos y composicion quimica de camarones del género Penaeus. Alimento balanceado (AB),

Tecnologia Floc (BFT), Agua clara (AC).

Especie

Sistema de cultivo

Resultados

Referencia

F. brasiliensis

1) AC + AB (Control)
2) BFT + AB
2) BFT sin AB

--Densidad de siembra; 1000 cam m™
--Duracién del experimento: 30 dias

El sistema control presentd el menor peso final (176+4.7 mg)
mientras que el BFT+AB y BFT sin AB obtuvieron los mayores
pesos finales (218.9+13.9 y 236.5+13.5 mg respectivamente). La
mayor supervivencia (67%) fue obtenida por el BFT sin AB,
comparado con 81.5% y 84% en los sistemas BFT+AB y Agua
clara +AB. Se determinaron cinco principales grupos de plancton:
protozoarios (ciliados y flagelados), rotiferos, cianobacterias y
diatomeas penadas. El andlisis quimico-proximal indica que hay un
30.4% de proteina cruda en los fléculos microbianos.

Emerenciano et al., (2012)

F. duorarum

1) Agua clara (Control)
2) BFT

--Densidad de siembra: 38 cam m™
--Duracién del experimento: 210 dias

Se determiné que el sistema control y el BFT presentaron el mismo
peso final (p>0.05) con 13.99g y 13.3g respectivamente. Ademas la
supervivencia determinada fue de 81.4% para AC y 63.2% para
BFT. La menor supervivencia determinada se debe al volumen de
solidos suspendidos totales ya que fueron superiores a 15 mL/L. Se
propone hallar los pardmetros fisicoquimicos adecuados para el
cultivo de esta especie en estudios posteriores. Se determinaron
cinco principales grupos de plancton: cianobacterias filamentosas,
protozoarios, nematodos y copépodos. La composicion proximal
del Floc vari6 conforme cambié la comunidad microbiana. El
mayor contenido de proteina cruda se detectd en el mes siete con
29.3% y el menor contenido (18.2%) en el mes tres con las
menores  concentraciones de  copépodos, nematodos Yy
cianobacterias filamentosas.

Emerenciano et al., (2013)

F. brasiliensis

1)BFT sin probidtico (Control)

2) BFT + Sanolife Pro-W (Bacteria: mezcla de
Bacillus spp.)

3) BFT + Biomin Start-grow (Bacteria: mezcla
de Bacillus sp., Enterococcus sp.,
Lactobacillus spp.)

4) BFT + Bacillus cereus var. toyoi

--Densidad de siembra: 150 cam m
--Duracidn del experimento: 30 dias

La tasa de crecimiento especifico (TCE) para el sistema control fue
de 0.030+0.003 mientras que los camarones que fueron
alimentados con probidticos presentaron mayores TCE siendo de
0.036+0.007 para BFT + Sanolife Pro-W, 0.035+0.009 para BFT +
Biomin Start-grow y 0.034+0.004 para BFT + Bacillus toyoi.. La
mayor supervivencia se determind en el tratamiento BFT +
Sanolife Pro-W. De manera general, los camarones cultivados con
probidticos mostraron mas altos niveles de proteina total y
hemocitos granulares. La concentracion de Vibrio spp. fueron méas
bajas en los tratamientos con probidtico.

de Souza et al., (2012)




F. brasiliensis
F. paulensis

1) Jaulas

--Densidad de siembra: 20 cam m™
--Duracién del experimento: 65 dias

El peso final promedio fue de 7.9+0.9 y 6.9+1.1 para F. brasiliensis
y F. paulensis respectivamente. La tasa de conversion alimenticia
de F. brasiliensis fue de 1.3+0.2. La supervivencia de F.
brasiliensis fue de 94.1+9.0 y 98.5+0.71% para F. paulensis.

de Alcantara Lopes et al.,

(2009)

F. brasiliensis

1) Biofilm + alimento balanceado (B+AB)
2) Alimento balanceado sin Biofilm (AB)

--Densidad de siembra; 100 cam m™

--Duracién del experimento: 30 dias

El peso final fue de 160.6 mg y 157+9.5 mg para el tratamiento
B+AB y AB respectivamente. La supervivencia fue en el
tratamiento B+F de 53.4% y de 40.3% para el tratamiento AB. Se
determinaron seis principales grupos de plancton: diatomeas
penadas, cianobacterias filamentosas, flagelados, ciliados,
nematodos y rotiferos.

Viau et al., (2013)

F. brasiliensis

1) Tanques con adicion de melaza
2) Tanques sin melaza (control)
--Densidad de siembra: 150 cam m™
--Duracién del experimento: 30 dias

La tasa de supervivencia (88.8+6.3), el peso final (1.2+0.3) y la
tasa de conversidn alimenticia fueron significativamente mas altas
que los camarones en el tratamiento control (80.5+2.4; 1.0+0.1;
0.02+0.97 respectivamente). En cuanto al analisis bacteriol6gico, el
tratamiento con melaza, mantuvo al género Vibrio spp. en menores
concentraciones (20x10? UFC/ml comparado a 80x10? UFC/ml en
el control). Ademas, este estudio demuestra que la adicion de
melaza puede ser utilizada como una herramienta para prevenir
incrementos en el TAN y nitritos durante la fase de criadero de F.
brasiliensis.

de Souza et al., (2014)

L. vannamei

1) Agua clara (control)
2) Sistema heterotrofico (AS)
3) Sistema autotréfico (HS)

--Densidad de siembra: 250 cam-m?
--Duracidn del experimento: 63 dias

Supervivencias de 39.6+2.8%, 68+3.4% y 68.4+2.3% fueron
determinadas para el sistema control, AS y HS respectivamente.
Sin embargo, el mayor peso ganado fue registrado en el sistema de
agua clara con 1.5+0.3 g (AS y HS con 0.8+0.3 y 1.0+0.3 g
respectivamente). AS y HS tuvieron una tasa de conversion
alimenticia de 0.5+0.0 y 0.5+0.0 respectivamente, mientras el
sistema control obtuvo 0.6+0.0. En cuanto a la actividad
enzimética, resultados significativamente mayores de tripsina,
amilasa y lipasas fueron encontradas en el sistema heterotrofico en
comparacion con el sistema autotréfico y control.

Becerra-Dérame et
(2012)

al.,




L. vannamei

1) BFT 24 hrs luz (24WL)

2) BFT  12/12  hrs  luz/oscuridad
(12wL/12wWOL)

3) BFT 24 hrs oscuridad (24WOL)

--Densidad de siembra: 300 cam m™
--Duracion del experimento: 40 dias

La temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad no variaron
significativamente durante el experimento. La concentracion de
nitrito fue significativamente mas alta en el tratamiento 24WOL
(18.1#8.4 mg L™) comparado a 24WL (11.9#5.7 mg LY. La
concentracion de los solidos suspendidos totales fue
significativamente mas alta en 24WL comparado a 24WOL. La
Clorofila-a fue significativamente mas alta en el tratamiento 24
WL. En cuanto a los parametros de producciéon la mejor
supervivencia se reporta en el tratamiento 24WL con 97.4+1.9%,
mientras 12WL/12WOL y 24WOL tuvieron 86.8+10.5 vy
86.8+5.96% respectivamente. EI mayor peso final se encontré en el
tratamiento 24WL con 10.4+0.3 g y fue significativamente mayor
del tratamiento 24WOL con 9.1+0.3g sin embargo no presentd
diferencias significativas con el tratamiento 12WL/12WOL. En
cuanto a la tasa de conversion alimenticia la mayor fue registrada
en el tratamiento 12WL/12WOL (2.6+0.8) y la menor en el
tratamiento 24WL (1.9+0.1).

Baloi et al., (2013)

L. vannamei

1) Agua clara (control)
2) Floc C/N 15 (CN15)
3) Floc C/N 20 (CN20)

Densidad de siembra: 224 cam-m®
Duracion del experimento: 30 dias

El peso final del sistema control fue de 9.7+0.1g. Los tratamientos
CN15 y CN20 obtuvieron un peso final de 10.9+0.1 y 10.7+0.3 g
respectivamente. La tasa de conversién alimenticia en los sistemas
Floc (CN15 y CN20 de 1.4+0.0 y 1.4+0.1 respectivamente) fueron
significativamente més bajas que en el control (1.940.0). La
supervivencia en los tres tratamientos fue >90%. El andlisis
proximal determind valores de proteina, lipidos y cenizas del Floc
CN15 de 27.3, 3.7 y 49.4% respectivamente. El contenido de
proteina, lipidos y cenizas del CN20 fue de 31.6, 42 y 43.7%
respectivamente. La composicion proximal de los camarones
cultivados en el tratamiento control fue de 76.0, 17.9, 1.8 y 2.6%
para humedad, proteina, lipidos y cenizas respectivamente. Para el
tratamiento Floc CN15 para humedad, proteina, lipidos y cenizas
fue de 75.2, 18.7, 1.9 y 2.8% respectivamente. Para el tratamiento
CN20 la humedad, proteina y lipidos crudos y cenizas fueron de
75.3, 18.5, 1.9 y 2.8 respectivamente. El andlisis de la actividad
enzimética del Floc (proteasa y amilasa) demostré que para CN15
fue de 10.7 y 335.5 pmol min ' g y para CN20 de 14.4 y
239+31.3 pmol min * g .

Xuy Pan, (2012)




L. vannamei

1) Agua clara (control)

2) Floc + AB 20% de proteina (BFT-20)
3) Floc + AB 25% de proteina (BFT-25)
4) Floc + AB 30% de proteina (BFT-30)
5) Floc + AB 35% de proteina (BFT-35)

Densidad de siembra:

224 cam-m’®

Duracién del experimento:
49 dias

Los camarones del BFT-30 y BFT-35 presentaron los mejores
crecimientos y fueron significativamente mayores respecto al
control. Sin embargo, el BFT-30 y 35 no fueron significativamente
diferentes en cuanto a parametros de produccion respecto al BFT-
25. El contenido de proteina varié entre 25.6 y 31.1%. Al final del
experimento todos los camarones cultivados en sistemas Floc
mostraron mas altas actividades de proteasas totales y tripsina en la
glandula digestiva comparado con el control. La tasa de conversion
alimenticia asi como la proporcion de eficiencia proteica y el valor
productivo de proteina fueron significativamente mejores en
sistemas Floc respecto al control.

Xu et al., (2012)

P. monodon

1) Control (0% de inclusién de Floc) (B0)
2) Inclusion de Floc 4% (B4)

3) Inclusion de Floc 8% (B8)

4) Inclusion de Floc 12% (B12)

Los géneros microbianos mayor representados en el Floc fueron
Vibrio, Bacillus, Lactobacillus y hongos. La composicion proximal
del Floc fue de 24.3+0.3% de proteina cruda, 3.5+0.4 de lipidos
crudos y 29.2+0.6% de extracto libre de nitrégeno. El contenido de
cenizas fue de 32.0+1.0. El 4cido palmitico, acido cis-vaccénico,
acido linoléico y 4cido oleico fueron los &cidos grasos mas
abundantes. Los acidos grasos poli-insaturados mas representativos
fueron 4cido linoleico y acido a-linoleico. EI omega 3, EPA y
DHA no fueron detectados en el Floc. En cuanto al desempefio de
crecimiento, los camarones cultivados con el tratamiento B4 y B8
presentaron las mas altas tasas de crecimiento especifico en
comparacion con los tratamientos BO y B12. La actividad
enzimética de la amilasa fue 57.6% mayor en el tratamiento B4
comparado con los otros tratamientos. La actividad de la celulasa
fue mayor en el tratamiento B4 la cual fue 45.5% y 112.5% mayor
comparada a BO y B12 respectivamente. Un incremento del 82.6 y
54.4% en la actividad de las proteasas fue observado en B4 y B8
respectivamente comparado con el control. De manera similar, la
actividad de las lipasas mostré incrementos del 61.0 y 28.1% en B4
y B8 respectivamente comparada con el control.

Anand et al., (2014)
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2.3 Analisis de contenido estomacal

El conocimiento de la dieta de los camarones es importante para el establecimiento de sus
necesidades nutricias (Albertoni et al., 2003; Gamboa-delgado et al., 2003). Con el fin de
cuantificar e identificar los recursos alimenticios, surgen los métodos de contenido
estomacal, los cuales brindan informacion del espectro alimenticio preferido por los

organismos de estudio ( Hyslop, 1980; Albertoni et al., 2003).

