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RESUMEN

En este estudio se presentan resultados de la sobrevivencia y desarrollo de Litopenaeus
vannamei desde Nauplios hasta Zoea, provenientes de 5 tratamientos de calidad de agua
donde la comunidad bacteriana inicial fue manipulada: 1) agua de mar recientemente
filtrada a través de 1 um; 2) agua de mar esterilizada con un autoclave; 3) agua de mar de
un sistema de recirculacion sin carga organica; 4) agua de mar de un sistema de
recirculacion con carga organica; y 5) agua de mar filtrada con una mezcla de un probiético
comercial. Los resultados de este experimento mostraron que la manipulacion de la
comunidad bacteriana del agua donde las larvas se alimentan por primera vez influye en su
sobrevivencia y capacidad para mudar a los estadios larvales posteriores. Utilizar agua
completamente estéril da resultados similares a aquellos donde se utilizé agua de mar con
solidos suspendidos reducidos y con una comunidad bacteriana normal. El agua de un
sistema de recirculacion sin carga organica es preferible a aquella con gran carga organica
(organismos vivos + alimento). Cepas de probidticos comerciales deben usarse con
precaucion dado que potencialmente conllevan un incremento rapido de la concentracion
total de amonio. Estos resultados confirman que la colonizacion inicial del intestino por
bacterias tiene un impacto directo sobre la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo larvario.
Entonces se realizaron observaciones para evaluar la capacidad de las larvas para la
filtracion e ingestion de bacterias, comparandola con las tasas de filtracion de microalgas.
Una vez que la ingestion de bacterias quedd demostrada, se procedio a estudiar el tiempo de
la primera colonizacién del intestino y la ruta de entrada de las bacterias. Los resultados de
la observacion de cortes histologicos, observacion mediante microscopia electronica de
barrido y las observaciones in vivo de bacterias vivas marcadas sugieren que la
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colonizacidén bacteriana comienza desde el estadio de Nauplios, ya que estas larvas ya
presentan un poro anal y movimientos de antiperistalsis que les permiten la colonizacion
del tracto digestivo por parte de bacterias presentes en la columna de agua.

INTRODUCCION

El inicio de la alimentacion exdgena en las larvas de camarones peneidos ha sido
identificado como una fase critica en términos de su sobrevivencia, crecimiento y
desarrollo, ya que las larvas son expuestas internamente a comunidades microbianas por
primera vez durante la muda de Nauplios a Zoea; (Jones ef al., 1997). La exposicion a la
dindmica de la comunidad bacteriana presente en el agua en ese momento puede tener
efectos benéficos o perjudiciales en la capacidad digestiva y de asimilacion de las larvas, en
su nutricion, asi como en su habilidad para sobrellevar el contacto con cepas patdogenas
presentes en el agua.

Se ha sugerido que condiciones letales como el Sindrome de la Zoea,, que induce a las
células hepatopancreaticas a separarse y atrofiarse y causa la desintegracion del epitelio
intestinal, estan asociadas a un contacto con bacterias patdogenas en los estadios tempranos
de Zoea, (Figura 1 - Juarez, 1997; Pantoja et al., 1997). Muchos estudios, principalmente
en larvas de peces, han demostrado el papel activo de las enzimas exdgenas en digestion de
alimentos ingeridos dentro del tubo digestivo y a pesar de todavia existir alguna polémica
sobre la magnitud de la aportacion de estas enzimas a la actividad enzimatica total, hay
consenso en que si juegan un papel importante en la digestion y asimilacion inicial de las
larvas (Dabrowski & Glogowski 1977; Lauff & Hofer 1984; Cahu & Zambombino-Infante
1994; Kurokawa et al., 1998; Garcia-Ortega et al., 2000). Ademads de las enzimas libertadas
por los propios alimentos ingeridos, el aporte extra de exoenzimas por bacterias
establecidas en el tracto digestivo de las larvas, junto con la exclusion competitiva de
bacterias potencialmente patogenas, ha sido el principal argumento en la buisqueda y
desarrollo de bacterias probioticas en las investigaciones relacionadas con este tema
(Verschuere et al., 2000; Gomez-Gil et al., 2000).
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Figura 1.- Zoea de Litopenaeus vannamei con sintomas de “bolitas” o “sindrome de la zoea” donde se nota
claramente la desintegracion de las células epiteliales del tubo digestivo mediano (foto: Marisol Hernandez).

La modificacion de la flora bacteriana del agua de cultivo mediante el uso de probidticos ha
sido comprobada en el mejoramiento del cultivo de larvas de crustaceos (Nogami & Maeda,
1992; Garriques & Arévalo, 1995) y bivalvos (Douillet & Langdon, 1993; Douillet &
Langdon, 1994; Riquelme et al., 1996; Riquelme et al., 1997; Riquelme et al., 2000;
Riquelme et al., 2001), asi como ha sido sugerido que el mantenimiento de una comunidad
bacteriana natural y equilibrada puede beneficiar los cultivos larvarios de camarones
peneidos (Alabi et al., 1997). Sin embargo, se desconocen todavia las consecuencias de la
ruta de colonizacion y periodo del primer contacto con comunidades bacterianas externas
en larvas de camarones peneidos.

