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Resumen

La utilizacién de diatomeas bentonicas en la alimentacion de moluscos es amplia sin embargo su empleo en la
larvicultura de camar6n es incipiente. Su importancia radica en que, ademas de que disminuye el costo
operacional, produce postlarvas de excelente calidad. Se probo el cultivo de Navicula sp. y Amphora sp. hasta
volimenes masivos, con diferentes fertilizantes y formulaciones del medio Guillard. Se logré sustituir, total o
parcialmente, el alimento artificial en postlarvas de Litopenaeus schmitti y L. vannamei. Las producciones
algales en medio Guillard h resultaron muy buenas, asi como con zeolitas. Para facilitar el calculo de la
concentracion celular en centros productivos se probaron diferentes productos quimicos para lograr
desintegrar los grumos que forman, resultando el mejor el n-pentano a cualquiera de las proporciones
ensayadas. La composicién proximal de Amphora sp. cultivada en medio h muestra una especie de alto valor
nutricional, que aporta un contenido lipidico significativamente superior de las otras formulaciones del medio
Guillard y similar en cuanto a proteinas y carbohidratos. La microbiota bacteriana no tuvo diferencias para los
diferentes volimenes. Los productos exocelulares de las diatomeas bentdnicas constituyen un potencial

probidtico en estos cultivos.
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La posibilidad de cultivar microalgas con fines econémicos se investiga desde hace varias
décadas. En los afios 40 del pasado siglo se iniciaron los estudios para la produccion
industrial de lipidos y desde los 50 con toda una serie de finalidades, que van desde la
produccién de proteinas hasta el tratamiento de aguas residuales. Muy recientemente se
estudian las condiciones Optimas de cultivo para obtener sustancias antioxidantes (Affan et
al. 2007). Sin duda alguna, uno de los campos donde ha cobrado mayor auge es el de la

acuicultura.

Las diatomeas bentonicas se consideran un grupo poco estudiado y muy rico en diversas
formas, géneros y especies, con un alto potencial para ser usado como fuente de alimento
vivo para los organismos que se cultivan con interés comercial y que presenten habitos
bentonicos, al menos, en alguna fase de su ciclo de vida. Las especies mas estudiadas estan
representadas por los géneros Navicula y Nitzschia, seguidas de Amphora (Siqueiros,
1994).

Las primeras investigaciones sobre alimentacion con diatomeas bentonicas refieren su
empleo en abulones en cultivo (Ebert &Houk, 1984; Hahn, 1989; Mazdn-Suastegui et al.
1992), donde encontraron que las etapas tempranas de desarrollo del abuldén Haliotis sp.
dependen, imprescindiblemente, de diatomeas bentdnicas. Estas microalgas estan
consideradas un elemento critico para la primera alimentacion de las postlarvas de los
abulones y su ausencia puede causar hasta un 90% de mortalidad en las mismas (Searcy-
Bernal et al. 1992a). Estas especies no solo constituyen un alimento importante en los
estadios juveniles tempranos del abul6n, sino que también inducen el asentamiento larval

en condiciones de cultivo (Searcy-Bernal et al. 1992b; Kawamura et al. 1995).

En la actualidad son numerosos los trabajos reportados sobre las especies empleadas y las
técnicas de cultivo para moluscos, debido a que éstos se adhieren al sustrato y ahi
desarrollan parte de su ciclo de vida (Roberts, 2001; Simental & Sanchez-Saavedra, 2003;
Carbajal-Miranda et al. 2005; Avendafio-Herrera & Riquelme, 2007; Silva-Aciares &
Riquelme, 2008), no siendo asi para las postlarvas tempranas de camaron que, al iniciar en
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esa etapa sus habitos bentonicos, comienzan a alimentarse de estos organismos, pero
mantienen a su vez una gran capacidad natatoria y capturan alimentos suspendidos en el

agua.

Es habitual en el cultivo a gran escala de camarones peneidos iniciar la larvicultura con el
suministro directo de microalgas planctonicas o la creacion directa de “bloom” de ellas
mismas en los tanques de cria. Alfonso y Coelho (1996) recomiendan que, en las etapas
finales del ciclo larvario, cuando los organismos alcanzan los habitos bentonicos, se puede
inducir un “bloom”, en este caso, de diatomeas bentonicas. De esta manera, las poslarvas

tendrian una mejor disponibilidad de alimento vivo de alta calidad.