Con respecto a estudios de contenido estomacal, varios investigadores han determinado el
espectro alimenticio de camarones peneidos en ambientes naturales (Chong y Sasekumar,
1981; Schwamborn y Criales, 2000; Albertoni et al., 2003) y unos cuantos lo han
determinado en ambientes controlados (Gamboa-Delgado et al., 2003; Emerenciano et al.,
2011). Asimismo, se ha establecido que los picos de mayor actividad son durante la noche
y pueden variar temporalmente (Tabla 4; Schwamborn y Criales, 2000).

La preferencia alimenticia de los camarones peneidos estd relacionada a cambios
ontogénicos vinculados principalmente con las enzimas digestivas, variaciones de acuerdo
a la especie de estudio, asi como una variacion en abundancia y composicion del alimento
(Chong y Sasekumar, 1981; Jones et al., 1997; Schwamborn y Criales, 2000; Gamboa-
delgado et al., 2003). Generalmente en condiciones naturales, los camarones peneidos
juveniles son considerados omnivoros o detritivoros y se han encontrado de manera general
en el analisis de contenido estomacal pequefios crustaceos, poliquetos, algas y detritos
(Schwamborn y Criales, 2000; Albertoni et al., 2003; Aragon-Axomulco et al., 2012) .

En cuanto a la preferencia alimenticia, los camarones peneidos pueden presentar tendencias
a ser herbivoros o carnivoros. En un estudio realizado en la laguna de Imbossica, se ha
encontrado que F. brasiliensis y F. paulensis reflejan un caracter omnivoro oportunista,
siendo sus especies presa los poliquetos, larvas de insectos y crustaceos pequefios
(Albertoni et al., 2003). Informacion adicional de los organismos consumidos para la

familia Penaeidae es mostrada en la Tabla 4.
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Tabla 4 Estudios sobre contenido estomacal de camarones peneidos en ambientes naturales y controlados.

Especie Alimento Tipo de ambiente Referencia

F. brasiliensis Poliquetos, larvas de
pequefios crustaceos.

insecto y Natural Albertoni et al., (2003)

F. paulensis Larvas de insecto, pequefios Natural Albertoni et al., (2003)
crustaceos y poliquetos.

F. duorarum Pequefios  crustaceos, bivalvos, Natural Schwamborn y Criales, (2000)
algas calcareas, detritus vegetal,
copépodos, fragmentos de pastos

marinos, nematodos y diatomeas

Penaeus merguiensis  Restos no identificados, Natural Chong y Sasekumar, (1981)
protozoarios, chelicerata, insectos,
moluscos, anélidos, nematodos,
equinodermos,  peces,  materia

vegetal, algas y diatomeas.

L. vannameiy L. Exuvia de camar6n, granos de Controlado Martinez-Cérdova y  Pefia-Messina,

stylirostris arena, zooplancton, presas del (monocultivo y (2005)
bentos, materia organica no policultivo)
identificable, macroalgas y
microalgas.

2.4 Uso de sistemas alternativos para el cultivo de camarones peneidos: BFT

Dentro de la acuacultura, a los organismos se les abastece de alimento balanceado con el fin
de proveer los nutrimentos esenciales para su crecimiento (Cruz-Suéarez et al., 1996; Tan et
al., 2005). Sin embargo, los alimentos artificiales pueden alcanzar hasta un 60% de los
costos de produccién, por lo que han surgido nuevos métodos con el fin de generar fuentes
alimenticias naturales en los tanques de cultivo, tal es el caso de la BFT (De Schryver et al.,
2008). El Floc es un conglomerado de microbios y otro tipo de organismos tales como
poliquetos, nematodos, protozoarios entre otros, que permiten bajar los costos de
produccién en cuanto a alimento se refiere, asi como alcanzar mejores tasas de crecimiento
y supervivencia en los organismos cultivados (Tabla 3) (Emerenciano et al., 2013a). En la
Tabla 4 se presenta el espectro alimenticio de varias especies de camardon en ambientes
naturales y se compara con la fauna conocida en los tanques con Floc, puede observarse

que los organismos presentes son muy similares. Por lo que entender el papel que juegan
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los camarones en la dindmica trofica de la BFT es indispensable. Sin embargo, han sido
pocos los esfuerzos por caracterizar la fauna presente en el Floc y su contribucion a los
organismos de cultivo. Al respecto Emerenciano et al., (2012) realizaron un experimento de
30 dias cultivando juveniles de F. brasiliensis con el objetivo de identificar si los fléculos
microbianos son una fuente alimenticia, en el cual determinaron que los tipos de
microorganismos dominantes en el sistema de cultivo fueron protozoarios, cianobacterias,
rotiferos y diatomeas penadas los cuales proveyeron una continua fuente de alimento
natural a los camarones. Asimismo, determinaron que el Floc aumenta la tasa de

crecimiento y la produccion (Tabla 3).

En tanques de cultivo semi-intensivo se ha detectado que la biota natural contribuye de
manera sustancial en la nutricion de los camarones, representando en L. vannamei hasta un
91% de su dieta (Gamboa-delgado et al., 2003). Asimismo, el crecimiento y tasa de
conversion alimenticia en L. stylirostris son favorecidas cuando se promueve la biota
natural (Martinez-Cordova et al., 2002). Por lo tanto, el entendimiento de la dindmica
nutricional en los tanques con productividad natural nativa es muy importante, ya que
puede contribuir al mejoramiento de esquemas de alimentacion y formulacion de dietas
para camarones en estados especificos de crecimiento (Martinez-Cordova et al., 2002;
Gamboa-Delgado et al., 2003).

2. 5 Enzimas digestivas

El estado fisioldgico de los crustaceos y de muchos organismos acuaticos depende de los
factores del medio, entre los cuales el alimento es uno de los principales por aportar a los
camarones a través de las proteinas, lipidos y carbohidratos, las moléculas base que son
utilizadas como fuente de energia y estructurales. También son importantes las vitaminas y
los minerales, los cuales actian como factores esenciales para el buen funcionamiento de la
maquinaria enzimatica permitiendo la asimilacion adecuada de los nutrientes ingeridos
(Pascual et al., 2003).

Nutrientes como proteinas, carbohidratos y lipidos son componentes esenciales de una dieta
balanceada e inciden sobre aspectos como la palatabilidad del alimento, la digestibilidad

(acceso de enzimas digestivas a sitios de hidrolisis en el alimento) y la absorcién. En los
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crustaceos la digestion comienza en la cavidad cardiaca del estdbmago y se continta en los
tubulos del hepatopancreas. A nivel de ésta glandula la digestion se hace més activa, con la
participacion de enzimas producidas por células especializadas (Células Fibrillenzellen o
tipo F) (Cruz-Suérez et al., 1996; Molina-Poveda et al., 2002; Rosas, 2003; Rosas et al.,
2006).

La produccion de enzimas digestivas en el hepatopancreas de los crustaceos se encuentra
controlada, en parte, por hormonas del pedinculo ocular. EI hepatopéancreas a diferencia del
intestino y estdbmago presenta una mayor actividad enzimatica lo cual sugiere la
importancia de éste érgano en la sintesis y secrecion de enzimas digestivas (Molina-Poveda
et al., 2002).

En L. vannamei al igual que en otras especies de peneidos, se ha determinado la presencia
de enzimas enddgenas tales como, tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa, lipasas,
carbohidrasas y carboxipeptidasa A y B producidas por el hepatopancreas ( Van
Wormhoudt et al., 1995; Cruz-Suarez et al., 1996; Van Wormhoudt y Sellos, 1996; Molina-
Poveda et al., 2002). La tripsina es una serin proteasa con especificidad de sustrato basado
ya sea en cadenas cargadas positivamente de lisina o arginina y representa ella sola hasta el
60% de la actividad proteolitica y el 6% de la proteina total soluble del hepatopancreas
(Brown y Wold, 1973; Cruz-Suarez et al., 1996); en tanto la a-amilasa actta a lo largo de
polimeros de carbohidratos lineales en los enlaces internos y los productos tienen una
configuracion alfa 1-4. La actividad de la a-amilasa representa el 1% de la proteina soluble
siendo una importante glucosidasa de L. vannamei (Van Wormhoudt et al., 1995; Van
Wormhoudt y Sellos, 1996; Cadena y Molina, 1999) .

La actividad de estas enzimas (tripsina y a-amilasa) son las que controlan los procesos de
digestién. Sin embargo, la expresion de las enzimas digestivas es afectada por una serie de
factores limitantes como son: parametros fisico-quimicos del agua (pH, oxigeno, salinidad
y temperatura; Cruz-Suérez et al., 1996), edad y tamafio del camardén, cambios
ontogenéticos, ayuno, ingredientes de la dieta, nivel y fuente proteica del alimento (Le
Moullac et al., 1994), nivel y tipo de aglutinantes, estimulantes alimenticios, cantidad y
frecuencia de alimentacion, ritmos circadianos (Cruz-Suarez et al., 1996), ciclo de muda (
Van Wormhoudt et al., 1995; Cruz-Suérez et al., 1996;) e incluso ha sido reportado que el
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agua de cultivo ejerce un efecto estimulante sobre la actividad enzimética digestiva (Molina
et al., 2000; Moss et al., 2001; Molina-Poveda et al., 2002).

Numerosos estudios se han realizado con el fin de determinar las enzimas digestivas
presentes en camarones pero pocos trabajos han evaluado el efecto que tiene el ciclo de
muda en la actividad de estas enzimas y su incidencia en la utilizacion del alimento (Molina
et al., 2000; Gaxiola et al., 2005; Aragén-Axomulco et al., 2012). La racion de alimento, y
horarios de alimentacién en funcion de la actividad de enzimas digestivas son tépicos de
reciente investigacion, seguidos con el fin de obtener una adecuada dosificacién que
permita reducir el costo de la produccion y el factor de conversion alimenticia (Cadena y
Molina, 1999).

A partir de esta diversidad de variables es importante optimizar la digestion y absorcion de
nutrientes en las dietas tomando en cuenta todos los factores antes mencionados para
aprovechar al maximo la capacidad de las enzimas digestivas (Molina-Poveda et al., 2002).
Para alcanzar este objetivo es necesario estudiar los procesos fisiologicos del organismo
que afectan la capacidad de consumo y digestion del alimento (factor importante en la
supervivencia y crecimiento), en el cual la actividad enzimatica cumple una accion de vital
importancia asi como los procesos fisiologicos por los cuales estos atraviesan (Cadena y
Molina, 1999; Molina et al., 2000).

2. 6 Sefal isotdpica

Los is6topos son las formas de un mismo elemento que difieren en el nimero de neutrones
en el nacleo y que persisten en la misma forma por eones después de que son formados.
Neutrones extra en el nicleo de un elemento generalmente imparten pequefias diferencias
gue mantienen los is6topos casi idénticos. En las palabras de los quimicos, las diferencias
reales entre elementos radican en el nimero de protones y electrones. Un nimero moderado
de neutrones, usualmente igual a o mayor que el namero de protones, es la clave para la
estabilidad a largo plazo de los is6topos y sus elementos. Los cientificos reconocen la
existencia de aproximadamente 120 elementos y 3100 nucleidos acompafiados de formas
isotopicas 0 nucleidos. Sin embargo, muchos de los 3100 nucleidos son radio-nlcleos de

vida corta. Entre los nucleidos, hay solamente 283 is6topos estables que no experimentan
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decaimiento radioactivo, de manera que los is6topos estables comprenden <10% de todos
los is6topos conocidos (Fry, 2006). Informacion especifica de cada isdétopo puede ser

consultado en la pagina web http://wwwrcamnl.wr.usgs.gov/isoig/period/.

En ecologia, los isétopos estables proveen una via natural para directamente seguir y trazar
detalles del ciclado de los elementos (Post, 2002). Segun Fry (2006) “los valores de los
is6topos tienen su propia notacion especial, la notacion & que significa diferencia. El valor &
indica una medida de diferencia hecha relativa a los estandares utilizados durante el
analisis. Las composiciones isotopicas de los estandares son utilizadas rutinariamente en los

calculos de valores & donde aparece como el término Restanpar:

R
SHX = [(M - 1)] %1000
RESTANDAR

En la formula anterior, la notacion & es especificada para un elemento particular (X), el
superindice H indica la masa del isétopo pesado del elemento X y R es la proporcion del
isdtopo pesado al ligero. La definicion & involucra una multiplicacion final por 1000, y esta
multiplicacion amplifica pequefias diferencias medidas entre muestras y estandares. Por lo
tanto, pequefias diferencias del 1% llegan a ser 10 por mil unidades 3, debido a la
multiplicacion por 1000. Entonces, la definicion & hace que las pequenas diferencias
isotopicas relacionadas a los neutrones parezcan grandes. Las unidades & son “%o” o “por
mil”. Muchos valores & varian entre -100%o0 y +50%o para muestras naturales, a esto se le
conoce como el rango de “abundancia natural”. Numerosos valores 6 son valores negativos,
y son usualmente muy confusos sin embargo indican relativamente menos isdtopos pesados

que aquellos presentes en el estandar”.