En el presente estudio, primeramente se presentan resultados de sobrevivencia, crecimiento
y desarrollo larvario de Nauplioss de Litopenaeus vannamei provenientes de 5 tratamientos
de calidad de agua, donde la comunidad bacteriana inicial fue indirectamente manipulada.
Dado que los resultados de este tipo de estudios son dificiles de repetir, en segunda
instancia nos concentramos en demostrar la ingestion de bacterias por parte de larvas de
peneidos que se alimentan por primera vez y la comparamos con la filtracion de
microalgas. Mediante una técnica novedosa para hacer el seguimiento de bacterias vivas
dentro del tracto digestivo de larvas de crusticeos, también observamos la ingestion,
retencion intestinal, y excrecion de una cepa de probidtico Vibrio potencial por parte de
Zoeas; y Zoeas,. Finalmente, observaciones anatdmicas realizadas a partir de técnicas
histoldgicas y microscopia electronica de barrido permitieron cierto conocimiento sobre las
rutas de la primera colonizaciéon bacteriana del intestino. Asi mismo, se presentan
argumentos sobre el uso potencial de cepas de probidticos bajo la luz de los
descubrimientos mas recientes.
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MATERIALES y METODOS
Manipulacion de la comunidad bacteriana en el agua de cultivo inicial

Nauplios de Litopenaeus vannamei originarios de Industrias Pecis, Yucatan, México (Mayo
2001) fueron aclimatados a las condiciones de temperatura, salinidad y pH del agua del
laboratorio (38 %o, 29°C, 7.9 pH) por un periodo de 2 horas. Los Nauplios fueron entonces
divididos en nUmeros similares (estimaciones volumétricas) y transferidos a cinco
contenedores de plastico de 15 L llenos con agua de los 5 tratamientos (Tabla 1). Los
Nauplios fueron aclimatados al agua de los contenedores respectivos durante 20 horas antes
del inicio del experimento. Las larvas fueron posteriormente sembradas en frascos de fondo
redondo de 1L previamente esterilizados a una densidad de 100 larvas L. Se usaron cinco
réplicas por cada tratamiento de agua. Para la aireacién se utilizaron pipetas de vidrio
esterilizadas y aire filtrado a 0.22 pm. Se fij6 un foto periodo de 13 -11 h luz-oscuridad y 0
% de recambio de agua durante los 5 dias que durd el experimento. Cualquier otro
instrumento utilizado fue desinfectado con cloro y perfectamente enjuagado con agua
corriente previo a su uso. Al inicio del experimento las larvas fueron alimentadas con una
sola dosis de microalgas Chaetoceros gracilis vivas en una concentracion de 5000 células
ml™" de acuerdo a lo recomendado por Jones et al. (1998). De ahi en adelante fueron
alimentadas cuatro veces al dia (7-12-17-22 horas) con CAR ULTRA FI Nol (INVE
Technologies) a razon de 1 mg L™, La concentracion de amonio total y nitritos fue medida
al inicio y final del experimento mediante las técnicas de fenol-nitroprusiato y de
sulfanilamida (Parsons et al., 1984), respectivamente. La fraccion no ionizada del amonio
fue calculada como el promedio de los resultados de cuatro modelos para la disociacion del
amonio en agua de mar (Whitfield, 1974; Khoo et al., 1977; Johansson & Wedborg, 1980;
Spotte & Adams, 1983) utilizando los valores de pH, temperatura y salinidad obtenidos
para cada tratamiento en el dia y hora de la determinacion de amonio total. Doce horas
después de observar los primeros estadios de Zoea, se concluy6 el experimento y las larvas
de todos los tratamientos fijadas con Sml de formaldehido al 37%. Las larvas de cada frasco
fueron contadas e identificado su estadio de desarrollo. Veinte individuos tomados al azar
de cada frasco fueron medidos (£ 0.5 um) del rostro a la bifurcacioén del extremo posterior)
con la ayuda de un microscopio estereoscOpico y una camara de Bogorov para conteo de
zooplancton. A partir de estos datos se calcul6 la mortalidad relativa como:

N,
L N ( final )

mortalidad _relativa = ———<“ )
t

donde la tasa de mortalidad relativa (instantanea o intrinseca se expresa como el numero de
individuos muertos por unidad de tiempo por unidad de individuos vivos en el instante
inmediato anterior. “LN” representa logaritmo natural, “N” representa el ntimero de
individuos vivos al inicio y final del periodo experimental y “t” es el tiempo en dias.
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Tabla 1.- Especificaciones de la manipulacion de la calidad del agua inicial de cultivo a partir de
modificaciones fisicas, quimicas y biologicas de las propiedades del agua de mar, resultando en los 5
tratamientos de agua utilizados para la cria larvaria de Litopenaeus vannamei en este estudio. Para el
Tratamiento Probidtico se siguieron las instrucciones de dosificacion dadas por la compaiiia productora de los
mismos.
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El indice de Villegas & Kanazawa (1979) fue utilizado para estimar el grado de desarrollo
promedio entre tratamientos (pesos de “0”, “1” y ”2” se usaron para Nauplio, Zoea; y
Zoea,, respectivamente). Se utilizo la prueba de Anderson-Darling para comprobar la
normalidad de los datos y las de Bartllet o Levene para homogeneidad de varianza entre
tratamientos, dependiendo de si los datos tenian o no una distribucién normal. Los
resultados se analizaron mediante un analisis de varianza de una via y comparaciones de
medias a posteriori utilizando la prueba de Tukey (Zar, 1999). En el andlisis de longitud
final, los frascos fueron considerados como factor al azar. En el analisis del indice de
desarrollo se utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y andlisis de medianas.

Organismos prueba para la ingestion de bacterias y observaciones anatomicas

Nauplios 2-3 de Litopenaeus vannamei provenientes de tres lotes independientes fueron
perfectamente enjuagados en agua de mar estéril (filtrada 0.45 pm y esterilizada con,
autoclave) sobre una red con 150 mm de luz de malla. Fueron desinfectados utilizando iodo
activado en una concentracion de 10 pg ml' (Argentyne a 10 %) durante 15 min.,
enjuagados nuevamente y mantenidos en un contenedor pléstico blanco de 12 L lleno con
agua de mar esterilizada con 20 pg ml” de enrofloxacina como antibiético (Cheminova de
Meéxico, México) de acuerdo a la concentracion minima de inhibicion y la concentracion de
“no-efecto” reportadas (Williams et al., 1992; Roque et al., 2001). Para la aireacién se
utilizo una pipeta de vidrio esterilizadas a través de la cual entraba aire filtrado a 0.22 um.
La temperatura se mantuvo constante en 28 * 1 °C mediante un bafo de agua dulce
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termoregulado. Las Zoeas; que se alimentan por primera vez (Zoeas tempranas o recién
mudadas) se obtuvieron entre 36 - 48 h después de una incubacion en agua de mar tratada
con antibidticos. Las Zoea; y Zoea, (Zoeas tardias) fueron alimentadas a base de una
combinacion de microalgas con Chaetoceros muelleri (60%), Tetraselmis sp. (30%) y
Isochrisis galbana (10%) en una concentracion aproximada de 50,000 células ml”, con 0 %
de recambio de agua. Las microalgas fueron cultivadas axenicamente, aunque muestras del
agua de cultivo fueron sembradas para confirmar que Vibrios no eran introducidos.