Una caracteristica interesante de las diatomeas bentonicas es que tienen la capacidad de
colonizar toda la superficie del reservorio donde habite, en las que forman biopeliculas o
pequefios grumos que pueden mantenerse adheridos al sustrato o en colonias de células
suspendidas en el agua, brindando asi particulas de diferentes tamafios, asequibles para la
alimentacion de los estadios postlarvales de camardn. Ademas, segun Griffith et al. (1992),
el valor nutricional méas importante de estas diatomeas es el alto contenido de lipidos que
poseen.

Numerosos empresarios de laboratorios de cria de larvas de Ecuador han comentado que
existe una mejoria en el crecimiento de las postlarvas y en su aspecto fisico general cuando
se alimentan con diatomeas bentdnicas. A pesar de esto no se han hecho esfuerzos por usar
activamente y de forma generalizada los cultivos de Navicula, Cymbella y Amphora,

sustituyendo el uso de alimentos artificiales (Griffith et al. 1992).

En Cuba se aislaron especies de diatomeas bentonicas, extraidas de los estanques de
reproductores o de tanques de precria (Curbelo et al. 2004; Almaguer et al. 2004) las que se
ubicaron taxonémicamente dentro de los géneros Navicula y Amphora. En el 2006

Navicula sp. fue utilizada con éxito en la alimentacion de las primeras postlarvas del
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camarodn blanco Litopenaeus schmitti, donde se obtuvo incrementos en la supervivencia y

en la talla y se logro sustituir hasta en un 100% el alimento artificial (Curbelo et al. 2006).

Cultivos masivos

Las practicas mas usuales para cultivos masivos de estas especies es colocar superficies de

adhesion en diferentes tipos de reservorios.

La forma de medir la concentracién de estos cultivos ofrece algunos problemas cuando
intentamos hacerlo en las camaras que se utilizan para el conteo de microalgas
planctonicas, ya que la formacién de grumos o biopeliculas no permiten obtener una
cantidad real. Para experimentos de laboratorio es usual hacer los conteos sometiendo las
muestras, previamente, a bafios de ultrasonido de baja frecuencia, que destruyen estas
biopeliculas y dan una medida mas acertada de la concentracion.

No todas las especies tienen la misma adhesion al sustrato (Roberts et al. 2000). Se ha
encontrado que, por ejemplo, Navicula sp., ante un burbujeo fuerte en el momento de tomar
la muestra, logra desprenderse de las paredes del recipiente y ademas se separan entre si;
sin embargo, Amphora sp. no se comporta del mismo modo. Esto parte de nuestras
observaciones, que no coinciden con las de Tanaka (1986), donde este autor forma cuatro
grupos de diatomeas epifitas de macroalgas, segin su grado de adhesién y considera
Amphora spp. menos fuertemente adherida que especies de Navicula de pequefio tamafio.

Con fines comerciales y con la premura que muchas veces requieren estos conteos en el
proceso productivo, la utilizacion del desintegrador ultrasénico, lejos de agilizar el proceso,
interfiere el flujo de produccion. Es por ello que nos propusimos buscar algiin componente
quimico que lograra destruir el mucilago que mantiene unidas las células de Amphora sp.

Se ensayaron diferentes productos: etanol, n-hexano, n-pentano, diclorometano y acetona a
concentraciones de 5, 10 y 15% cada uno, formalina al 0.5, 0.75, 1, 2, 4 y 6%, ademas de
la sal disodica del &cido etilendiamino tetra-acético (Na,EDTA.2H,0) a 20, 30 y 40 ppm,
sobre un cultivo de la diatomea bentonica Amphora sp en fase exponencial. Los resultados
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se analizaron segin un ANOVA anidado, para un nivel de significacion de 0.05, que nos
permitié escoger el producto mejor que nos permitiera agilizar el proceso de contaje en el
laboratorio, en un sistema productivo.

Las diferentes sustancias quimicas, empleadas como posibles solventes, revelaron que el n-
pentano al 5% obtuvo la mayor desintegracion, donde se logré una concentracion maxima
de 739 x 10° cél-mL™, diferente significativamente (F=2.0, P=0,048) del etanol vy el
diclorometano, ambos al 15%, asi como del testigo (sin solvente) y similar al resto. La
densidad minima se logré para el etanol al 15% donde se alcanz6 una concentracion de 510

x 10° cél-mL™?