Las técnicas de isotopos estables pueden proveer una medida continua de posicion trofica
que integra la asimilacion de la energia o flujo de masa a través de todas las diferentes rutas
tréficas (Post, 2002). De esta manera, la proporcién de los isétopos de carbono (5'°C) de un
consumidor refleja su fuente de carbono dietario. Mientras que la proporcién de los
isétopos de nitrégeno (5'°N) indican la posicién tréfica de un organismo. De hecho Post,
(2002) menciona que el §*°N se puede ver enriquecido entre 3 y 5%o con respecto a su dieta

y el *3C cambia muy poco con respecto al movimiento en la cadena tréfica. Por lo tanto, la
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medicién de los is6topos 8*3C y 8'°N no se puede hacer sin estimar las proporciones base,
es decir las fuentes de las cuales proviene el **C y N, por lo que caracterizar una linea
base resulta de suma importancia a la hora de realizar andlisis isotdpicos (Post, 2002).

Con el incremento de la acuacultura, fuentes de proteinas no provenientes de las harinas y
aceites de pescado han sido utilizados con el fin de evaluar la idoneidad de nuevos
ingredientes alimenticios. Este tipo de proteinas, provienen principalmente de plantas
terrestres (e.g. harina de soya), sin embargo es necesario realizar pruebas para determinar
queé tan viable es utilizar estas nuevas fuentes alimenticias. Al respecto, Gamboa-Delgado y
Le Vay, (2009) demuestran el potencial de aplicar el andlisis de isdtopos estables de dietas
y tejidos en la evaluacion de ingredientes de fuentes vegetales y la optimizacion de su uso
en dietas conteniendo muy bajos niveles de harina de pescado; sus resultados indican que
tanto post-larvas y juveniles de L. vannamei obtienen una contribucion sesgada hacia la
harina de pescado del 69% y 32% respectivamente. Asimismo varios autores han
determinado que si la productividad natural se mantiene disponible a través del tiempo
puede aportar mas del 50% a la formacion de musculo en cultivos semi-intensivos e
intensivos de camaron (Anderson et al., 1987; Cam et al., 1991; Nunes et al., 1997; Zhang
et al., 2000). De manera mas reciente Sun et al., (2013) determinaron el papel de la
productividad natural en el cultivo del pepino de mar Apostichopus japonicus mediante la
utilizacion del 8*3C y "N de varias fuentes alimenticias con ayuda del programa IsoSource
basado en los modelos matematicos de Phillips y Gregg, (2003), sus resultados indican el

aporte continuo del alimento natural a lo largo de diferentes temporadas climaticas.
2.7 Dinamica trofica y analisis nutricional en sistemas con BFT

El esquema tradicional de la dinamica tréfica en los sistemas con Floc es muy similar a la
de ambientes naturales. No obstante, resulta ser bastante compleja al momento de
caracterizarla. Por ejemplo, la BFT ha sido implementada en varios paises y el analisis de
los microorganismos y potencial nutricional (analisis proximales) varia ampliamente por lo

gue no conservan las mismas caracteristicas espacio-temporales (Hargreaves, 2013).

En un estudio realizado por Emerenciano et al., (2013) se describen las principales taxa

encontradas en los sistemas con Floc. Como resultados, se reportan que los principales
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organismos son cianobacterias filamentosas, protozoarios, nematodos y copépodos los
cuales van cambiando a través del tiempo en un periodo experimental de siete meses. En un
principio las cianobacterias filamentosas (CF) eran muy abundantes, lo cual esta
relacionado con la disponibilidad de carbono orgénico. Posteriormente, las CF disminuyen
a través del tiempo con un consecuente aumento de los nematodos y copépodos, sugiriendo
una depredacion o competicibn por sustrato con pequefias bacterias y otros
microorganismos. Ademas, cuando habia una alta concentracion de protozoarios (6000
microorganismos L™) se encontraron bajas concentraciones de CF (50,000
microorganismos L™) y nematodos (1000 microorganismos L™), lo cual sugiere una
relacion inversa entre estos grupos es decir a mayor densidad de protozoarios una menor
densidad de CF y nematodos fue determinada. En cuanto a los copépodos, las mayores
abundancias (1500 microorganismos L™) fueron reportadas cuando las cianobacterias
tuvieron su maxima abundancia (~300000 microorganismos L™) y viceversa. A pesar de la
gran relacion entre cianobacterias y copépodos, el pico minimo de abundancia se reporta un
mes posterior a la menor concentracion de las cianobacterias, lo anterior se puede deber a
que los protozoarios pueden jugar un papel alternativo como alimento de los copépodos.
Finalmente, Emerenciano et al., (2012, 2013a) mencionan que los microorganismos

suspendidos en el agua son un aporte continuo de alimento para los camarones de cultivo.

En cuanto a la calidad nutricional de los fléculos microbianos, Emerenciano et al., (2013b)
reportan que la calidad nutricional podria estar influenciada por la salinidad, fuente de
carbono y cambios en la comunidad microbiana, asi como a la fuente e intensidad de luz.
En su estudio, Emerenciano et al., (2013b) determinaron contenidos de proteina cruda y
lipidos de 24.7 y 0.6% respectivamente. Los valores anteriores son el promedio de los siete
meses de su experimento y estos variaron respecto al mes. Los menores valores de proteina
y lipidos concordaron con una baja concentracion de copépodos, nematodos y CF. Por lo
tanto, la dinamica de los microorganismos afecta la calidad del Floc, y consecuentemente

puede tener efectos en el crecimiento de los organismos de cultivo.

En otro estudio, desarrollado por Becerra-Dérame et al., (2012) se encontraron niveles de
proteina mas altos en sistemas con BFT (17.5%) que en aquellos con sistemas autotroficos

(11.5%). De manera inversa, el contenido de lipidos en BFT fue 6.5% y en el sistema
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autotrofico fue de 13.3%. El alto porcentaje de proteina en los floculos estéa relacionado a la
composicion quimica de las bacterias heterotroficas y otros organismos asociados a los
floculos. Mientras que el alto porcentaje de lipidos en el sistema autotréfico estd

relacionado a la alta concentracion de microalgas.

Los dos casos de estudio mencionados anteriormente (Becerra-Dorame et al., 2012;
Emerenciano et al., 2013b) demuestran como el cambio en la estructura de los
microorganismos del Floc tiene una influencia en su calidad y por lo tanto en el aporte
nutricional hacia los organismos de cultivo. Asimismo, Ekasari et al., (2014) menciona que
el tamafio de los fléculos microbianos puede influir en su calidad nutricional por lo que la
evaluacion del aporte de diferentes tamafios del Floc en la sintesis del musculo de los

camarones debe ser evaluada.

Otro tipo de enfoque en paralelo al sistema Floc ha sido desarrollado, y consiste en
disminuir los niveles de proteina de la dieta basal (y con esto disminuir el costo del
alimento) y combinarlos con BFT. EI supuesto es que el “déficit” en proteina sera ahora
aportado por la produccion natural, llevando asi a una disminucion de costos y a una
practica ambientalmente mas amigable (Browdy et al., 2001; Moss, 2002; Samocha et al.,
2004; Ballester et al., 2006). Por ejemplo, Burford et al., (2004) utilizando la herramienta
de is6topos estables (8"°N) reporté que méas del 29% del alimento consumido por L.
vannamei puede provenir de los floculos microbianos. Wasielesky Jr et al., (2006)
evaluaron el efecto de la productividad natural en un medio heterotrofico durante el cultivo
de L. vannamei. Sus resultados confirman los efectos positivos del medio sobre el
crecimiento, tasa de conversion alimenticia y supervivencia. Con una densidad de siembra
de 300 org m las tasas de crecimiento fueron de 0.85 g semana™ en sistemas de agua clara
y de 1.25 g semana™ en el medio heterotréfico, es decir, 47% superior debido a la

contribucién de los floéculos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El interés en la camaronicultura a nivel mundial ha incrementado los estudios de la
fisiologia de muchos camarones. En la literatura, varios estudios se enfocan en los aspectos

biolégicos de varias especies de camaron, lo que ha permitido desarrollar condiciones de
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cultivo especificas para cada especie. Sin embargo, F. brasiliensis a pesar de ser una
especie de alta importancia comercial pesquera en México, no cuenta con informacion
clave sobre su biologia y acuacultura, aunque su distribucion esta bien definida (Brito et al.,
2000). En cuanto a L. vannamei, las bases de su cultivo son bien entendidas. No obstante
no hay un entendimiento claro del aporte nutricional del Floc en la dieta de ambos
camarones. Por lo tanto, es necesario determinar el papel que juega el Floc como nueva
alternativa de cultivo de estas dos especies de camardn, y la manera en la que aprovechan el
alimento los camarones proveera las bases para desarrollar mas esfuerzos en la compresion

de mejores sistemas de cultivo y ahorros en el uso de alimento balanceado.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cual es el aporte nutricional del Floc para L. vannamei y F. brasiliensis en dos etapas

de cultivo?

2. ¢Cual es el efecto que tiene el Floc en la composicion quimico proximal de L. vannamei

y F. brasiliensis en dos etapa de cultivo?

3. ¢Si los habitos alimenticios de L. vannamei y F. brasiliensis varian entre si y con
respecto al desarrollo ontogénico entonces las fuentes alimenticias (Floc y alimento
balanceado) contribuiran en diferentes porcentajes a la sintesis del mdsculo de ambas

especies en dos etapas de cultivo?

4. ¢Si L. vannamei y F. brasiliensis utilizan de manera diferente los recursos del Floc,
entonces la actividad enzimatica diferird entre la misma especie de acuerdo a su desarrollo

ontogénico?

5. HIPOTESIS

Las preferencias alimenticias de los organismos cultivados determinaran la manera en la
que las fuentes nutricias seran aprovechadas y dado que L. vannamei y F. brasiliensis
presentan preferencias alimenticias disimiles, diferiran tanto en la actividad enzimatica

como en la sefial isotopica (8*3C y 8*°N) presente en el misculo.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el aporte nutricional del Floc en el camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannamei) y el camarén rojo del Caribe (Farfantepenaeus brasiliensis) durante dos etapas

de cultivo.
6.1 Objetivos especificos

e Determinar los parametros de produccion de L. vannamei y F. brasiliensis durante
dos etapas de cultivo.

e Determinar el contenido de humedad, proteina, lipidos y cenizas de las diferentes
fuentes alimenticias (Floc y alimento balanceado) asi como del musculo de los
camarones.

e Determinar la actividad de tripsina y a-amilasa en L. vannamei y F. brasiliensis
durante dos etapas de cultivo.

e Determinar los componentes taxonomicos del Floc de los tanques de cultivo de L.
vannamei y F. brasiliensis de las dos etapas de cultivo.
e Determinar la contribucion relativa de las diferentes fuentes alimenticias (Floc y

alimento balanceado) en la sintesis de musculo de L. vannmaei y F. brasiliensis

durante dos etapas de cultivo.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Origen de las post-larvas

Las especies utilizadas para este experimento fueron Litopenaeus vannamei y
Farfantepenaeus brasiliensis. Ambas especies fueron producidas en el area de larvicultura
de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion Sisal (UMDI/SISAL) de la
Facultad de Ciencias de la UNAM. Las caracteristicas de su origen, tomando en cuenta a
los reproductores, condiciones en las que se mantuvieron a los reproductores y el inicio de

la siembra de los juveniles utilizados para este experimento son descritos a continuacion:

Litopenaeus vannamei: los reproductores son generaciébn F1 y fueron donados a la

UMDI/SISAL por la granja camaronicola Lamarca (Ubicacién: Sisal, Yucatan, México),
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que a su vez los obtuvo de Aqua Pacifico (Mazatlan, Sinaloa, México). Estos organismos
fueron mantenidos en sistemas con BFT para su engorda hasta alcanzar la talla de
reproduccion de 30 gramos. Posteriormente, fueron llevados al area de reproduccién en
sistemas de agua clara alimentandose con calamar, mejillon, biomasa de Artemia spp.,
poliqueto y pellet semi-himedo. La reproduccién de estos organismos fue en marzo del
2012 y las crias fueron sembradas en abril de 2012 en sistemas con BFT con un régimen de
alimentacion de 2% (alimento balanceado Malta Clayton 35% de proteina cruda) de la
biomasa total del sistema y una densidad de siembra de 2000 organismos por tanque de
cultivo (tanque de cultivo: 5 metros de diametro por 1 metro de altura). Para este
experimento, se realizd un desdoble para obtener un densidad de 1000 organismos por

tanque de cultivo.