Histologia y preparacion de muestras para la Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Las muestras para microscopia electronica de barrido fueron fijadas, deshidratadas y
montadas de acuerdo a la metodologia descrita por (Felgenhauer, 1987). La preparacion
histologica de las muestras se hizo siguiendo el procedimiento estandar de la tincion por
haematoxilina-eosina-floxina sin descalcificacion y de la tincién bacteriana de Gram-
Humberton. La nomenclatura empleada para describir las larvas fue acorde a los términos
definidos por Lovett & Felder (1989).

Cepa bacteriana

A lo largo de este estudio se utilizo la cepa Ea, una cepa inocua de Vibrio harveyi, fue
aislada de un cultivo de Litopenaeus stylirostris en el Golfo de Santa Clara, Sonora, México
(Soto et al., enviado a publicacién). Esta cepa es Gram-negativa, moévil, positiva a la
oxidasa, glucosa fermentada, sensible a al compuesto vibriostatico 0/129, y usa D-manitol
como la Unica fuente de carbono. Estas caracteristicas colocan a la cepa como un miembro
del género Vibrio. Asi mismo, es negativa para la arginina dihidrolasa, y positiva para la
ornitina y lisina decarboxilasa. Es luminiscente y positiva para el citrato y negativa para
Voges-Proskauer. No pudo utilizar L-arabinosa ni D-glucosamina. Pudo crecer en NaCl al
2.5, 6.0, 8.0 % a 40 °C. Todas estas propiedades la identifican como una cepa de V. harveyi
(Alsina & Blanch, 1994). Esta cepa fue criopreservada a -70 °C de acuerdo a las
recomendaciones de Gherna (1994) en un ultracongelador (Revco Scientific, Asheville)
formando parte de la Coleccion de Microorganismos Importantes para la Acuacultura
(CMIA) en el CIAD, Unidad Mazatlan.

Preparacion de las bacterias marcadas con fluorescencia (BMF)

Para marcar las bacterias con DTAF se utiliz6 la metodologia descrita por Soto-Rodriguez
et al. (2002). Las bacterias criopreservada fueron recuperadas en caldo de soya triptych
(TSB, Bioxon, México) a 30 °C y agitadas a 100 rpm en un bafio agitador reciproco
(Precision Scientific 25, Winchester) durante 20-24 h. El caldo fue centrifugado a 8,000
rpm durante 6 min. a 15°C, y el pellet bacteriano resultante fue re-suspendido en 10 ml de
agua de mar estéril. Para examinar la densidad bacteriana en esta suspension 24 h después,
se llevaron a cabo diluciones seriales en una solucion salina estéril de NaCl a 2.5 % (SSE) y
sembradas en agar de thiosulphato-citrato-sales de bile - sucrosa (TCBS, Difco, México) y
agar de soya triptych (TSA, Bioxon, México) incubado a 30 °C. Como solucion de tincion
se utiliz6 5-(4,6-dichlorotriazin-2-yl) aminofluorescein (DTAF, Sigma Chemical Co. D-
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0531, St. Louis) disueltos en un buffer estéril de fosfato salino a una concentracién de 0.5
mg ml"'. Un volumen de 0.5 ml de esta solucién fueron entonces inoculados en 9.5 ml de la
suspension bacteriana e incubadas durante 2 h a 30°C bajo agitacion constante a 90 rpm en
oscuridad total.

Para la tincion con verde de malaquita se utilizaron 0.5 ml de una solucién de verde de
malaquita (1 mg ml™) para 9.5 ml de la suspension bacteriana, que fue incubada por 1 h a
temperatura ambiente. Al final del periodo de incubacidn, los cultivos fueron centrifugados
y el pellet resuspendido en agua de mar estéril. Este procedimiento se repitio hasta que se
observd una suspension no tefiida. (3 a 6 veces). Se realizaron diluciones en serie de esta
suspension de bacterias marcadas con fluorescencia (BMF) mismas que fueron sembradas
en agar TSA y TCBS para estimar la densidad bacteriana. Se prepararon BMF nuevas para
cada bioensayo.

Microscopia

Muestras de bacterias marcadas con fluorescencia fueron observadas en un microscopio
Olympus BX60 con incidencia de luz UV (BX-FLA), filtro de excitacion BP 450-490 nm,
filtro dicroico DM500 nm, y un filtro de barrera BA515 nm. Las fotografias fueron tomadas
con una camara automatica Olympus y una unidad de control de exposicion PM-20,
utilizando pelicula a color ISO 400 de Kodak. Las larvas vivas y los cortes histologicos
fueron observados bajo un microscopio Carl Zeiss Axiolab anbkT con objetivos
acromaticos, y se tomaron fotografias digitales con una camara Sony SSC-DC 54A. Un
microscopio electrénico de barrido JEOL JSM — 5310LU se utilizé para observar la
estructura externa de los Nauplios y Zoeas;. Se tomaron fotografias en blanco y negro con
la unidad de exposicion del microscopio y placas de Kodak TMAX 100 de 4x5 pulgadas.
Se realizaron observaciones de las larvas en los 5-10 min. después del muestreo usando
agua de mar casi congelada para disminuir su actividad natatoria. Sin embargo, las
fotografias fueron tomadas utilizando larvas fijadas en un porta y cubreobjetos con 2-4
gotas de una solucion de glutaraldehido al 3 % en agua de mar estéril para asegurar su
inmovilidad total. Para asegurar los colores naturales, ninguna fotografia fue tomada
después de dos horas de fijadas las larvas. Se utilizaron ampliaciones de 100 y 400 X para
evaluar el llenado intestinal, en tanto que se us6 una ampliacion de 1000x (lente de
inmersion) para revisar la presencia o ausencia de bacterias marcadas con fluorescencia
(BMF).