Fertilizantes

La practica més generalizada es cultivar en medio Guillard /2 (Guillard, 1975), sin
embargo se han ensayado diferentes variantes de este medio y otros alternativos cuando ya
se trata de cultivos masivos, con vista a abaratar los costos de produccion. Se sabe que la
composicion bioquimica depende de muchos factores entre los que destacan los nutrientes,
la iluminacion, la salinidad y la temperatura, entre otros. Por tal motivo el estudio de estos
factores permiten manipular la calidad nutricional de las microalgas a suministrar como
alimento. Los ensayos con fertilizantes agricolas han permitido obtener altas cantidades de
biomasa microalgal de una adecuada calidad nutricional. Las formulaciones basadas en
fertilizantes agricolas han sido ensayadas en especies planctonicas y mas recientemente en
especies bentonicas. Este es el caso de los ensayos realizados con las diatomeas bentonicas
Nitzschia thermalis var. minor, N. laevis y Navicula incerta, utilizadas para el cultivo de
abuldn, crecidas en dos medios de cultivo: el Guillard f/2 y uno no convencional basado en
un fertilizante agricola liquido enriquecido con metales trazas y vitaminas en las mismas
proporciones que se usan para el medio Guillar /2 (Simental-Trinidad et al. 2001). Ellos
obtuvieron que la composicion quimica de las cepas de diatomeas ensayadas fue similar
cuando comparaban los dos medios de cultivo e incluso similares también a otras especies
como Amphora catenula, Navicula cincta, Nitzschia closterium y otras especies de
Nitzschia cultivadas en medio Guillard f, segin describe Guillard y Ryther (1962) (citado
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por Simental-Trinidad et al., 2001). Estos autores concluyen que es posible la utilizacion de
fertilizantes agricolas en cultivos masivos de microalgas bentonicas porque las especies
tienen una composicion bioquimica y una tasa de crecimiento similar a los obtenidos con el
medio Guillard f/2, con la ventaja de que los costos de produccién son sustancialmente

reducidos.

Uno de nuestros primeros trabajos (Almaguer et al. 2004), con vista a lograr cultivos de
diatomeas bentOnicas para alimentar postlarvas de camarén, incluyoé a dos especies de
Amphora hasta volumenes de 5 litros. En este estudio, se determinaron las concentraciones
de clorofilas a y ¢ en la fase exponencial del cultivo y se compararon dos medios de
cultivo: Guillard /2 y A-M, donde este Gltimo es una formulacion mas econémica para los
cultivos en pequefios volumenes de diatomeas planctdnicas, en los centros productivos de
camardn en Cuba (Alfonso y Martinez, 1988). Los resultados obtenidos con Amphora spp.
reflejan un aumento inmediato de la clorofila a en los primeros dias de cultivo con el medio
Guillard /2, sin embargo, al aumentar los dias de cultivo se incremento la concentracion de
este pigmento con el medio A-M. Estos autores, antes citados, concluyen, de forma general,
que si bien estos estudios sirven para tener una idea de la composicion de estas microalgas,
el método de extraccion de clorofila, asi como el de desintegrador ultrasonico de baja
frecuencia, propuesto por Voltolina (1991), no constituyen métodos practicos para medir la

concentracion celular en centros productivos.

Con respecto a las clorofilas, estudios posteriores (Leal et al. 2008) muestran los
contenidos de clorofila a en Amphora sp. y comparan varias formulaciones del medio
Guillard y dos métodos de determinacidn: extraccién con acetona y mediante fluorimetro.
El mayor contenido de clorofila a se obtuvo con el medio Guillard h (F=6.16, P=0.01) y

los métodos empleados estuvieron altamente correlacionados (r = 0.86).

Esta misma especie fue estudiada con diferentes formulaciones del medio Guillard (f, f/2, h
y h/2) y con simple y doble proporcion de silicatos. Los cultivos se realizaron en volimenes

de 1 1, en condiciones de aireacion e iluminacion continua y temperatura de 28°C + 1°C.
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Las muestras, tomadas diariamente, fueron sometidas a bafio ultrasdnico para individualizar
las células agrupadas en grumos. La concentracion celular se determind por conteo directo.
Las determinaciones de carbohidratos, proteinas y lipidos, peso seco y organico fueron
realizadas segun las técnicas descritas por Arredondo y Voltolina (2007), en la fase

exponencial del cultivo.

Entre los resultados obtenidos se encontrd que las mayores concentraciones celulares para
esta especie se produjeron con el medio Guillard h a partir del cuarto dia de cultivo,
obteniendo concentraciones muy cercanas a 1 x 10° cel-mL™ por lo que la incorporacion
del cloruro de amonio que contiene este medio (al igual que el Guillard h/2) favoreci6
significativamente su crecimiento (F=4.97; P<0.03). La composicién proximal fue similar

para los medios ensayados.