Farfantepenaeus brasiliensis: Los reproductores de esta especie también fueron generacion
F1. Los reproductores de estos organismos fueron capturados como juveniles en la ciénaga.
Fueron mantenidos en sistemas con BFT hasta alcanzar el peso de 20 gramos;
posteriormente estos organismos se llevaron al area de reproduccion en sistema de agua
clara alimentandose con calamar, mejillon, biomasa de Artemia spp., poliqueto y pellet
semi-hiimedo. La reproduccion se dio en marzo del 2012, al igual que la de L. vannamei.
Fueron sembrados en mayo del 2012 en los tanques de engorda y fueron mantenidos en
sistemas con BFT durante toda la engorda hasta diciembre de 2012, cuando fueron

utilizados para el presente experimento.
7.2 Condiciones experimentales

Este experimento fue realizado en el area de estanqueria de la UMDI/SISAL. El sistema
contd con cuatro tanques (5m de didmetro por 1m de altura) para cada especie, dando un
total de ocho tanques con sistemas con BFT. Los ocho tanques fueron aireados con ayuda
de un soplador de aire (blower) y mangueras difusoras. Dado que la premisa de la BFT es el
bajo consumo de agua, solamente se agregd agua a los tanques para abastecer el agua

evaporada y bajar la cantidad de materia organica conocida como lodo (sludge).

El sistema con BFT requiere de una fertilizacién organica diaria con el proposito de

mantener el control de un ambiente favorable para el crecimiento de microorganismos
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benéficos y consecuentemente un mantenimiento de la calidad del agua de cultivo
(Emerenciano et al., 2013b). Esa fertilizacion esta basada en la adicidn periddica de algunos
ingredientes en el agua como fuente de carbono, nitrogeno y sustrato para el crecimiento
microbiano (Avnimelech, 1999; Emerenciano et al., 2007). El ingrediente seleccionado (de
acuerdo con la disponibilidad local) fue la melaza de cafia de azlcar (fuente de carbono) y
los excedentes de la propia dieta comercial Malta Clayton 35% PC (fuente de nitr6geno).
Esos ingredientes deben respetar una relacion nominal (estimada en peso) de
carbono/nitrogeno (C/N) aproximada de 15-20:1 (Avnimelech, 1999; Emerenciano et al.,
2007).

El experimento fue dividido en dos etapas de 45 dias cada una con el fin de determinar si el
desarrollo ontogenico cambia la respuesta en cuanto a parametros de produccion, actividad
enzimatica y sefial isotdpica de L. vannamei y F. brasiliensis. Para la primera etapa del
experimento (Etapa 1) fueron abastecidos 3000 camarones por tanque para la especie F.
brasiliensis con un peso inicial de 1.9+0.7g y 1000 camarones por tanque para la especie L.
vannamei con un peso inicial de 11.3+2.9g. Para la Etapa Il, se sembraron un total de 2000
y 800 camarones para F. brasiliensis y L. vannamei por tanque con pesos iniciales de
4.5+1.7g y 21.2+4.1g respectivamente. Los camarones fueron alimentados al 2-5% de la
biomasa total de cada tanque con alimento comercial de la marca Malta Cleyton® con 35%
de proteina cruda y la racion alimenticia fue ajustada quincenalmente. Para el ajuste de la
racion alimenticia (basada en la biomasa en kilogramos de cada tanque de cultivo) se
realizaron biometrias de 50 camarones por tanque cada quince dias, los cuales fueron
secados con papel secante, pesados y devueltos a los tanques de cultivo al finalizar su
evaluacion. Asimismo, la racion calculada fue dividida en cinco raciones, en horarios de
0:00, 4:00, 9:00, 16:00, 20:00 y hrs.

7.3 Evaluacion de parametros de la calidad del agua

A través del periodo experimental, la temperatura (°C), pH y concentraciones de oxigeno
disuelto (mg L™) fueron evaluados en todos los estanques con un equipo multiparamétrico
marca Hach modelo HQ40D en cinco horarios establecidos (4:00, 8:00, 16:00, 20:00,
24:00). La salinidad fue monitoreada en una Unica ocasion a las 8:00 am utilizando un

refractometro (modelo Mastera- Refractometer OHAUS). EI amonio (técnica de azul de
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indofenol Rodier, 1981; Técnica modificada para microplaca por Zufiiga, 2014) y nitritos
(Técnica de Sulfanilamida, Rodier 1981; Modificado para microplaca por Zufiiga, 2014b)
fueron monitoreados una vez por semana. Los sélidos suspendidos totales (SST), fueron
medidos una vez por semana con ayuda de un cono Imhoff, en el cual se tomé una muestra
de agua y se dejo reposar por 20 min, para posteriormente determinar la cantidad de sélidos

asentados en el cono.

7.4 Parametros de produccién

La produccion se evalud a través del célculo de la: supervivencia y peso final, asi como el
coeficiente de crecimiento semanal, tasa de conversion alimenticia (TCA) y biomasa final
(Guzman et al., 2007).

7.5 Supervivencia

La supervivencia se calculd con base al nimero de organismos que sobrevivieron al final de
las etapas experimentales en relacion con el nimero inicial de organismos sembrados al

inicio de cada etapa. Los resultados son expresados en porcentaje:

. . Numero final de organismos
Supervivencia = — — - * 100
Numero inicial de organismos

7.6 DGC

El coeficiente de crecimiento semanal se calculé a partir de la siguiente ecuacion:

(Peso final)'/® — (Peso inicial)!/3
DGC = * 100
Semanas

7.7 TCA

La TCA se calculd a partir del alimento ofrecido a los organismos de cada tanque entre la
biomasa ganada. Alimento ofrecido: es la cantidad de alimento acumulado que se ofrecio a
los camarones al dia X. Biomasa ganada: peso promedio final de los camarones de un
tanque menos el peso promedio inicial de los camarones del mismo tanque, multiplicado

por el nimero de organismos vivos al dia X y dividido entre 1000 para obtener el valor en
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kilogramos. Dado que la division implica dividir kilogramos entre kilogramos el nimero es
adimensional y se expresa como la cantidad de alimento que necesito ofrecer a los

camarones para obtener un kilogramo de camaron.

Alimento ofrecido

TCA =
Biomasa ganada

7.8 Biomasa final

La biomasa final se obtuvo con base al nimero de organismos que sobrevivieron al final de
cada etapa de cultivo en relacién con el peso promedio alcanzado en cada tanque de cultivo.

Los resultados se expresan en kilogramos.

Biomasa Final = Supervivencia * Peso promedio final de cada tanque

7.9 Determinacion de los componentes taxonomicos del Floc
El monitoreo de la comunidad bidtica en los tanques se determind de la siguiente manera:

Fitoplancton: La clorofila-a se determiné como una medida de la biomasa del fitoplancton.
La determinacion fue hecha utilizando la extraccion con acetona y espectrofotometria
(Aminot and Rey, 2000).

Microorganismos del Floc (Martinez-Cordova et al., 2002): Para la primera etapa
experimental se tomaron muestras de Floc mediante la filtracién de 10 litros agua de cada
tangue a través de una malla de 50 pum y se analizaron en el microscopio con el fin de
identificar los principales grupos taxonémicos (analisis cualitativo). Para la segunda etapa,
se evalud la abundancia de zooplancton. Para esto, se filtraron 10 litros de agua de cada
tanque de cultivo utilizando una malla plastica de 50 micras. Las muestras fueron
preservadas en botellas plasticas con formalina al 4% y rosa de bengala para la tincion de la
materia vegetal (Rossell Véazquez et al.,, 1982). El conteo e identificacién de los
microorganismos se llevd a cabo en una cdmara de conteo de Bogorov utilizando un
microscopio y las claves propuestas por (Higgins y Thiel, 1988); los resultados obtenidos

se expresaron en nimero de microorganismos por mililitro de agua.
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7.10 Procesamiento de los camarones

Al finalizar cada etapa de cultivo (etapas | y 11) se tomaron 104 camarones de cada especie
con el fin de extraer el hepatopancreas y el masculo para llevar a cabo las pruebas
enzimaticas e isotopicas. Por lo tanto, un total de 416 camarones se tomaron para ambas
etapas. Del total de camarones, 208 pertenecieron a la especie F. brasiliensis y los 208
restantes a L. vannamei. La division de los 208 camarones para la primera y segunda etapa

asi como su respectiva utilizacion es resumida en la Tabla 5.

Tabla 5 NUmero de organismos empleados durante las dos etapas experimentales.

Especie Hepatopancreas Masculo Hepatopancreas Mdusculo TOTAL
Etapa | Etapa Il

F. brasiliensis 80 24 80 24 208

L. vannamei 80 24 80 24 208

TOTAL 160 48 160 48 416

7.11 Determinacién de la actividad enzimatica

Al finalizar cada etapa de cultivo se realizo el analisis enzimatico. Para el andlisis de la
actividad enzimatica se extrajeron los hepatopancreas, se pesaron con una balanza analitica
de 0.0001g de precision y se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml debidamente
etiquetados, se congelaron en N, liquido y posteriormente se refrigeraron a -80°C. Los
camarones para el analisis de enzimas fueron elegidos en fase de intermuda (C) o premuda
temprana (DO) debido a que la cantidad de alimento consumido y actividad enzimatica es
mayor (Molina et al., 2000).

A cada hepatopancreas se le adicionaron 500 pL de agua libre de pir6genos y se
homogenizaron con ayuda de un homogenizador de tejidos (Cole-Parmer) por
aproximadamente 30 segundos. Mientras la muestra se homogenizaba se utilizé un vaso de
precipitado con hielo para mantener la temperatura del tejido a 4°C. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas (Marca: IEC, Modelo: MP4R) a 13200 rpm por 20 minutos a
4°C. El sobrenadante se removid para hacer las diluciones requeridas (ya sean 1/10 o

1/100) para la determinacion de proteinas totales solubles, tripsina y a-amilasa. Las
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proteinas totales solubles se midieron mediante la técnica de Bradford (1976) y el kit de
Bio Rad. EI método consiste en determinar la concentracion de proteina soluble a través de
la accién de una solucién acidica de color azul (Azul de Coomassie) el cual se liga a los
aminoécidos, primariamente bésica y aromatica, especialmente a la arginina. La
absorbancia maxima para esta solucion acidica ocurre de 465-595 nm cuando sucede el

enlace con proteinas.

7.12 Tripsina

La actividad de la tripsina fue evaluada de acuerdo a Geiger y Fritz, (1984) utilizando
sustrato BAPNA 100 mM (benzoyl-arginina-paranitro-anilidina, Sigma B4875) en buffer
TRIS 0.1 M pH 8 a 25°C. El método consiste en afiadir 980 uL de buffer TRIS 0.1 M en
una cubeta de 1 ml para espectrofotometro. Adicionar 10 pL de BAPNA 100 mM vy
mezclar tapando con papel parafilm. La celda se colocé en el espectrofotometro y se calibrd
a cero. Una vez calibrado el espectrofotometro se afiadieron 10 pL de extracto 1:10
(homogenizado) y se mezclé tapando con papel parafilm nuevamente. La celda se coloco
en el espectrofotdmetro y se registraron los valores en los minutos uno y dos. EI cambio en
absorbancia se midié por dos minutos a 405 nm. Una unidad de actividad de tripsina
corresponde a 1 UM de 4-nitroalinina liberada en 1 minuto, basado en un coeficiente de

extincion de e405= 1.02 L mmol™ mm™ (Geiger y Fritz, 1984).

7.13 a-amilasa

La actividad de la a-amilasa fue determinada con sustrato Glucogeno (Ostra; Sigma
G8751) 1.5% (preparado en buffer sodio fosfato 10 mM pH 7.0; Bernfeld, 1955). El
método consistié en lo siguiente: en tubos de ensayo de 10 ml, se afiadieron 500 uL de
glucégeno 1.5%, se agregaron 250 pL de agua libre de pirdgenos y se colocaron a bafio
termal a 37°C. Posterior a los pasos anteriores, se adicionaron cada 15 segundos, 50 pL de
la disolucion 1:10 (homogenizado) y los tubos se agitaron en el virtex. Las muestras fueron
incubadas por 5 minutos a 37°C, y se contabilizé el tiempo a partir de la primera muestra.
Finalizado el tiempo de incubacion se afiadi6 a cada tubo de ensayo 1 mL de Acido
Dinitrosalicilico (DSA) cada 15 segundos y se agit con un vortex para detener la reaccion.