Diserio experimental

Para asegurar que las larvas tenian el tracto digestivo completamente vacio, éstas fueron
mantenidas en inanicién durante 2-6 h previo a cualquier contacto experimental con BMF
en agua de mar filtrada a 0.45 pum. Con la finalidad de que las larvas no reingirieran sus
propias heces fecales, se les hicieron recambios de agua cada hora.
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Experimento de ingestion bacteriana y de microalgas

Un grupo de Zoeas; fueron transferidas a dos frascos de fondo redondo de 1L esterilizados
previamente y con aireacion filtrada (0.22 pm). Se tomoé una muestra de larvas para su
observacién en el tiempo 0. A un frasco se le adicionaron microalgas (Chaetoceros muelleri
50.000 células mI™), mientras que al otro se le adicionaron bacterias marcadas con verde de
malaquita (Vibrio harveyi, cepa E, a 1.26 x 10° CFU ml"). A partir de ese momento se
tomaron varias muestras de larvas mediante un sifon con una pipeta Pasteur estéril a los 5,
15 y 30 min., asumiendo que este tiempo era suficiente para que las larvas comenzaran a
alimentarse (Jones et al., 1997). Las larvas fueron inmediatamente montadas en un
portaobjetos de vidrio, el agua excesiva fue secada y dos gotas de una solucion de
glutaraldehido al 3 % adicionadas con el fin de matar e inmovilizar instantdneamente a los
organismos para su observacion posterior. El llenado intestinal fue evaluado mediante una
escala ordinal: 0 — vacio; 1/3 — cualquier materia particulada que no llenase mas de la mitad
del intestino; 2/3 — cualquier materia particulada que llenase mas de la mitad del intestino
pero menos que el intestino completo; y 1 — intestino lleno completamente desde la boca
hasta el ano.

Observaciones de la ingestion de BMF

Entre 60 y 140 larvas fueron transferidas a vasos de precipitados estériles (40, 50 y 100 ml)
llenos con agua de mar filtrada (0.45 um) y esterilizada en autoclave. Las larvas fueron
alimentadas ya fuese unicamente con BMF a diferentes densidades (6.60 x 10° — 1.40 x 10’
CFU ml™), o bien en combinacién con microalgas (9.7 x 10° — 1.26 x 10’ CFU ml” y
50.000 — 150.000 células algales ml™). Se realizaron varias observaciones a diferentes
tiempos (15 min. a 12 h) utilizando Zoea; y Zoea, en condiciones experimentales similares
(Tabla 2).
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Tabla 2.- Condiciones experimentales para los bioensayos con Bacterias Marcadas con Fluorescencia (BMF)
y larvas de Litopenaeus vannamei. Las observaciones fueron realizadas inmediatamente después de que las
larvas entraran en contacto con las BMF.

Concentracion

Estadio larval BMF de microaleas Tiempo de exposicion Volumen No. de
(CFU ml™") (cel /ml)g de BMF (horas) (ml) organismos

1.26 x 107 50.000 0, %, 3% 50 + 80

Zoea 1.52 x 107 - 0, %, 3% 50 + 80

oca, temprana 9.7x 10° 150.000 0, %, 1 40 + 60

9.7x 10° - 0, %, 1% 40 + 60

Zoea, 6.60 x 10° - 0,%,2,4 50 +80
avanzada 1.12 x 107 - 0,12 100 + 140
Zoea, 8.85x 10° - 0,% 100 +120
1.40 x 107 - 0,12 100 + 140

Observaciones de evacuacion de BMF

Zoeas; recién mudadas fueron transferidas a vasos de precipitados estériles (50 ml) llenos
con agua de mar filtrada (0.45 um) y esterilizada en autoclave. Las larvas fueron
alimentadas con 1.52 x 10’ mI"' (BMF) por un periodo de 2 h, después del cual se tomo una
muestra al azar de 20 organismos que fueron fijados con glutaraldehido y observados
inmediatamente. Este fue considerado el tiempo inicial 0. Las larvas fueron entonces
transferidas de nuevo a agua limpia y mantenidas ahi durante un periodo de 30min, después
del cual fueron cambiadas una vez mas. Cuando habian transcurrido 40 min. se tomo otra
muestra de 20 organismos que fueron observados inmediatamente. Todo el procedimiento
fue repetido a las 3:30 h.

RESULTADOS Y DISCUSION
1) — Tratamientos Iniciales de Agua

La manipulacion del agua inicial de cultivo usando métodos mecénicos, quimicos y
biologicos (Tabla 1) tuvo un efecto evidente en el resultado del cultivo de larvas de
Litopenaeus vannamei que se alimentan por primera vez. Los organismos cultivados con
agua del Tratamiento Recirculacion2 murieron significativamente mas rapido (p<0.001)
que organismos de cualquiera de los otros tratamientos (Fig. 2A). Asi mismo, éstas larvas
no pudieron mudar a Zoea, (Fig. 2B) y, por lo tanto, presentaron una longitud total final
significativamente menor (p<0.001) que las larvas de cualquiera de los otros tratamientos
(Fig. 2C). Estos resultados se explican por la alta concentracién inicial de amonio vy,
especialmente, por la alta concentracion de nitrito presentes en el agua (Tabla 3).
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Fig. 2.- Mortalidad relativa (A), indice de desarrollo (B) y longitud final (C) de larvas expuestas a los cinco
tratamientos del agua de cultivo inicial. Los nombres de los tratamientos son como se indican en la Tabla 1.
Los valores son promedios + 95% intervalos de confianza (para detalles ver Materiales y Métodos).
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Tabla 3. Concentraciones promedio (mg I"' + desv. est.) de amonio total (-NH;" & -NH3), amonio no ionizado
(-NH3) y nitritos (-NO,) de cada uno de los 5 tratamientos de agua de cultivo inicial tanto al principio (dia 0)
como al final del periodo experimental (dia 4). Los nombres de los tratamientos son como se indican en la
Tabla 1.