En estos estudios se concluyé que la diatomea benténica Amphora sp. puede ser un buen
alimento para las primeras postlarvas de camaron L. vannamei, debido a las
concentraciones que alcanza y al valor nutricional que obtiene cuando se cultiva en el

medio Guillard h.
Zeolitas

La utilizacion de las zeolitas en procesos acuicolas fue propuesta inicialmente con el fin de
aprovechar su propiedad de intercambio idnico para el control de la concentracion de
amonio (Mumpton, 1977). La adicion de zeolitas al agua permite, ademas, disminuir la

toxicidad de metales pesados (Jain et al. 1996; Gomez-Villa et al. 2002).

Las zeolitas se han utilizado con buenos resultados también para el cultivo de microalgas
planctonicas marinas (LOpez-Ruiz et al. 1995; Voltolina et al. 1997; Leal et al. 2003a),
aunque el motivo de este efecto positivo no es todavia conocido. Inicialmente se sugirio
que el mejor crecimiento de las diatomeas pudiera ser debido a una disoluciéon de los

silicatos presentes en estos productos (Nieves et al. 2000), pero posteriormente se
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comprob6 que las zeolitas no son solubles en agua o que su disolucion es insuficiente para
mejorar la produccion de los cultivos (Nieves et al. 2002). Ademés, este tipo de
enriquecimiento no explicaria el mejor crecimiento de otras microalgas que no requieren

silicatos en el medio (Nieves, 2000).

Se investigd la posibilidad de cultivar la microalga benténica Amphora cf. marina con dos
formulaciones del medio Guillard (f/2 y h), a las que se les incorporo diferentes cantidades
de una zeolita natural cubana enriquecida con fertilizantes. Ademéas se verifico el
crecimiento de esta misma especie con diferentes porcentajes de dilucién de uno de los
medios, utilizando para la dilucion un volumen similar de agua de mar adicionada

solamente con la misma zeolita (Plasencia et al. 2004).

El efecto de la zeolita se verifico adicionando en cada caso 10, 25, 50 y 100 mg-I™ del
producto, ademas de un control sin zeolita, tanto al medio f/2 como al h. La zeolita
sometida a estudios, quimicamente tiene el 62% de SiO;, el 11.2% de Al O3 y el remanente
son Oxidos de Ca, Na, Mg, Ti y Fe. Este mineral es tratado con una solucion de
(NH4)2HPO,,

Una de las variables medidas fue la concentracién celular, que se cuantificd diariamente.
Para la toma de muestras se sometieron los cultivos a agitacion continua por burbujeo
profuso y la manual efectuada antes de la toma de muestras, con vista a obtener una
distribucion aproximadamente homogénea y minimizar o eliminar la adhesion de las
células a las paredes y al fondo de los recipientes. También se midio la tasa de crecimiento
poblacional (K) durante las fases de crecimiento activo (exponencial y lento), hasta
alcanzar el valor maximo de la concentracion celular, el tiempo medio de duplicacion (TD

en divisiones/dia) y la produccion media diaria (P en células producidas/dia).

El experimento con el medio Guillard f/2 y las diferentes proporciones de zeolitas durd un
total de seis dias a diferencia con el medio Guillard h que su duracion se extendié a los 9

dias. Las concentraciones maximas se alcanzaron entre el tercero y el cuarto dia con el
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medio Guillard f/2 con 25 y 50 mg-I™ de zeolitas, resultados similares a los obtenidos con
el medio Guillard h, pero durante los dias 6 y 5 respectivamente. Con Guillard /2 los
valores medios de K resultaron ser 0.64 en ambos casos, equivalente a 0.92 duplicaciones
celulares diarias, en comparacién con los valores de 0.54, 0.58 y 0.51 calculados en esa
misma fecha para los tratamientos de 10, 100 mg.I™ y control con f/2, que equivalen a 0.78,
0.83 y 0.74 divisiones/dia respectivamente. Esto indicd un efecto positivo de la zeolita, que
consistio en una mayor tasa de duplicacion en la fase inicial del crecimiento lento, lo cual
coincide con los resultados encontrados con Nannochloropsis gaditana por Leal et al.

(2003b) y con varias especies de microalgas marinas por Nieves (2000).

Los parametros poblacionales registrados con medio Guillard h mostraron una K entre 2.12
y 2.70 y una TD entre 0.327 y 0.256. De acuerdo a Abalde et al. (1994), el amonio puede
inhibir el crecimiento de algunas microalgas, aun en bajas concentraciones. Por otra parte,
su toxicidad ha sido demostrada solamente para pocas especies y ademas la concentracion
utilizada es similar al limite inferior de toxicidad indicado por estos autores. Considerando
gue en la mayoria de los casos el efecto principal del amonio consiste solamente en una
inhibicion temporal de la utilizacion de nitratos debida a la absorcion preferencial del
amonio (Becker, 1994), es concebible que el crecimiento rapido de los cultivos, con entre
3.0 y 3.9 divisiones celulares durante las primeras 24 horas, sea mas bien un reflejo de un

efecto positivo de la presencia de amonio en este medio.