El blanco se hizo para cada muestra (500 pL de glucgeno mas 250 pL de agua libre de
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pirégenos) y no se colocaron a bafio termal. Los siguientes pasos serén a la inversa de las
muestras. Debido a que el DSA paraliza la reaccion de la enzima con el sustrato, primero se
agrega el DSA y luego el extracto en dilucién (1 mL de DSA mas 50 pL de dilucion 1:10).
Finalmente las muestras y blancos se pusieron a 100 °C por cinco minutos exactos, se les
agregaron 10 ml de agua destilada debido a que las muestras estuvieron muy concentradas
y se colocaron 200 L en cada pozo de una microplaca y se leyé a 540 nm con el lector de
ELISA (Marca: Thermo Scientific, Modelo: Genesis 10uv).

Se realiz6 una curva patrén con albumina entre 0.05 y 0.5 mg/ml. La actividad enzimética
se expres6 como miligramos de maltosa liberada cada 10 minutos por miligramo de

proteina (mg maltosa liberada/10minutos/mg de proteina).

7.14 Analisis proximal del Floc y del musculo de los camarones

Al final de cada etapa de cultivo, se realizo el analisis quimico-proximal del Floc y del
musculo de los camarones. Las muestras de Floc consistian de agua del tanque previamente
filtrada en mallas de 10pm, 50pum, 100pum, 250um y 500um con el fin de obtener rangos de
particula >10<50um, >50<100um, >100<250um, >250<500um y >500um. Los lipidos se
determinaron de acuerdo a la metodologia de la AOAC, 1995. El contenido de nitrégeno
fue determinado utilizando un analizador elemental ECS 4010 (Costech Analytical
Technologies Inc. USA) vy el resultado se multiplicé por 6.25 con el fin de determinar la
proteina cruda (CP). Los musculos de los camarones siguieron el mismo procedimiento

mas la evaluacion de humedad y cenizas (AOAC, 1995).
7.15 Andlisis de is6topos estables °C y §°N

A partir del musculo de F. brasiliensis y L. vannamei, comunidad del Floc y alimento
balanceado, se realizo el analisis isotdpico de acuerdo con el método propuesto por (Coplen

et al., 2006a). El proceso consistié en lo siguiente:

1) Musculo de F. brasiliensis y L. vannamei: Se utilizaron un total de 48 camarones,
divididos en 24 camarones para la primera etapa del experimento y 24 camarones para la
segunda etapa, y se les identifico el estadio de muda (C). Cada decapodo se liofiliz6 hasta

alcanzar peso constante.
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2) Comunidad del Floc: de cada tanque de cultivo la comunidad del Floc representada por
el zooplancton fue extraida y preservada en congelacion sin quimicos (Martinez-Cordova et
al., 2002). Posteriormente la muestra filtrada se coloc6 en bolsas plasticas y se preservaron
a -80°C hasta su andlisis. Para el analisis de las muestras estas fueron descongeladas,
ordenadas por grandes grupos con mallas de 10, 50, 100, 250 y 500 micras con el fin de
obtener rangos de Floc >10-50um, Floc >50-100pum, Floc >100-250um, Floc >250-500um
y Floc >500um (Smyntek y Teece, 2007) y posteriormente se deshidrataron por

liofilizacion.

3) Alimento balanceado: una muestra de alimento balanceado (6 g) fue secado con la

liofilizadora hasta alcanzar peso constante.

Transcurridas las 24 horas, las muestras se colocaron en un desecador. Por otra parte, los
morteros y pistilos de porcelana fueron previamente lavados con agua y fibra gruesa,
enjuagados con agua destilada y finalmente con metanol, se dejaron secar por 24 horas a
60°C. Posteriormente, cada muestra se triturd hasta obtener un polvo fino, evitando la
contaminacion entre muestras y se guardaron en tubos Eppendorf de 2 mL previamente
etiquetados, asegurando muestras de 0.1 y 0.5 g. Las muestras se mantuvieron en una bolsa
con papel aluminio hasta su posterior analisis elemental e isotdpico. El analisis elemental
de C y N se llevo a cabo en el laboratorio de Quimica de la UMDI-SISAL, con ayuda de un
analizador elemental COSTECH ECS 4010. Una vez medido el contenido de carbono y
nitrégeno prosiguio el andlisis isotdpico, el cual se llevd a cabo en el laboratorio de
espectrometria de masas de isdtopos estables en el Instituto de Geologia de la UNAM. El
método consistio en tomar una alicuota de cada muestra que fue analizada para medir
8"Cvrpe y 8"°Nar conforme al método de combustién dinamica tipo Dumas con un
analizador elemental Flash EA 1112, con una temperatura de 1020°C en la columna de
combustién y 650°C en la columna de reduccidn, seguida de una columna de perclorato de
magnesio para atrapar el agua producto de la combustién. La separacion de los gases de la
combustién (N, y COy) se realizé6 mediante una columna cromatografica C/N a 35°C. Este
sistema dinamico utiliza Helio como gas acarreador llamado flujo continuo, el cual se
acopla mediante la interfase Conflo Ill al Espectrémetro de Masas (Thermo Finnigan

MATA 253). Como patrones de trabajo se utilizé un tanque de CO, con una pureza de
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99.998% y un tanque de N, con una pureza de 99.9999%, los cuales fueron calibrados
previamente con tanques Oztech. Los valores de 8°Nar, fueron normalizados con los
materiales de referencia IAEAN1, USGS 25, USGS26, USGS40 y USGS 41 que tienen una
precision de 0.2%o. Los resultados de 8*Cyppg se normalizaron utilizando mteriales de
referencia del NIST y del IAEA como son: NBS 22, PEF1, IAEA CHG6, USGS 40 y USGS
41 de acuerdo con las correcciones descritas por (Coplen et al., 2006a,b). Para esta técnica
se tiene una desviacion estandar de 0.2%o para carbono. Ademas, cada 10 muestras se
insertaron dos aminoécidos (Sigma) alternados con diferente composicion isotopica para
verificar la calidad de la combustion y reduccion de las columnas; se tuvo una precision
para Glicina 8*3Cyppg = -42.7 + 0.03 8"°Nar = 1.38 + 0.03 y para la L-Serina 8**Cypps = -
6.79 + 0.03 3" Nair =-7.91 + 0.07.

7.16 Analisis de datos

Todos los datos fueron probados para distribucion normal y homogeneidad de varianzas
utilizando la prueba de Shaphiro-Wilk y la prueba de Bartlett respectivamente. Cuando se
requirid, los datos fueron transformados (logaritmo base 10) con el fin de alcanzar los
supuestos requeridos por el analisis de varianza. Cuando los datos no alcanzaban la
normalidad o no habia homogeneidad de varianzas se procedidé a realizar la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskall-Wallis. Los datos que son expresados en porcentaje
fueron transformados a arcoseno. Todos los datos expresados en la tesis son promedio mas
menos su desviacion estandar. Cuando se encontraban diferencias significativas se
utilizaron la prueba post-hoc de Tukey y la prueba de Dunn para el Analisis de Varianza y
la prueba de Kruskall-Wallis respectivamente. Las variables a analizar fueron: 1) todos los
parametros fisicoquimicos (Oxigeno disuelto, pH, Temperatura, Salinidad, N-NH4, N-NO;,
Clorofila-a y solidos suspendidos totales), 2) los parametros de produccion (Peso final,
Supervivencia, Biomasa final y TCA), 3) las actividades enzimaticas y la concentracion de
proteina (Actividad de Tripsina y a-amilasa asi como la Proteina Total Soluble) asi como

las sefiales isotopicas de los camarones de cultivo, los contenidos de carbono y nitrégeno
elemental y las fuentes alimenticias del Floc [Floc 50pm (se refiere al Floc >50um pero

<100um); Floc 100um (se refiere al Floc >100um pero <250um); Floc 250um (Floc
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>250um pero <500pm); Floc 500pum (Floc >500um)]. Todas las comparaciones fueron
hechas entre etapas dentro de especie (e.g. actividad de tripsina de L. vannamei en la Etapa
| vs actividad de Tripsina de L. vannamei en la Etapa Il). El paquete estadistico utilizado
fue StatGrapichs Centurion XV.

En cuanto a la evaluacion de los microorganismos del Floc se realizé un analisis cualitativo
durante la primera etapa del experimento. Durante la segunda etapa se llevé a cabo un perfil
de los organismos a través del tiempo mostrando sus abundancias por mililitro. Finalmente,
se llevo a cabo un modelo de mezcla con el fin de determinar la contribucion relativa de
cada fuente alimenticia (cuatro fuentes alimenticias**) a la sefial isotdpica de los
camarones de cultivo. Por lo tanto, para delinear las contribuciones de las cuatro fuentes
alimenticias Floc, los modelos fueron computados con ayuda del programa Isosource
utilizando la rutina desarrollada por Phillips y Gregg, (2003). Este método examina todas
las posibles combinaciones de cada contribucion de la fuente (0 a 100%) en incrementos de
1%. Las combinaciones que arrojaron las sefiales isotopicas de los consumidores dentro de
un pequefio rango de tolerancia fueron consideradas soluciones factibles. Como el
enriquecimiento en N por el consumo de alimento es de alrededor de 2.5%. en
consumidores herbivoros/detritivoros (e.g. 3 a 4 %o son reportados para organismos
carnivoros; Abed-Navandi y Dworschak, 2005), este valor (2.5 %o) fue sustraido de los
valores de 8'°N de los camarones antes de analizar los datos en el IsoSource. Para los
valores de 8'°C no se hicieron correcciones, porque el fraccionamiento es despreciable

durante la asimilacion del carbono dietético.

**Fuentes alimenticias: Floc mayor o igual a 10 micras pero menor de 50 micras (Floc >10<50um), Floc
mayor o igual a 50 micras pero menor de 250 micras (Floc >50<250 um), Floc mayor o igual a 250 micras
pero igual o mayor a 500 micras (Floc >250-500um); Alimento comercial (AC). Se formaron los cuatro
grupos con ayuda del 6C. El primer grupo compuesto por las fracciones Floc 50 y 100um las cuales no
presentaron diferencias significativas entre ellas. Asimismo, se formé otro grupo con Floc con las fracciones
250 y 500um, las cuales tampoco presentaron diferencias significativas entre ellas (Tabla 12). La fraccion de
Floc >70<50um se tom6 como un grupo aparte debido a que sélo se obtuvo una muestra, por lo que no se
presenta la desviacion estdndar en la Tabla 12. El alimento balanceado, a pesar de estar entre los rangos
isotépicos de carbono del Floc se separé como un grupo independiente, debido a que esta fuente alimenticia

es aléctona a los tanques de cultivo.
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8. RESULTADOS

8.1 Parametros fisicoquimicos y condiciones del agua

En la Tabla 6 estdn resumidos los resultados de los pardmetros fisicoquimicos registrados
en las dos etapas del experimento. No se encontraron diferencias significativas entre los
parametros de oxigeno, pH, temperatura, salinidad, amonio, nitritos, clorofila-a y SST entre
los tanques de cultivo de L. vannamei y F. brasiliensis en ambas etapas (Tabla 6).

Tabla 6 Variables de la calidad del agua (promedio+D.E) durante ambas etapas del experimento.

ETAPA | ETAPA I
Parametros L. vannamei F. brasiliensis L. vannamei F. brasiliensis
O.D(mg L™ 7.2%£2.3 7.8%15 8.8 +2.0 9.0%+2.2
pH 8.62+0.5 8.7°+0.6 8.7°40.5 8.7°+0.6
Temperatura (°C) 24.7%1.5 24.6%1.7 23.8%42.2 24.0%42.2
Salinidad (%) 34.5%4.2 35.0%4.6 39.3%+1.7 39.0"+2.0
N-NH, (mg L™ 0.16%+0.12 0.18%+0.18 0.21°+0.21 0.15"+0.15
N-NO, (mg L™ 0.11%+0.19 0.06% £0.16 1.17°+1.51 0.62"+1.05
Cl-a (mg m?) 349.5°+300.8 378.1%+280.2 271.47+183.4 344.5"+239.5
SST (mL LY 13.1°49.8 9.6°+7.3 5.5%+3.1 5.4°45.2

8.2 Parametros de produccion

En la Tabla 7 se presentan los pardmetros de produccion obtenidos durante ambas etapas
del experimento. El peso final de L. vannamei fue diferente significativamente entre las dos
etapas del experimento (p<0.05). Por otra parte el DGC no presentd diferencias
significativas (p>0.05) entre ambas etapas de cultivo para L. vannamei. En cuanto a los
parametros de supervivencia (%), biomasa final y TCA en L. vannamei una respuesta
similar fue encontrada, por lo que no se presentaron diferencias significativas (p>0.05). Por
otro lado, F. brasiliensis demostré que obtuvo un crecimiento positivo entre etapas de
cultivo obteniendo diferencias significativas entre el peso final de la etapa | y II, sin
embargo la supervivencia fue menor (p<0.05) entre la Etapa | (69%) y la Etapa Il (38.8%).
ElI DGC no fue significativamente diferente entre ambas etapas de cultivo. La biomasa final
fue de 15.6+0.6 kg y 18.0+1.2 kg para L. vannamei durante la Etapa | y Il respectivamente.
Para F. brasiliensis la biomasa final fue de 6.8+0.9 kg y de 4.3 £0.4 kg para la etapa | y 1l
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respectivamente. Finalmente la TCA en F. brasiliensis fue méas baja en la Etapa | (1.8) con
respecto a la etapa 11 (2.0), no obstante no se detectaron diferencias significativas (p>0.05;
Tabla 7).