-NH;" & -NH; -NH; -NO,
dia 0 4 0 4 0 4
Recirculacion2 1.75 4.85+0.24 0.08 0.23 £0.01 0.199 0.176 £ 0.002
Autoclave 0.77 4.96 +0.17 0.04 0.24 +£0.00 0.001 0.001 +0.001
Probidtico 0.76 7.55+0.36 0.03 0.36+0.01 0.014 0.001 £+ 0.003
Agua de Mar 0.71 5.03+0.70 0.04 0.24 +0.02 0.002 0.072 £ 0.007
Recirculaciénl 0.62 3.70+£0.21 0.04 0.18 £0.00 0.001 0.016 =0.10

A pesar de que la concentracion total de amonio aumentd a lo largo del experimento, la
concentracion de nitrito disminuy6 en el tiempo, indicando la presencia de una poblacion
activa de Nitrobacter spp. en el agua. Estos resultados indican que la unidad de biofiltro
utilizada en el sistema de cultivo con alta carga orgénica de donde fue tomada el agua para
el Tratamiento Recirculacion2, todavia no habia alcanzado el equilibrio de nitrificacion, y
que la concentracion de nitrito resulto letal para las larvas, ya que estaba muy por arriba de
su limite de tolerancia (Chen et al., 1986; Chen et al., 1989; Chen & Tu, 1990; Chen & Lin,
1991; Cheng & Chen, 1994).

En tanto que la manipulacion del agua no afectd la sobrevivencia de las larvas de ninguno
de los otros tratamientos y la mortalidad relativa de las larvas fue similar en todos ellos, si
afectd su crecimiento el indice de desarrollo, sugiriendo que aunque con efectos menos
severos, la calidad del agua influye en la salud y calidad nutricional de las larvas. El
desarrollo de las larvas del Tratamiento Probidtico fue significativamente retrasado
comparado con el desarrollo de las larvas de los Tratamientos Autoclave y Agua de Mar.
En el otro extremo, las larvas cultivadas con agua del Tratamiento Recirculacionl
presentaron un grado de desarrollo similar al de las larvas de los Tratamientos Probidtico y
Autoclave. Sin embargo, al ser comparadas con las larvas del Tratamiento Agua de Mar,
aquellas mas avanzadas ontogénicamente, las del Tratamiento Recirculacionl presentaron
un retraso significativo en su desarrollo (Fig. 2B). En términos de crecimiento, las larvas
cultivadas en el Tratamiento Agua de Mar alcanzaron una longitud total final
significativamente mayor (p<0.001) que las larvas de los Tratamientos Recirculacionl,
Autoclave o Probiotico (Fig. 2C).

Dado que todas las larvas fueron alimentadas con la misma dieta y sometidas a las mismas
condiciones zootécnicas de cultivo, se puede decir que los mejores resultados se obtuvieron
con el Tratamiento de Agua de Mar (Fig. 2 A, B y C). Estos resultados sugieren que las
caracteristicas de la materia orgédnica y la poblacidon bacteriana presentes en el mar en ese
momento particular tuvieron un efecto sinérgico en la salud de las larvas. Esta misma agua,
la cual fue filtrada (0.22pum) para eliminar los solidos suspendidos y esterilizada en el
autoclave (Tratamiento Autoclave), también dio buena resultados de sobrevivencia,
desarrollo y crecimiento larvario, indicando una adecuada recolonizacion del agua a partir
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de bacterias adheridas a los Nauplios de camardn, bacterias presentes en el alimento
artificial, y posiblemente de forma mas importante, bacterias presentes en los cultivos de
algas usados para estimular el proceso de alimentacion inicial de las larvas.

Normalmente, los Nauplios saludables que se obtienen bajo condiciones controladas de
cultivo tienen el caparazon libre de bacterias (observ. pers.), y la mayoria de los alimentos
artificiales son fabricados bajo condiciones estériles, minimizando el potencial para un
indculo proveniente de esta fuente (Jones, 1998). En los sistemas de cultivo de microalgas,
por el contrario, existen normalmente bacterias asociadas, las cuales ejercen su influencia
sobre la comunidad bacteriana de los tanques de cultivo larvario (Bell & Lang, 1974b;
Kellam & Walker, 1989; Skjermo & Vadstein, 1993; Salvesen et al., 1999). Estas cepas
bacterianas son seleccionadas por el grado de especificidad de los medios de
enriquecimiento utilizados, asi como los exudados de microalgas especificos de cada
especie que promueven o restringen el crecimiento de ciertas cepas bacterianas. El control
de poblaciones bacterianas por exudados de microalgas ha sido ampliamente reportado
(Sieburth, 1960; Duff et al., 1966; Guillard & Hellebust, 1971; Bell & Lang, 1974a;
Kogure et al., 1979; Cole, 1982; Brock & Clyne, 1984; Austin & Day, 1990; Fukami et al.,
1991; Austin et al., 1992; Naviner et al., 1999), asi como de extractos de macroalgas
(Reichelt & Borowitzka, 1984; Nys et al., 1995; Gram et al., 1996).