El experimento que probd las diferentes diluciones del medio Guillard h duré ocho dias, al
final de los cuales todos los tratamientos se encontraban en fase estacionaria o de muerte y
las menores concentraciones fueron las registradas con el 75 y 100% de sustitucion del

medio con agua de mar adicionada solamente con zeolita.

La tendencia general demuestra una mayor produccion con el medio completo hasta el
sexto dia, pero, con la excepcidn del tercer dia, la sustitucién de hasta el 50% del medio con
agua no enriquecida y adicionada solamente con zeolita no causé diferencias significativas

en produccion. Con el 25% de sustitucion, no solamente fue posible obtener una
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produccion similar que con el medio completo, sino que con este porcentaje se obtuvo la
mayor concentracion alcanzable en las condiciones de este experimento y ademas, en este

caso, la variabilidad fue notablemente menor que con todos los demas tratamientos.

El anélisis de los pardmetros poblacionales demostro la falta de diferencias significativas
entre el crecimiento de esta especie cultivada con el medio completo o con el diluido con el
25% de agua de mar con zeolita, con valores medios de K de 0.61 y 0.56, equivalentes a
0.88 y 0.81 divisiones celulares diarias en el primero y en el segundo caso, y con tasas y
tiempos de duplicacion significativamente diferentes para las diluciones mayores, lo cual
confirma que hasta el 25% del medio Guillard h puede ser sustituido con agua adicionada
con 25 mg-I" de este producto, sin modificar la produccién diaria de los cultivos de esta

microalga.

Las conclusiones que se obtuvieron en estos experimentos indican que el producto zeolitico
que se uso tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de la diatomea benténica Amphora
cf. marina, tanto en el medio Guillard f/2 como en el medio h y la concentracion éptima,
para obtener el mayor efecto, es 25 mg:I*. Con el medio Guillard h se obtienen
concentraciones mayores que con el f/2, que indica que la menor concentracion de
nutrientes del segundo es limitante para la microalga usada en este estudio. En general, el
efecto de la zeolita consiste en aumentar la viabilidad de los cultivos y la tasa de division
durante la fase de crecimiento lento, que resulta en una produccién un 50% superior a la
que se obtiene en el medio Guillard h sin zeolita. Es posible obtener la misma produccion,
medida como concentracion celular, sustituyendo el 25% del medio Guillard h con agua de

mar adicionada con 25 mg-1™ de la zeolita cubana probada.

Microbiota asociada

En la produccion de cultivos masivos de microalgas es imposible trabajar con cultivos
axénicos debido a las condiciones en que hay que desarrollarlos y a que las células de
microalgas secretan sustancias que estimulan el crecimiento bacteriano (Riquelme &
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Avendafo-Herrera, 2003). De esta forma el alimento utilizado en los sistemas de cultivo es
mixto y estd compuesto, generalmente, por una especie de microalga y una o varias
bacterias asociadas. Hay autores que atribuyen a las bacterias efectos beneficiosos sobre las
microalgas porque ofrecen sustancias promotoras del crecimiento (Hainse & Guillard,
1974) y otros, como Baker y Herson (1978), que plantearon que cultivos masivos de
Thalassiosira pseudonana decae a los pocos dias debido a que las bacterias producen
compuestos nocivos. En 1996, Suminto e Hirayama (citado por Fukami et al. 1997)
aislaron 12 cepas de bacterias de tanques de cultivo de camarones e investigaron el efecto
sobre la microalga plancténica Chaetoceros gracilis. De las cepas probadas, 7 produjeron
inhibicion, 4 no tuvieron efecto y sélo una (Flavobacterium sp.) tuvo efecto estimulante.
Con el proposito de identificar la microbiota asociada a los cultivos de microalgas en el
escalado progresivo hacia la produccién masiva se monitorearon los cultivos de
Chaetoceros muelleri, Thalassiosira sp, Amphora sp, Navicula sp y Tetraselmis suecica a
diferentes volimenes (200 ml, 2 1, 151 y 200 I). Fueron aisladas 100 cepas de bacterias en
el medio de Agar Nutriente suplementados con un 2% de NaCl y tomando como criterio de
seleccion las cinco bacterias mas frecuentes de cada cultivo en el volumen en estudio.