Tabla 7 Promedio (+D.E) de los parametros zootécnicos de L. vannamei y F. brasiliensis durante las dos etapas del

experimento. Las comparaciones estadisticas son entre etapas de la misma especie. Biometrias al inicio y final de cada
tanque de cultivo fueron realizadas, tomando una n de 50 camarones.

ETAPA I vs ETAPA II ETAPA I vs ETAPA II
L. vannamei L. vannamei F. brasiliensis F. brasiliensis
Peso inicial (g) 11.3+2.9 21.2+4.1 1.9+0.7 45+ 1.7
Peso final (g) 17.8%3.2 25.2° +3.7 3.3%+1.0 5.6%+2.0
DGC 35.9%+12.8 22.2%+5 4 7.9°40.7 6.0°+2.8
Supervivencia (%) 87.3°+2.9 89.2% +1.4 69.0"+1.1 38.85 +1.7
Biomasa final (Kg) 15.6% +0.6 18.0° +1.2 6.8°+0.9 4.3% +04
TCA 0.93%0.21 0.88% +0.31 1.82°+0.66 1.98%+0.98

Nota: Los superindices (minGsculas para L. vannamei y mayusculas para F. brasiliensis) denotan diferencias significativas
(p<0.05). Los contrastes son entre etapas de la misma especie.

8.3 Actividad enzimatica

En la Tabla 8 se presentan los resultados de proteina total soluble (mg/mL) y de la actividad
especifica de tripsina (U/mg de proteina) y a-amilasa (U/mg de proteina) de L. vannamei y
F. brasiliensis. La proteina total soluble no fue significativamente diferente ni para F.
brasiliensis ni para L. vannamei (p<0.05) en ambas etapas del experimento entre la misma
especie. En cuanto a la actividad de tripsina y a-amilasa en L. vannamei en ambas etapas
sus actividades presentaron una respuesta similar (p>0.05), no obstante en la Etapa Il se
observan las mayores actividades de tripsina. F. brasiliensis present6 la mayor actividad de
tripsina en la Etapa Il sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre la
Etapa | y Il del experimento (p>0.05). Y respecto a la actividad de a-amilasa en F.
brasiliensis se reporta una menor actividad significativa (p<0.05) en la Etapa | respecto a la
Etapa Il. La relacion A/T en L. vannamei no cambia entre etapas de cultivo mientras que F.
brasiliensis tiene un aumento en la relacion debido a que las actividades de a-amilasa y

tripsina son muy similares.
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Tabla 8 Promedio (+D.E.) de la proteina total soluble y la actividad enzimatica digestiva de los camarones cultivados.
Asimismo se reporta la relacion a-amilasa/tripsina (A/T).

ETAPA 1 vs ETAPAII ETAPA I vs ETAPAII
L. vannamei L. vannamei F. brasiliensis F. brasiliensis
Proteina total soluble 31.8%%9.2 32.1°+7.4 6.8°42.5 6.67+3.0
(mg/mL)
a-amilasa (U/mg de 1.0° 0.3 1.0 £0.3 1.6 +0.8 3.85+1.8
proteina)
Tripsina (U/mg de 1.9+0.5 2.5+0.9 3.64+1.8 3.8%41.7
proteina)
AT 0.53+0.13 0.46+0.17 0.47+0.21 1.05+0.31

Nota: Los superindices denotan diferencias significativas (p<0.05). Los contrastes son entre etapas de la misma especie.

8.4 Composicion proximal del Floc y del musculo de los camarones

El analisis quimico-proximal de las fuentes alimenticias (Floc y alimento balanceado) y
musculo de camardn son resumidas en las Tablas 9 y 10 respectivamente. Se considera que
las particulas de Floc tienen casi el mismo nivel de proteina pero menor cantidad de lipidos
que el alimento balanceado. Solamente el Floc >10<50um tiene un contenido mayor de
lipidos que el alimento balanceado. En cuanto al mudsculo de los camarones, tanto L.
vannamei como F. brasiliensis no presentaron diferencias significativas entre etapas para
proteinas, lipidos y cenizas.

Tabla 9 Composicion quimico proximal (% base peso seco) de las fuentes alimenticias. n=1 para cada fuente alimenticia.
Sin muestra (S.M). Alimento balanceado (AB).

FUENTES ALIMENTICIAS

ETAPAI Floc >10<50 Floc >50<100 Floc >100<250 Floc >250<500 Floc >500 AB
Lipidos crudos 16.1 1.7 7.6 6.1 SM 9
Proteina cruda 11.8 321 33.0 31.9 29.1 39.1
ETAPAII Floc >10<50  Floc >50<100 Floc >100<250  Floc >250<500 Floc >500
Lipidos crudos 16.1 10.5 7.7 7.4 8.1 -
Proteina cruda 11.8 34.9 33.0 34.9 35.0 -
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Tabla 10 Composicién quimico proximal (% base peso himedo) del mdsculo de los camarones peneidos cultivados. n= 4
para cada especie y etapa del experimento.

ETAPA I vs ETAPA II ETAPA I vs ETAPAII
L. vannamei L. vannamei F. brasiliensis F. brasiliensis
Humedad 75°+1.00 73°+0.58 767+0.58 757+0.58
Lipidos crudos 0.83%+0.13 0.84%+0.04 0.63%+0.01 0.67%+0.06
Proteina cruda 21.27°+0.76 22.25°+0.78 20.09"+0.64 20.31"+0.60
Cenizas 1.54%0.07 1.58%0.08 1.6%+0.05 1.6"+0.07

Nota: Los superindices denotan diferencias significativas (p<0.05). Los contrastes son entre etapas de la misma especie.

8.5 Andlisis del zooplancton en los tanques de cultivo

En el analisis cualitativo de la primera etapa de cultivo se lograron identificar cuatro grupos
principales de microorganismos (nematodos, copépodos, rotiferos y protozoarios; Figura 1-
8). Durante la segunda etapa de cultivo se afiadié un grupo més perteneciente a larvas de
poliquetos. Asimismo al final del experimento, en el fondo de los tanques se encontraron
anfipodos y poliquetos en estado adulto. Ademas, se identificaron dos tipos de rotiferos
encontrandose de manera diferencial en el tiempo (rotifero tipo I en la primera etapa y

rotifero tipo 11 en la segunda etapa; ver Figura 5y 7 respectivamente).
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N
Figura 6 Microalga Euglenophita
(1). Etapa I. 40x.

%

Figura 7 Rotifero tipo Il, encontrado en la segunda Figura 8 LaArvas de poliqueto

40x. encontradas en ambas etapas del
experimento. 10x.

etapa del experimento.

Durante la segunda etapa del experimento se encontraron cuatro principales grupos de
microorganismos pertenecientes a la BFT (nematodos, copépodos, rotiferos y larvas de
poliquetos). La densidad de los microorganismos varié con respecto a los tanques de
cultivo y al tiempo. La mayor cantidad de nematodos fue encontrada en los tanques de L.
vannamei con 210+113.9 org mL™ mientras que en los tanques de F. brasiliensis la
densidad fue de 77+108.7 org mL™. En el caso de los copépodos se encontraron densidades
de 65+19.2 org mL™ y 444117 org mL™ para L. vannamei y F. brasiliensis
respectivamente. Los rotiferos mostraron la mayor densidad en los tanques de F.
brasiliensis con 113+74.5 org mL™ mientras que en los tanques de L. vannamei se
encontraron las menores densidades con 71+21.9 org mL™. Finalmente las larvas de
poliqueto ocuparon las densidades méas bajas entre los microorganismos encontrados con
53+29.2 org mL™ y 43+3.2 org mL™? para los tanques de L. vannamei y F. brasiliensis
respectivamente (Figura9, 10, 11 y 12). Asimismo, los datos sugieren una alta presencia de
nematodos cuando se compara con los otros grupos de microorganismos (en todas las
semanas de cultivo), principalmente en la fase final de la etapa experimental (semana 6),
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mientras que los copépodos disminuyen su densidad conforme se acerca la fase final de la
etapa experimental. Los rotiferos muestran altas densidades desde el inicio del experimento
(semana 0; esta semana se refiere al inicio del experimento por lo que la cuenta en tiempo
es 0 dias), sin embargo su densidad va disminuyendo conforme transcurre el tiempo, no
obstante en la penultima y ultima semana vuelve a haber un incremento de estos
microorganismos posiblemente relacionado con una disminucion en la cantidad de
copépodos y un aumento en la densidad de nematodos. Las larvas de poliqueto se muestran
constantes a través del tiempo y no presentan mucha diferencia en el transcurso de las

semanas.
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Figura 9 Variacién de la abundancia de nematodos durante  Figura 10 Variacién de la abundancia de copépodos
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Figura 11 Variacion de la abundancia de rotiferos durante  Figura 12 Variacidn de la abundancia de larvas de poliqueto
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8.6 Anélisis elemental e isotdpico

El masculo de L. vannamei presentd los contenidos mas altos en cuanto a carbono
elemental se refiere. En cuanto al contenido de nitrégeno en el musculo se observan valores
de entre 135.5+2.7 y 136.84#2.3 mg N g™ para la etapa | y Il del experimento
respectivamente. Al igual que en el masculo de F. brasiliensis, el contenido de carbono
disminuye significativamente de la etapa | a la Il en L. vannamei. Con respecto al nitrégeno
elemental, sélo se reporta un ligero aumento sin diferencias significativas entre las dos

etapas de cultivo del masculo de L. vannamei (Tabla 11).

Los contenidos mas altos de nitrogeno elemental en el musculo de camaron se encontraron
en F. brasiliensis para la etapa | y Il del experimento respectivamente. De manera inversa,
el masculo de F. brasiliensis presento los contenidos de carbono méas bajos en ambas etapas
del experimento. El contenido de carbono elemental fue significativamente mayor en la
etapa | respecto a la etapa Il en F. brasiliensis. No obstante no se detectaron diferencias
significativas en cuanto al contenido de nitrogeno entre las dos etapas de cultivo de F.
brasiliensis (Tabla 11).

Tabla 11 Contenido y composicion isotopica de C y N del musculo de los camarones cultivados en ambas etapas del
experimento. Para cada especie por etapa de cultivo n= 12.

ETAPA | vs ETAPA II ETAPA I vs ETAPA II
L. vannamei L.vannamei F. brasiliensis F. brasiliensis
mg N g* 135.5%4+2.7 136.8°+2.3 139.84+2.0 138.6°+1.6
mg Cg* 453.4°+4.1 449.9+4.1 443.6"48.3 435.85+4.3
%N 135+0.3 13.7+0.2 14.0+0.2 13.9+0.2
%C 45.3+0.4 45.0£0.4 44.4+0.8 43.6+0.4
C:N 3.40.0 3.3+0.04 3.240.04 3.240.1
5°N 6.7°40.3 7.0°+ 0.2 6.7°+0.4 6.2°+0.2
sc -20.8%+0.2 -20.3°+0.2 -20.2°+0.3 -19.4°+0.3

Nota: Los superindices (minGsculas para L. vannamei y mayudsculas para F. brasiliensis) denotan diferencias
significativas (p<0.05). Los contrastes son entre etapas de la misma especie.

Los componentes de la dieta muestran diferentes contenidos de nitrégeno y carbono
elemental (Tabla 12). En cuanto a los componentes del Floc se observa una disminucion en
la cantidad de N de la fraccién de 50um a la fraccién de 500um. No obstante, el contenido

de C varia entre las fracciones del Floc obteniendo el mas bajo contenido la fraccién de
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50um y el contenido mas alto la fraccion de 100pum. El Floc que comprende la fraccion
>10<50um se comporta de manera diferente a las otras fracciones del Floc (Tabla 12).

Tabla 12 Contenido y composicion isotépica de C y N de los diferentes componentes de la dieta de los camarones
cultivados durante ambas etapas del experimento (Floc y alimento balanceado, AB). n=3 para cada fuente alimenticia
excepto para Floc >10<50um la cual fue de n=1.