Con el agua de los sistemas de recirculacion se pueden obtener resultados moderados, como
aquellos obtenidos con el Tratamiento Recirculacionl (Fig. 2, A, B, y C), pero se debe
tener cuidado en asegurar que las concentraciones de amonio y nitrito no sean tan altas
como las observadas en el Tratamiento Recirculacion2 (Tabla 3). La mayoria de las
unidades de biofiltros comerciales usadas en sistemas de recirculaciéon pueden procesar
grandes cantidades de tanto amonio como nitrito Unicamente si no hay cambios repentinos
en la densidad de siembra y las cantidades y frecuencia de alimentacion, lo cual es dificil de
asegurar en sistemas de maduracion y cria larval. Por lo anterior, se recomienda el uso de
sistemas de recirculacion sin carga organica a no ser aquella de la materia organica disuelta
normalmente en el agua de mar. Resultado similares a los del presente estudio fueron
obtenidos para larvas de rodaballo (Skjermo et al., 1997), y varios camarones peneidos
(Jones et al., 2000). El agua proveniente de sistemas maduros tiene la ventaja de ya poseer
una comunidad bacteriana nitrificante bien establecida, tal y como lo indica la baja
acumulacion de amonio y nitrito observada en el presente trabajo (Tabla 3).

El agua tratada con probidticos comerciales no dio resultados tan buenos como se esperaba,
probablemente por la rapida acumulacion de amonio y nitritos (Tabla 3) y/o la oclusion de
las superficies laminares de las branquias de las larvas causadas por el exceso de bacterias
(Brock & Lightner, 1990), reduciéndose el intercambio de gases (Fisher, 1977; Fisher,
1988a; Fisher, 1988b). Dado que la mayoria de las mezclas de probidticos comerciales
estan enriquecidas con nutrientes que promueven el crecimiento bacteriano, rapidamente se
pueden alcanzar poblaciones bacterianas muy numerosas y densas lo que conlleva a un
bloom bacteriano. Desafortunadamente, ni se midié el nimero total de bacterias en el agua,
ni se realizaron observaciones histologicas de las branquias de las larvas. Se sabe, sin
embargo, que las bacterias que facilmente cumplen con los requisitos necesarios para
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constituir una cepa de probidtico exitosa generalmente resultan victoriosas en la
competencia con bacterias nitrificantes por superficie de crecimiento, ya que estas ultimas
crecen mas lentamente que las primeras (Wheaton et al., 1994) y por lo tanto disminuyen la
capacidad para reducir el amonio y nitrito de las comunidades nitrificantes naturales. Las
cepas de probidticos también pueden producir mayor cantidad de amonio como resultado
de su actividad heterdtrofa al consumir el alimento no ingerido asi como las heces y mudas
de las larvas. Posiblemente una mejor manera para hacer llegar éstos organismos
potencialmente benignos al agua de cultivo es a partir de cultivos simultaneos de
microalgas como ha sido reportado por Gémez-Gil (2002).

Los resultados del presente estudio demostraron que la calidad del agua de cultivo inicial
puede generar cambios significativos en el resultado final del cultivo tan pronto como los
dos primeros estadios larvales. Dado que se asume que los tejidos internos de huevos y
Nauplios son estériles, se realizaron mas observaciones para determinar la ruta y tiempo de
colonizacion del tracto digestivo virgen.

2) — Morfologia de Nauplios

La apertura de la boca no fue observada en ninguno de los especimenes revisados con las
técnicas histologicas y de MEB. Sin embargo en las preparaciones histologicas se
observaron evaginaciones del intestino medio en direccion ventral hacia la region de la
boca, indicando que el proceso de formacion de la boca estaba por ocurrir (Fig. 3 D, E»).
Tampoco se observo la presencia de una boca como tal en las observaciones de MEB,
aunque fue posible identificar cierta invaginacion hacia la boca y el primordio del intestino
anterior (Fig. 3 H,). En un Nauplios mudando a Zoea; (Fig. 3 J;, J,) se observaron lo
apéndices de alimentacion emergiendo a través de tejido rasgado, lo que pudiera coincidir
con el momento de apertura de la boca. Lovett & Felder (1989) establecen que el intestino
anterior no se comunica con el medio sino hasta Zoea;, cuando se completa el proceso de
formacion del intestino y la larva comienza a alimentarse.
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FIGURA 3 - Microfotografias in vive, de cortes histologicos y microscopia electronica de barrido (MEB) de Litopenaeus vannamei Nauplio, tardio. Las
fotografias con la misma letra representan al mismo individuo. Ciego lateral del Intestino Medio (CLIM); Ciego anterior del Intestino Medio (CAIM);
Intestino Medio (IM); Intestino Posterior (IP). A- CLIM y aperturaal IM (40x 3.3). BCLIM y IM (40 x 3.3). C- Detalle del IP. Cabe hacer notar las fibras
musculares rectales bien desarrolladas (40 x 3.3). D- Corte sagital y transversal, intestino y evaginacién a la boca. E- Corte sagital y longitudinal,
intestino completo con CLIM, IM, IP. F- Corte sagital, CLIM, CAIM, IP y ano. G- Corte longitudinal del IP y la apertura del ano. H- Primordio de la
invaginacion de la boca y los apéndices para la alimentacion, asi como la apertura anal. I- Apertura anal. J Nauplio, tardio en ecdisis hacia Zoea,. Cabe
hacer notar los apéndices para la alimentacion emergiendo.
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Observaciones microscopicas de Nauplios vivos mostraron que el primordio intestinal, un
tubo simple con lumen claramente abierto (Fig. 3 A, F) y alguna actividad peristaltica,
puede estar presente desde el estadio Nauplios, y que se diferencia progresivamente para
conformar regiones distinguibles tales como los primordios de los ciegos anteriores y
laterales del intestino medio, el tronco del intestino medio y el intestino posterior (Fig. 3 A,
B). Estas observaciones fueron posteriormente confirmadas a partir de los cortes
histologicos de Nauplioss tardios, donde tanto los ciegos anteriores y laterales como el
tronco del intestino medio fueron identificados claramente (Fig. 3 D, F, G). Estos
resultados contradicen lo reportado por Lovett y Felder (1989), donde establecen que las
paredes del intestino anterior se encuentran colapsadas detal forma que no existe un lumen
y el intestino medio no puede distinguirse en el estadio de Nauplios. Aunque esta
discordancia puede ser el resultado de diferencias en el desarrollo de las especies, es mas
razonable pensar que las muestras descritas por los autores no se encontraban en un estadio
de Nauplios tardia, ya muy cercanos a la muda a Zoea,;. Las vacuolas de yema descritas por
Zilch (1978) para estadio tempranos de Nauplio en Penaeus trisulcatus son factibles de
verse desarrolladas en los primordios de los ciegos anteriores y laterales del intestino medio
observados en la Fig. 3 (A, B, D, E, E; y F).