Los organismos fueron clasificados segin sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, evidenciandose su diversidad por las caracteristicas de cultivo y
morfotintoriales, con gran variedad en cuanto a su morfologia colonial de acuerdo a su
forma, cromogénesis, opacidad, bordes, consistencia, tamafio, superficie y elevacién. Las
caracteristicas morfotintoriales de los aislados en las microalgas fueron clasificadas como:
bacterias gram positivas el 68% y el 32% gram negativas. En el estudio de la morfologia
celular se encontré que el 56% correspondié a bacilos positivos esporulados (con potencial
probidtico), el 32% a bacilos negativos asporogenos (asociados a enfermedades en
organismos acuaticos) y el 12% a cocos positivos. De las 40 especies mas frecuentes
aisladas en las microalgas planctonicas, 4 fueron bacilos esporulados positivos, 28 bacilos
gram negativos y 8 cocos positivos. Sin embargo, las 40 especies aisladas de los cultivos de
diatomeas bentonicas resultaron bacilos esporulados positivos, que nos indican un fuerte

potencial probiotico en los productos exocelulares de estas microalgas.
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A los 100 aislados se les realizaron las pruebas de motilidad, catalasa, oxidasa y
oxidacion/fermentacion de la glucosa, ademas de tenerse en cuenta las caracteristicas
morfoculturales y morfotintoriales. Observandose que muchas de las cepas eran iguales se

disminuyd a una cifra de 25 los aislados microbianos.

Se procedio a la identificacion, hasta el nivel de especie, segin la metodologia de API 20
NE (bioMérieux, France) para bacterias gram negativas, de APl 50 CHB (bioMérieux,
France) para bacilos gram positivos esporulados e ID 32 STAPH (bioMérieux, France) para
la identificacion de cocos positivos, conjuntamente con el software de identificacion
bacteriana APILAB Plus que consta de una base de datos con diferentes taxa e interpreta
los perfiles bioguimicos obtenidos en las galerias de identificacion, dando respuesta acerca
de los microorganismos en estudio (APILAB Plus, 2001). Después de identificados, se
procedié a la determinacion de la actividad antimicrobiana, ante cepas de referencias
(Vibrio nereis, V. harveyi, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Bacillus subtilis), con la finalidad de determinar su potencial ante diferentes

patdgenos, empleando el método de difusién en agar.

Como resultados de este ensayo se pudo apreciar que las cepas presentes en los cultivos de
diatomeas bentonicas presentaron mayor actividad frente a las cepas de referencias,
destacandose las cepas de Bacillus megaterium, B. firmus, B. lentus y B. licheniformes ante
las cepa de Pseudomonas aeruginosa CIP, que es patdgena de peces y las cepas de B.
cereus y B. smithii frente a Vibrio harveyi.

Estos estudios resumen que la composicion de la microbiota bacteriana fue caracteristica de
cada tipo de cultivo de microalgas y no tuvo variaciones durante el proceso de escalado.
Ademas, las cepas presentes en los cultivos de diatomeas bentonicas presentaron mayor

actividad antimicrobiana que las presentes en las diatomeas plancténicas y el flagelado.
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Alimentacion en postlarvas tempranas

En Cuba se han realizado diferentes experimentos probando las diatomeas bentonicas
aisladas de nuestros estanques como alimento de las primeras postlarvas (PL) de los
camarones Litopenaeus schmitti y L. vannamei. Estos ensayos se realizaron manteniendo la
rutina de atencion y alimentacion que se sigue normalmente en el rea de larvicultura de

nuestros Centros de Desove.

Uso de Navicula sp.

Con Navicula sp. se ensayaron diferentes concentraciones de la microalga y distintas
proporciones para sustituir el alimento artificial (Curbelo et al., 2006) en las primeras
postlarvas (de PL3 a PL10) de L. schmitti. Las concentraciones probadas fueron 10, 20 y 30
x 10® cel-ml™. El mejor tratamiento resulté al suministrar la diatomea benténica a
concentraciones de 20 x 10° cél-ml™, donde se alcanzé un porcentaje de supervivencia de

60% que fue diferente significativamente del resto de los tratamientos.