Componentede  mgNg? mg C g* %N %C C:N °N(%0) 3C (%)
la dieta
AB 62.6+1.3  431.9+0.8 6.3t0.1  432+0.1  6.9+0.2 3.8+0.1 -22.540.2
Floc 500pm 49.9+140 326.4+34.8 5.0¢1.4 326435  6.9+1.8 4.2°+0.5 -20.6" +2.4
Floc 250pm 56.0£10.6  326.5+34.5 5.6+1.1 32.7435 6.0+1.2 4004  -20.5"+0.3
Floc 100pm 57.0+8.6  327.5+23.6 5709  32.8+24  59+1.1 51416  -24.45406
Floc 50pum 53.6+8.0  317.6+19.4 5.4+.8 31.8#1.9  6.1#11 34404 247432
Floc >10<50um 18.9 108.7 1.9 10.9 5.7 8.6 -23.0

Nota: Los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza de una via. Los superindices denotan las diferencias
significativas (p<0.05), utilizando minGsculas para indicar las diferencias en la columna '°N (%o) y mayusculas en la
columna 53C (%e).

Respecto a la sefial isotdpica de la especie L. vannamei esta varid significativamente entre
ambas etapas de cultivo tanto para la sefial de 88C como de §™°N. El mismo
comportamiento se detectd en la composicion isotopica de F. brasiliensis para ambas
etapas de cultivo (Tabla 11). En cuanto a las fuentes alimenticias se formaron cuatro grupos
respecto al '°C. El primer grupo compuesto por las fracciones Floc 50pm y 100pm no
presentaron diferencias significativas entre ellas. Asimismo, se formo otro grupo con las
fracciones del Floc de 250um y 500um, las cuales tampoco presentaron diferencias
significativas entre ellas (Tabla 12). Es importante destacar, que esta formacion de grupos
sirvio para llevar a cabo el analisis posteriormente en el software IsoSource. La fraccion de
Floc >10<50pum se tom6 como un grupo aparte debido a que solo se obtuvo una muestra,
por lo que no se presenta la desviacion estandar en la Tabla 12. El alimento balanceado, a
pesar de estar entre los rangos isotopicos de carbono del Floc se separ6 como un grupo
independiente, debido a que esta fuente alimenticia es aldctona a los tanques de cultivo. El
8"N para las fuentes alimenticias no discriminé de la misma manera que el 3"°C las fuentes
alimenticias ya que la fraccién de 50um fue significativamente diferente a la fraccion de
500um, pero ambas fracciones (50um y 500um) no fueron significativamente diferentes de

las fracciones de 100pum y 250um.
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De entre las seis posibles fuentes alimenticias recolectadas durante las dos etapas de cultivo
el Floc de 250pum y 500um son los més enriquecidos en *3C, mientras que el Floc de 50um
es el mas reducido en *C (Tabla 12). Con respecto al 8*°N la fuente alimenticia més
enriquecida fue el Floc de 100um, mientras que la fuente méas reducida fue el Floc de 50pum
seguido por el alimento balanceado (Tabla 12; Figura 13 y 14). La Figura 13 muestra las
sefiales isotopicas de L. vannamei durante la primera y segunda etapa del experimento, se
encierran en circulos por grupo debido a que existen diferencias significativas (Tabla 11);
en esta grafica se puede apreciar que el Floc de 250um y 500um son mas préximas a las
sefiales isotopicas de carbono y nitrégeno de L. vannamei. Asimismo, en la Figura 14 se
muestran las sefiales isotopicas de F. brasiliensis durante la primera y segunda etapa del
experimento; ambas etapas estan rodeadas por un circulo que expresa que existen
diferencias significativas (Tabla 11). Al igual que con L. vannamei, F. brasiliensis se
muestra méas proximo a las particulas de Floc de 250pum y 500pum. De manera interesante,
hay que notar que el alimento balanceado se encuentra méas reducido que las sefiales de L.
vannamei y F. brasiliensis en cuanto al isdtopo de carbono por lo que la sefial isotopica es

menos proxima a los camarones de cultivo.
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Figura 13 Sefial isotdpica de L. vannamei en la primera etapa (¢) y L. vannamei de la segunda etapa (A ). Asimismo se
muestran las sefiales isotopicas de las fuentes alimenticias: Alimento balanceado (o), Floc 50um (%), Floc 100um (),
Floc 250um (4), Floc 500pm (&) y Floc 10um (-).
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Figura 14 Sefial isotopica de F. brasiliensis en la primera etapa (m) y F. brasiliensis de la segunda etapa (). Asimismo se
muestran las sefiales isotopicas de los componentes alimenticios: Alimento comercial (o), Floc 50um (*), Floc 100pum
(%), Floc 250um (4), Floc 500um (8) y Floc 10pm (-).

Con el fin de estimar las contribuciones relativas de las diferentes fuentes alimenticias a la
sefal isotopica de los camarones cultivados se llevo a cabo un modelo de mezcla propuesto
por Phillips y Gregg (2003). EI modelo calculé los rangos de contribucion (minimos y
méaximos) de cada fuente alimenticia con respecto al consumidor (camarones cultivados).
Para el caso de L. vannamei de la primera etapa se obtuvo que las dos fuentes que mas
contribuyen son el Floc >250=500um y el alimento balanceado, mientras que la fuente
alimenticia que menos contribuye a la sefial isotdpica de L. vannamei de la primera etapa es
el Floc >10<50um. Para L. vannamei de la segunda etapa la fuente que méas contribuye es
igualmente el Floc >250>500um, mientras que el alimento balanceado decae hasta un 0 a
13%. En el caso de F. brasiliensis tanto de la primera como de la segunda etapa el Floc
>250>500um representa la mayor contribucion a la sefial isotdpica de los camarones. Por lo
tanto se puede sugerir que las fuentes alimenticias se ordenan de mayor a menor

importancia segun su contribucién a la sefial isotdpica de los camarones cultivados en la

primera etapa: (Floc >250>500um)>(Floc >50<250um)=>(AC)>(Floc >10<50um).
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Mientras que en la segunda etapa, el alimento balanceado seria la fuente alimenticia que

menos contribuye en la sefial isotopica de los camarones (Tabla 13).

Tabla 13 Contribucion de las fuentes alimenticias (%) a la sintesis del misculo de los camarones. 1y 1l denotan la etapa
en la que se encontraban los camarones. Alimento balanceado (AB).

Floc Floc Floc

Especie/Fuente alimenticia >10<50um >50<250um >250>500um AB
L. vannamei | 0-14 0-20 59-100 0-41
L. vannamei Il 0-11 0-6 87-100 0-13
F. brasiliensis | 0-5 0-3 93-100 0-7
F. brasiliensis 11 0-3 0-1 97-100 0-2
9. DISCUSION

9.1 Parametros fisicoquimicos y condiciones del agua

Segun (Vinatea, 2002) es muy importante conocer primero los pardmetros fisicoquimicos
del agua de los sistemas de cultivo ya que esto nos ayudarad a entender mejor el entorno
donde vivieron los organismos cultivados. Por lo tanto esta tesis toma en cuenta primero el
ambiente en donde los organismos se desarrollaron. Los parametros fisicoquimicos se
mantuvieron dentro del rango aceptado para el cultivo de ambas especies a través de todo el
experimento (Valenzuela-Jiménez, 2009; Emerenciano et al., 2012). Los valores de pH para
ambas etapas fueron de ~8.5 y son consistentes con lo reportado por (Emerenciano et al.,
2013a). Los valores de pH del presente experimento pueden estar relacionados con las altas
concentraciones de fitoplancton medidas a través del experimento por medio de la
concentracion de clorofila-a, porque durante la noche hay una alta liberacién de CO, y
durante el dia hay un subsecuente secuestro de este causando incrementos en el pH
(Becerra-Dérame et al., 2012). La evaporacion es la principal razén de las altas
concentraciones de salinidad por lo que se pueden explicar las salinidades >34.5%o. Los
SST fueron <13.1 mL L* y por lo tanto no se presentaron problemas con el
congestionamiento de las branquias en los camarones durante ambas etapas del
experimento (Taw, 2010). Ademas, los SST fueron significativamente mas altos en la etapa
| respecto a la Il y puede estar asociado a la reduccién de la intensidad luminica (50%), ya

que en la etapa Il se utilizd6 malla sombra para cubrir los tanques de ambas especies. Este
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factor es importante porque de acuerdo a Taw, (2010) y Emerenciano et al., (2013a)

concentraciones >15 mL L™ pueden estar relacionadas con altas mortalidades.

En este estudio, la concentracion de los sub-productos de nitrégeno estuvo dentro del rango
establecido para el cultivo de los peneidos sugiriendo que la adicion de melaza es una
buena alternativa para reducir y/o mantener concentraciones Optimas de nitrogeno
inorganico. De acuerdo a Avnimelech (1999, 2007) en sistemas de cero o bajo intercambio
de agua se va acumulando de manera gradual nitrégeno inorganico debido a la excrecion
amoniacal de los organismos y del alimento balanceado. No obstante, Avnimelech, (1999)
sugiere que este problema puede ser solucionado agregando una fuente de carbono
causando la proliferacion de bacterias heterotroficas y con esto la subsecuente conversion

de nitrogeno en proteinas que son explotables por los organismos de cultivo.

9.2 Parametros de produccion

En cuanto a los pardmetros de produccion se observa un crecimiento positivo a través del
tiempo por parte de L. vannamei en ambas etapas del experimento. Sin embargo su
crecimiento en la etapa Il se ve aminorado debido a su estado de desarrollo ontogénico, ya
que el crecimiento en camarones peneidos es mas rapido en etapas mas tempranas. Las
supervivencias de L. vannamei se mantuvieron por arriba del 80% para ambas etapas del
experimento y concuerdan con las reportadas por Becerra-Ddérame et al., (2012), Baloi et
al., (2013) y Xu y Pan, (2012). En cuanto a la TCA, se obtuvieron valores de entre
0.93+0.21 y 0.88+0.31 para la etapa | y etapa Il de cultivo respectivamente, y son mas
bajos que los reportados en la literatura para experimentos realizados con BFT. Al respecto
Baloi et al., (2013) reportan TCAs de entre 2.6+0.8 y 1.9£0.1 para sistemas con BFT en
tratamiento 12 horas luz/12 horas oscuridad y 24 horas de luz respectivamente. Asimismo,
Xu y Pan, 2012 reportan TCAs de entre 1.45 y 1.48 en sistemas con BFT con diferentes

relaciones nominales de C/N.

F. brasiliensis es una especie relativamente nueva en la acuacultura, por lo que no se cuenta
con mucha informacion sobre los parametros de produccion en sus diferentes etapas de
desarrollo. De hecho, los pesos con los que se trabajan en este experimento son reportados

por primera vez. Sin embargo, se puede evidenciar que en ambas etapas de cultivo existio
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un crecimiento positivo, lo cual sugiere que hay un aporte nutricio por parte de los floculos
microbianos y el alimento comercial. A pesar de esto, las TCAs en el presente estudio
fueron altas (entre 1.82 y 1.98 para la Etapa | y Etapa Il del experimento) y las
supervivencias bajas en comparacion con otros estudios tales como el de Lopes et al.,
(2009) quienes reportan una TCA de 1.39+0.27 y una supervivencia de 94.17+£9.04% en

cultivos con una densidad de siembra de 20 cam m™ en agua estuarina.

En general, més altos DGC y supervivencias fueron determinadas en L. vannamei en
contraste con F. brasiliensis, por lo tanto mejores respuestas zootécnicas fueron halladas en
el cultivo de L. vannamei cultivado en sistemas con BFT lo cual esta asociado al contenido
de nutrientes presentes en las fuentes alimenticias y la capacidad de los organismos para
explotar tanto el alimento balanceado como las particulas de Floc. Algunos organismos
requieren hasta un 50% de proteina en su dieta y esto esta asociado a la historia de vida de
los organismos, por ejemplo, L. vannamei es una especie omnivora con tendencia a ser
herbivora asi que el requerimiento de proteina serd mas bajo (~30%; Shiau, 1998) que el de
F. brasiliensis debido a que esta especie tiende a ser omnivora-carnivora (~54% de
proteina; Liao et al., 1986). Con esto en mente, no es raro que F. brasiliensis muestre baja
supervivencia para ambas etapas experimentales y podria también estar relacionado con un
alto canibalismo porque necesitan incrementar su abasto de nutrientes ( Lopes et al., 2009;

Emerenciano et al., 2012).