Las fibras del musculo que dilata el recto, que se encuentran alrededor de las células
quitinizadas del intestino posterior, asi como las contracciones y distensiones tipicas de la
actividad peristaltica de esta region, fueron observadas tanto en los Nauplios tardios como
en los estadios larvales posteriores (Fig. 3 C). A pesar de que estas observaciones fueron
confirmadas por los cortes histologicos de Nauplios tardios, donde el intestino posterior fue
identificado claramente (Fig. 3 E;, Es, G; y 32), estan en desacuerdo con las observaciones
Lovett y Felder (1989), aunque estos autores generalizan sus comentarios para todos los
estadios de Nauplio. En Nauplios, antes de la muda a Zoea,, se observd de forma evidente
el poro anal, junto con una clara diferencia entre las células epiteliales del tronco del
intestino medio y las células quitinizadas del intestino posterior (Fig. 3 Gj). La apertura
anal en Nauplios fue confirmada con las observaciones de MEB de especimenes que fueron
fijados y preservados al mismo tiempo que aquellos usados para los cortes histologicos
(Flg 3 H1, H3, I)

Las observaciones del presente trabajo revelan que el ambiente interno del intestino en
estadio de Nauplios tardios puede estar desde este momento expuesto a las condiciones
externas. Aun cuando en el estadio de Nauplios todavia no ha ocurrido la apertura de la
boca, el ano si se encuentra abierto, y la existencia de movimientos antiperistalticos (“anal
drinking”’) demostrado por Lovett & Felder (1990) para los estadios inmediatos de Zoea, 3,
sugiere fuertemente que desde Nauplios los tejidos internos del intestino posterior pueden
estar en contacto con el ambiente externo y consecuentemente con las bacterias presentes
en la columna de agua. Lovet & Felder (1990) proponen una explicacion para la
antiperistalsis (“anal drinking”) en postlarvas de camarén en donde esta actividad esta por
un lado asociada a la expansion anterior de los microtubulos del hepatopancreas mediante
presion hidraulica, y por otro ayuda en la defecacion. El agua que entra por el ano puede ser
llevada hasta la zona anterior del intestino medio. Esto sugiere que la apertura del poro
anal antes que la boca pudiera servir como la entrada principal de agua hacia el tubo
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alimenticio primitivo, expandiéndolo y generando alguna presion hidraulica hacia los
ciegos. Asumiendo que los tejidos internos de los huevos y Nauplios tempranos son
estériles, las implicaciones ecoldgicas de estas observaciones son que varias horas antes de
que comience una actividad alimenticia normal en el estadio de Zoea,, los ciegos anteriores
y laterales en desarrollo y el tronco del intestino medio y posterior pueden estar recubiertos
con las bacterias presentes en el agua en ese momento. Asi mismo, estos resultados también
sugieren que los mecanismos de osmoregulacion observados en estadios larvales
posteriores deben ser muy similares a lo largo de todo el desarrollo ontogénico.

3) - Morfologia de Zoea,

A pesar de que no se logroé observar un corte histologico que claramente mostrara la boca
de una Zoea;, la observacion de Zoea; recién mudadas (Fig. 4 A; y B), consumiendo
microalgas (Fig. 4 B, C y G), junto con los cortes histologicos mostrando la presencia de
heces en los ciegos anteriores y laterales, el tronco del intestino medio y posterior (Fig. 4 H,
I y J), asi como las observaciones de MEB mostrando defecacion (Fig. 4 F), demuestran
que las Zoea; son capaces de ingerir microalgas desde algunos minutos después de la muda.
Por lo tanto, es muy factible la ingestion accidental de bacterias ya sea adheridas a las
células de algas o libres en la columna de agua.
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FIGURE 4 - Microfotografias in vive, de cortes histologicos y microscopia electronica de barrido (MEB) de Lnrapenaeus vannamei en estadio de Zoea,
recientemente mudados. Las fotografias con la misma letra representan al mismo individuo. A- Vista ventral del aparato de alimentacion y boca. B Vista
ventral de una Zoea, consumiendo microalgas con el tubo digestivo completamente lleno (4 x 3.3). C- Vista dorsal una Zoea, consumiendo microalgas
durante 5 min después de un periodo de 2 h de inanicion (10 x 3.3). D- Vista ventral de la region bucal (40 x 3.3). E- Vista de una Zoea, con el detalle de la
region posterior. F- Membrana peritrofica de una Zoea, que nunca ha sido alimentada. G- Cordon fecal grueso caracteristico de una Zoea, consumiendo
microalgas (40 x 3.3). H- Corte longitudinal del CLIM y IM de una Zoeal (20 x 3.3). I- Corte longitudinal una Zoea, alimentada con bacterias marcadas
con fluorescencia (40 x 3.3). J- Corte longitudinal de una Zoea, alimentada con microalgas (Chaetoceros muelleri)(20x 3.3).

El tronco del intestino medio de Zoea; y Zoea, Litopenaeus vannamei es anatbmicamente
muy similar a las descripciones hechas por Lovett & Felder (1989) para Litopenaeus
setiferus. Este consiste en un simple tubo recubierto en su interior con células epiteliales y
dos pares de ciegos que son similares tanto en estructura como en tamafio.