Las postlarvas alimentadas con 20 x 10° cél-mI™ de Navicula sp tienen un comportamiento
similar, sin diferencias significativas entre los tratamientos, en cuanto a la talla alcanzada
que fue de 6.32 mm (para un incremento de 1.60 mm) y en cuanto al peso donde se obtuvo
1.10 mg (para un incremento en 0.63 mg). La calidad de las postlarvas, evaluada por el
namero de espinas rostrales (4) y pares de ramificaciones branquiales (5), resulté ser
diferente en el caso de este mismo tratamiento ya que se observd mayor cantidad de estas
ultimas. Las ramificaciones branquiales ademés de jugar un papel importante en el
intercambio de oxigeno de la larva con el medio, es un indicador de la adaptabilidad del
animal a los cambios abioticos por lo que mientras mayor sea el nimero de pares de
ramificaciones branquiales, mas fuerte y resistente es la PL para adaptarse a las condiciones
de cultivo. También se observo que el porcentaje de lipidos en el hepatopancreas fue
adecuado, aunque esta caracteristica no fue cuantificada pero nos permite inferir el buen

aprovechamiento del alimento suministrado.

Sylvia Leal, etal. 2010. Las diatomeas benténicas como fuente de alimento en el cultivo larvario de camarén y otros organismos acuaticos. En: Cruz-
Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricion
Acuicola X - Memorias del X Simposio Internacional de Nutricién Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México. ISBN en tramite.
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 598-619.



611

Se pudieron comparar estos resultados con los parametros registrados en el tanque de cria
de donde procedian las PL para el experimento, que a su cosecha en PL10 se obtuvo el
59.7% de supervivencia, 3 espinas rostrales, de 5 a 6 pares de ramificaciones branquiales,

6.2 mm de talla y un peso promedio de 1.75 mg.

La baja supervivencia obtenida al utilizar concentraciones de 10 x 10° cél-ml™ se atribuy6 a
la carencia del alimento disponible en el medio. Griffith et al. (1992) proponen para el uso
de Amphora sp. esta misma concentracion, obteniendo buenos resultados. Para este caso el
uso de Navicula sp. condiciona los resultados, diferentes al de estos autores, debido al
pequefio tamafo de esta especie. La alta concentracion probada afectd la supervivencia

porque empeoro la calidad del agua debido al exceso de alimento.

Cuando comparamos las diferentes proporciones en la sustitucion del alimento artificial
(AA) por diatomeas bentdnicas (db) los tratamientos fueron: 1: 100% de AA; 2: 100% AA
+ db; 3: 50% de AA + db; 4: db. La concentracién utilizada de la microalga fue la de 20 x
10° cel-mlI™, probada anteriormente como la mejor. En este experimento el intercambio de
agua fue menor para el caso de los tratamientos 3 y 4, en que se realizé 150 y 100%
respectivamente, debido a que las unidades experimentales mantuvieron siempre una mejor

calidad del agua, por el poco o nulo suministro del alimento artificial.

Los tratamientos no difirieron significativamente entre si aunque los resultados mas
elevados se obtuvieron con el uso de la diatomea bentdnica y Artemia, sin AA, en que se
tuvo 68% de supervivencia, 1.40 mg de peso, 6.8 mm de talla, 4 espinas rostrales y 5 pares

de ramificaciones branquiales.

Al igual que en el bioensayo anterior, cuando se comparan estos resultados con los que se
obtuvieron en el tanque de cria, de donde provenian las PL, se observd que el uso de
Navicula sp. es una variante a tener en cuenta para posibles esquemas de alimentacién. El

tanque se cosechd en PL13 y se obtuvo 63% de supervivencia, talla promedio de 6.5 mm,
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peso promedio de 1.2 mg, 4 espinas rostrales y 5 pares de ramificaciones branquiales. En
este trabajo, haciendo el cierre con 3 dias de antelacion, o sea en PL 10, se obtiene mayor

supervivencia, peso Y talla.

La calidad de las PL que se obtuvo en estos bioensayos fue buena si se tiene en cuenta que
los pardmetros de calidad considerados en el pais para la venta de PL10 del camarén blanco
L. schmitti eran: talla mayor de 6.5 mm, peso mayor de 0.6 mg, mas de 3 espinas rostrales,

3 pares de ramificaciones branquiales y tracto digestivo lleno o medio lleno.

Se coincidio plenamente con Griffth et al. (1992) cuando plantean que el uso de diatomeas
bentonicas pennales vivas no impide el proceso de cria larval y puede ser una base
precedente importante para la alimentacion ecologica de las PL y juveniles de camardn en
los estanques de engorde. La aplicacion de estas diatomeas proporciona un sustrato
continuo para los habitos bentdnicos de las PL que reducen el canibalismo y elimina el

costo y la nocividad potencial del alimento artificial.

Se pudo apreciar que son muy escasos los trabajos que refieren el cultivo de diatomeas
bentdnicas y su uso en la camaronicultura. Los paises que actualmente trabajan en este
aspecto lo utilizan en sus laboratorios de produccién de forma cualitativa y no han
publicado sus resultados, excepto los de Griffith et al. (1992) y Peterson y Curiel (2002),

que se refieren a su aplicacion para PL de L. vannamei.