9.3 Actividad enziméatica

El analisis de la actividad enzimatica digestiva sugiere que ambas especies tienden a ser
omnivoras con tendencias a ser carnivoras dado que tripsina presenta actividades mas altas
en ambas etapas comparadas a las de a-amilasa (Tabla 8). Sin embargo F. brasiliensis
podria ser mas carnivoro dado que las actividades de tripsina son més altas que las de L.
vannamei. Desde un punto de vista clasico las actividades a-amilasa deberian de ser mucho
mas altas que las reportadas en este estudio (Le Moullac et al., 1997) sin embargo este
trabajo esta tomando al Floc como medio de cultivo y muchas diferencias pueden haber en
comparacion con sistemas alternos como agua clara, asi que las principales reglas pueden
cambiar. Por ejemplo, Moss et al., (2001) reporta que el agua autotréfica respecto a la

oligotrofica podria incrementar mas de dos veces la actividad enzimatica de los camarones
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y algunos factores tales como proteasas adquiridas podrian contribuir al aumento de la
actividad proteolitica. Al respecto, los sistemas con Floc generan enzimas extracelulares
que incrementan la actividad de tripsina (Xu y Pan, 2012). Ademas, la a-amilasa podria
tener actividades muy cercanas o iguales a la de tripsina (Becerra-Dérame et al., 2012; Xu
et al., 2012), no obstante la explicacion por la cual las actividades enzimaticas se
comportan de esta manera no son del todo claras (Xu et al., 2012). Por lo anterior, tres
principales hipdtesis sinérgicas podrian emerger: (i) la actividad enzimatica es tan baja pero
a la vez tan eficiente que puede hidrolizar abundante sustrato, lo que conllevaria a que las
actividades basales son suficientes para participar en los procesos digestivos (Buchholz y
Saborowski, 2000); en el caso de tripsina, altas actividades podrian comprometer esta
hipdtesis, ademas podria estar relacionada a la regulacion genética, calidad de la proteina o
enzimas extracelulares; (ii) la calidad de la proteina derivada primariamente del Floc
(proteina nativa) puede impactar positivamente en la actividad de tripsina y ‘“‘apagar”
algunas isoformas de la o-amilasa reduciendo su actividad ( Le Moullac et al., 1997;
Aragdén-Axomulco et al., 2012) y (iii) las enzimas extracelulares presentes en las particulas
del Floc o algunos microorganismos tales como Vibrio del tracto digestivo y Bacillus spp.
son probioticos (Ziaei-Nejad et al., 2006; Xu y Pan, 2012; Anand et al., 2014; Tuyub Tzuc,
2014) y podrian contribuir con las actividades enzimaticas digestivas e hidrolizar proteinas,
lipidos o carbohidratos. En cuanto a la proporcion A/T, esta indica que los camarones estan
utilizando como principal sustrato metabdlico la proteina como resultado del aporte de
proteina nativa generada en los tanques con Floc (Becerra-Dérame et al.,, 2012) y
concuerda con los resultados de las contribuciones relativas de los floculos microbianos en
la generacion del musculo de las dos especies de camardn del presente experimento (Tabla
13). Sin embargo, en sistemas donde los nutrientes son generados via fertilizacion, la
proporcion A/T podria malinterpretar los habitos alimenticios de los camarones dado que la
actividad de a-amilasa es reducida como un resultado de las tres hipdtesis presentadas

anteriormente.

9.4 Composicion proximal del Floc y musculo de los camarones

Ademas, el Floc puede impactar en la composicion del masculo de los camarones como

sugiere Xu et al., (2012). En el presente estudio, tanto L. vannamei y F. brasiliensis
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mantienen su composicion proximal a través de las etapas de cultivo (Tabla 10) y esto
podria estar asociado al valor nutricional del alimento balanceado més el Floc (Tabla 9)
incrementando la retencion de nutrientes como sefiala Xu y Pan, (2012). Esto sostiene la
hipotesis de que la biota natural puede contribuir en una proporcion significante en la
nutricion de los camarones. De hecho, Jory et al., (2001) determinaron que el Floc puede
contener hasta un 43% de proteina (en el presente estudio 35%) asi como algunos
aminodcidos tales como arginina (2%), metionina (0.5%) y lisina (2.1%). Xu y Pan, (2012)
demuestran que L. vannamei podria incrementar su contenido de lipidos dada la capacidad
de asimilar los &cidos grasos del Floc. Asimismo, Ekasari et al., (2014) determinaron que el
Floc puede ser nutricionalmente disimil cuando se analiza por tamafios y puede contribuir
en menor 0 mayor medida a la nutricion de los camarones como se determina en el presente
estudio. Sin embargo, el presente estudio no detecté un incremento en el contenido de
proteina o lipidos respecto al tamafio del Floc pero esto podria estar asociado con cambios

en la comunidad microbiana (Emerenciano et al., 2013b; Anand et al., 2014).

9.5 Variacion del zooplancton en los tanques de cultivo

En cuanto al andlisis del zooplancton se reportan siete grupos de microorganismos
(nematodos, copépodos, rotiferos, protozoarios y larvas de poliqueto, asi como anfipodos
adultos y poliquetos en estado bentonico) y concuerda con otros trabajos que analizan la
comunidad del Floc (Emerenciano et al., 2011; Viau et al., 2013). De hecho Emerenciano et
al., (2013b) y Anand et al., (2014) determinaron que la variacion en la comunidad biética a
través del tiempo provoca cambios en la calidad de los floculos microbianos, encontrando
los mejores porcentajes de proteina ligados al aumento de copépodos y nematodos en los
sistemas de cultivo. Asimismo, es importante mencionar que existen recomendaciones ya
establecidas en cuanto a la abundancia de los microorganismos para obtener un real
beneficio como alimento del camarén cultivado. Por ejemplo, para copépodos y rotiferos se
sugieren rangos de entre 2 a 50 org mL™ y para larvas de poliquetos abundancias de entre 2
a 20 org mL™ (Jory et al., 2001; Martinez-Cordova et al., 2003; Rosas et al., 2006). Los
rangos anteriores son sobrepasados por los del presente experimento para todos los tanques

de cultivo (tanques de L. vannamei: copépodos= 65+19.2 org mL™, rotiferos= 71+21.9 org
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mL? y larvas de poliqueto= 53+29.2 org mL™; tanques de F. brasiliensis: copépodos=
44+11.7 org mL™?, rotiferos= 113+74.5 org mL™ y larvas de poliqueto= 43+3.2 org mL™).

9.6 Contribucion relativa del Floc en la nutricion de L. vannamei y F. brasiliensis

Con el objetivo de determinar la contribucién relativa de las particulas de Floc >10<50um,
>50<250um, >250>500um y el alimento balanceado se utilizé la herramienta de is6topos
estables (5"°C y 8"°N) en combinacién con el modelo de mezcla propuesto por Phillips y
Gregg, (2003). Las diferencias en el 8'3C fueron lo suficientemente grandes para
discriminar entre varias fuentes alimenticias (particulas de Floc de diferentes tamafios y
alimento balanceado; Tabla 12). Esto sugiere que los microorganismos muestreados
(copépodos, nematodos, rotiferos, larvas de poliqueto, anfipodos y poliquetos benténicos) y
los floculos microbianos representan la principal fuente de biomoléculas para la nutricion
de los camarones. Asimismo, existen otras investigaciones como las de Nunes et al.,
(1997), Zhang et al., (2000) y Anderson et al., (1987) que determinan que la contribucion
relativa de la productividad natural en la generacion del musculo son de 75.09%, 61.67% y
53-77% respectivamente. En contraste Cam et al., (1991) y més recientemente Yuepeng et
al., (2008) reportan contribuciones por parte del alimento balanceado de 86.5% y 93.49%
respectivamente, implicando que la aportacion remanente a la generacion del masculo es
explicada por la productividad natural, sin embargo sefialan que se puede deber a que habia
poca productividad natural en los estanques de cultivo como un efecto del manejo de los
mismos. Lo anterior es un hecho interesante, porque en sistemas con Floc el agua es
fertilizada, entonces una produccion constante de microorganismos son favorecidos y si las
condiciones son bien establecidas una productividad natural constante es intensificada y
con esto es posible abastecer algunos requerimientos nutricionales necesarios para la
nutricién de los camarones a lo largo de los periodos de cultivo (Becerra-Dérame et al.,
2012; Ekasari et al., 2014). Asimismo, el presente estudio demostré que ambas especies de
camaron utilizan las particulas del Floc con tendencia hacia particulas mas grandes, sin
embargo todas las fuentes alimenticias contribuyeron en mayor o menor grado a la
formacién de masculo de los camarones, por lo que se sugiere que el Floc es un conjunto de
compartimientos alimenticios. Entre estos, un compartimiento olvidado (no evaluado en

este trabajo) ha sido invocado previamente (Masson, 1977) en bivalvos —llamado materia
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orgénica disuelta-. Este compartimiento rico en aminoacidos de vida libre y otros nutrientes
criticos puede estar relacionado a la nutricion de los camarones. Los aminoécidos de vida
libre pueden ser tomados directamente del agua por los camarones o podrian ser ingeridos
via bacterias heterotréficas —ya que los aminoécidos de vida libre y el nitrégeno inorgéanico
son las principales fuentes de N para multiplicacion de las bacterias heterotroficas-
(Rosenstock y Simon, 2001). Ademas, en las condiciones de este estudio los resultados
evidencian el concepto de dieta multifasica como se muestra previamente para moluscos
(Stephens, 1968) y la division de las particulas del Floc claramente enfatiza los beneficios
del Floc cuando las particulas méas grandes son formadas.

Consecuentemente, el Floc provee fuentes de proteina nativas de alto valor nutricional y
puede explicar las buenas tasas de crecimiento para ambas especies. Ahora, la contribucién
relativa podria ser ligeramente mas alta en F. brasiliensis considerando las diferencias en
habitat y preferencias alimenticias vinculadas con una adaptacion digestiva mas

pronunciada a la carnivoria comparada a L. vannamei.

Por lo tanto, esta parte que podriamos llamar una dieta multifasica para caracterizar el
“Floc” tomando en cuenta los conceptos previos de una dieta difasica de Provasoli, (1971),
podrian explicar las tremendas mejoras en peneidos condicionados en sistemas con Floc por
unas pocas semanas antes de su maduracion (Emerenciano et al., 2012), parametros de
produccién (Emerenciano et al., 2011), calidad del producto final (Chan-Vivas, 2014) o el

estado de salud de los organismos (Aguilera-Rivera et al., 2014).

10. CONCLUSIONES

1. Todos los parametros fisicoquimicos se mantuvieron dentro del rango aceptado para
el cultivo de camarones peneidos y no hubieron diferencias entre tanques de cultivo
de ambas especies. Por lo tanto la adicién de melaza es un buen fertilizante que
ayuda a mantener estos parametros dentro del rango éptimo del cultivo.

2. Los resultados sugieren que los floculos microbianos proveen grandes beneficios

en cuanto a parametros de produccion se refiere (asociados a la nutricion por el
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aporte de biomoléculas). Sin embargo, hay que tomar en cuenta las especies a elegir
ya que de ello dependera el buen aprovechamiento de las fuentes nutricias.

La TCA se vio notablemente mejorada con respecto a lo reportado en la literatura,
evidenciando que el Floc puede ayudar a reciclar el alimento comercial
suministrado a los organismos de cultivo.

Ambas especies tienden a ser omnivoras con tendencias a ser carnivoras ya que
tripsina presenta actividades méas altas en ambas etapas comparadas a las de a-
amilasa. Ademas surge la pregunta si ¢El Floc presenta enzimas extracelulares que
ayudan a mejorar la digestion de los camarones?

El masculo de ambos camarones se vio positivamente impactado ya que la
composicion de proteinas y lipidos se mantiene a través del tiempo. Esto puede estar
relacionado con la aportacion de nutrientes por parte de los floculos en la
alimentacion de los camarones.

Los organismos de cultivo (L. vannamei y F. brasiliensis) eligen mayoritariamente
el Floc como fuente alimenticia. El analisis del zooplancton demuestra que los
sistemas con Floc pueden albergar microorganismos que pueden ser consumidos
por los organismos de cultivo objetivo. Estos microorganismos se encontraron en
niveles por encima de lo recomendado en la literatura, no obstante este hecho no
presento un problema en el cultivo.

El presente trabajo determina desde un punto de vista de alimentacion/nutricién que
el Floc es una fuente de alimentacion multifasica.

A pesar de que existio6 un suministro de alimento balanceado continuo, la
preferencia alimenticia es por el zooplancton generado en los sistemas (particulas de
Floc) como demuestra el analisis con la contribucion relativa de las diferentes

fuentes alimenticias.
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