En general, el uso de Navicula sp. en la alimentacién de las primeras postlarvas del
camarén blanco L. schmitti es una variante muy adecuada para el esquema de alimentacion
de estos organismos ya que aumenta discretamente la supervivencia, el tamafo, el peso y la
calidad de la postlarva. Ademés es una fuente de alimento alternativo estable muy
importante, ya que con el empleo de esta especie se puede sustituir el uso de
microparticulados como alimento a PL de camaron blanco, trayendo consigo mejorias en la

calidad del cultivo y también un ahorro considerable en la sustitucion de importaciones.
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Uso de Amphora sp.

Esta especie fue utilizada en un ensayo de alimentacion con PL (de PL3 a PL10) de L.
vannamei. Las PL que se utilizaron para cada unidad experimental tenian un numero
promedio de espinas rostrales de 2.4, 1.6 pares de ramificaciones branquiales, peso
promedio de 0.54 mg y talla de 4.8 mm. Se probo la sustitucion parcial o total del AA,
estableciéndose los siguientes tratamientos: 1: AA (100%); 2: 50% AA + 2% db; 3: 5% db.
En este caso la adicion de la microalga se hizo de forma volumétrica debido a que esta
especie forma grumos que enmascaran el conteo directo en camara, no como el caso
anterior referido con Navicula sp. que si eran confiables los valores de concentracion que se
obtenian debido a que la mayor parte de las células estan desprendidas del sustrato e

individualizadas, debido a la aireacion.

Para las PL de L. vannamei resultaron siempre mejor los tratamientos donde se adicionaba
AA, aunque en cuanto a la supervivencia no existieron diferencias significativas entre los

tratamientos (74.1, 72.7 y 73.9% respectivamente).

El nimero de espinas rostrales de la PL apta para la comercializacion en L. vannamei es de
3 y todos los tratamientos estuvieron por encima de este valor. Fueron diferentes
significativamente el nimero de espinas obtenidas cuando se suministra AA, lo mismo al
100% (3.54) que al 50% (3.53), que difirieron del obtenido cuando no se adiciona AA y se
sustituye por el 5% de db (3.28). Las ramificaciones branquiales deben estar por encima de
3 pares lo que fue superado en las PL cuando fueron alimentadas con las tres dietas

empleadas en este experimento, sin diferencias significativas entre ellas (5.2, 4.8 y 5.1).

El peso mayor se obtuvo en el tratamiento con 100% de AA (1.87 mg) que no difirio del
que tenia 50% de AA y 2% de db (1.72 mg). El tratamiento con 5% de db sin AA arrojo
diferencias con los otros, obteniéndose en el mismo un peso final de 1.58 mg. La mayor

talla se obtuvo con 50% de AA y 2% de db donde las PL alcanzaron 7.14 mm, diferente de
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la que mostro el tratamiento con 100% de AA (6.85 mg) y del tratamiento con 5% de db
(6.47 mgq).

El trabajo que refiere el uso de Amphora sp. en PL de L. vannamei (Griffith et al 1992), en
condiciones experimentales, plantea que estas PL tienen porcentajes de supervivencia de
86.7% vy talla de 6.05 mm, diferente del control (5.93 mm), alcanzada en PL8. Ellos
refieren que cuando promedian el uso de la diatomea bentdnica en los tanques de precria

durante 6 meses de produccion, la supervivencia es de 60%.

De forma muy general, Peterson y Curiel (2002), plantean el cultivo de diatomeas
bentonicas usando sustratos artificiales en los tanques de la precria, donde hacen el
“bloom” basado en Amphora sp. y afirman que han tenido mejoras tanto en eficiencia
operacional como en la calidad de las postlarvas, donde hay mejores tasas de
supervivencia, crecimiento mas rapido, mejor talla promedio, mejores resultados al estrés y
una mayor produccion, aspectos planteados de forma cualitativa sin brindar datos

especificos al respecto.

Los resultados presentados indican que las diatomeas bentonicas tienen un alto potencial en
la nutricion de postlarvas tempranas de camaron, sin embargo se deben realizar mas
estudios que expliquen los beneficios observados desde el punto de vista de la nutricion y la
fisiologia de los organismos y los mecanismos que posibilitan el efecto probiotico de los

cultivos de estas microalgas, entre otros.

Conclusién

Se concluye que el uso de diatomeas bentonicas en la nutricion de poslarvas de camaron
puede ser una alternativa viable que permita disminuir los costos de produccion, sin afectar

el crecimiento y la supervivencia de los organismos.
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