El intestino posterior de Zoea, ya se encuentra bien diferenciado cuando se compara con el
poro anal de Nauplios. En los estadios de Zoea y durante todo el desarrollo posterior se
mantiene como un simple tubo con células quitinizadas y una unién con el tronco del
intestino medio a la altura del VI segmento abdominal. El ano presenta un darea
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ornamentada con espinas cortas organizadas en lineas que, junto con los movimientos
peristalticos fuertes y frecuentes del intestino posterior soportado por las fibras del musculo
que dilata el recto, ayudan a evacuar los cordones fecales (Fig. 4 E,, F y G). Es posible que
una presion lateral ejercida sobre las lineas de espinas ayuden a romper los cordones fecales
en pedazos mas pequefios. Estos resultados confirman las observaciones de la cinematica
del intestino realizadas por Lovett & Felder (1990).

Cabe hacer notar que a diferencia del crecimiento y desarrollo intermitentes de el intestino
anterior y posterior quitinizados los cuales estan restringido a la ecdisis, el desarrollo del
intestino medio es mas gradual y cualquier residente bacteriano permanente se encontrara
adherido preferentemente a esta superficie, ya sea en el tronco del intestino medio o bien
dentro de los ciegos anteriores y laterales. Las Zoea; saludables, en un ambiente con
alimento abundante se alimentaran casi permanentemente, introduciendo alimento nuevo al
intestino anterior y dejando pasar algunas particulas directamente hacia el intestino medio y
otras pasando cierto tiempo en los ciegos anteriores y laterales (Lovett & Felder, 1990). Por
otra parte, la entrada de agua a través de la boca (“oral drinking”) ocurre a partir de ondas
peristalticas regulares a lo largo del es6fago atn cuando el alimento no esta siendo
ingerido, tal y como fue descrito para todos los estadios de desarrollo de Litopenaeus
setiferus (Lovett & Felder, 1990). Ambos mecanismos contribuyen a la entrada de bacterias
hacia el tracto digestivo de las larvas. Entonces el alimento digerido es empacado en la
membrana peritrofica mediante ondas de contraccién peristaltica y antiperistaltica y
eventualmente expulsado al exterior a través del intestino posterior. En tanto que la
membrana peritrofica puede proteger el epitelio delicado del tronco del intestino medio d
materiales abrasivos ingeridos, Lovett & Felder (1990) también observaron que el intestino
medio juega un papel preponderante en la separacion del quimo y la materia fecal del agua
extraperitrofica que es introducida a través del ano y transportada hacia la parte anterior
para expandir el intestino medio. Por lo tanto, las bacterias que sobreviven la digestion, y
que se encuentran presentes en el quimo y la materia fecal, seguramente seran expulsadas
hacia el exterior, mientras que la nueva colonizacion del epitelio absorbente del tronco del
intestino medio se logra gracias a la entrada continua de agua a través del ano.

Las observaciones de Zoea; vivas recién mudadas confirman la ingestion de microalgas,
pero permanece abierta una pregunta que exige investigaciones futuras en el campo: (El
inicio de esta alimentacion es producto de un mecanismo pasivo que resulta exclusivamente
de cambios anatomicos, o des disparado por la presencia de microalgas u otros
componentes alimenticios?

4) — Ingestion de microalgas vs bacterias

La desinfeccion antibidtica de Nauplios tempranos fue efectiva dado que no se observod
crecimiento bacteriano en las placas sembradas con el homogenizado de Nauplios en TSA
y TCBS, y las observaciones de Nauplios y Zoea; en MEB mostraron la ausencia de
bacterias externamente adheridas. Asi mismo, las observaciones de los cortes histologicos
tefiidos con gram-Humberton especifico revelaron la ausencia de bacterias. Estos resultados
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permitieron asegurar que las bacterias tefiidas con verde de malaquita y DTAF fueron
aquellas ofrecidas experimentalmente.

Las microalgas fueron filtradas mas eficientemente que las bacterias como lo muestran el
porcentaje de llenado intestinal en los experimentos de Zoea; (Fig. 5 - graficas). Después de
solo 5 min., mas del 50% de las larvas presentaban intestinos 2/3 llenos con microalgas,
mientras que para las bacterias, practicamente no habia habido consumos. A los 15 y 30
min., mas del 85% de las larvas habian ingerido algunas microalgas. Por el contrario, las
bacterias nunca fueron ingeridas en cantidades significativas por el 80% de la poblacion de
larvas. Comparadas con las larvas alimentadas con microalgas, aquellas alimentadas con
bacterias mostraron una menor extension intestinal y cordones fecales mas finos ya que
considerablemente menos biomasa de bacterias fue ingerida (Fig. 5 - fotos). Ninguna larva
alimentada con bacterias fue observada con los cordones fecales largos y continuos, llenos
del alimento presente en el intestino, caracteristicos de las larvas alimentadas con
microalgas. Esto sugiere que la ingestion de bacterias fue intermitente, mas que continua,
tal y como puede observarse en las fotografias del tronco del intestino medio, su ampliacion
y el intestino posterior en la Fig. 5. De hecho, las observaciones revelaron que la mayoria
de los cordones fecales estaban practicamente vacios, y aunque presentaban algunas
bacterias individuales, presentaban pocas evidencias de que las bacterias estaban siendo
consumidas por las Zoea,.
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FIGURA 5 - Frecuencia de llenado intestinal (%) de Litopenaens vannamei en estadio de Zoea, reci jada y ali das con dos dietas diferentes: Microalgas (50.000
células/ml Chaetoceros muelleri), y bacterias marcadas con verde de malaquita ( Fibrio harveyi, cepa Ea 1.26 x 10" CFU/ml). Los niimeros 0, 1/3,2/3 y 1 representan el gmdo de
llenado intestinal desde vacio hasta lleno total. “N" es el niimero de individuos observados en cada ocasion. Pn.\ ioasu allmenw:mn las larvas I'uemn manlcmdae en inanicion por
un periodo de 2 h en agua de mar esterilizada y filtrada (0.45 um) con recambios cada hora. Las microfotografias de los organi de cada I las
diferencias en términos del grado de llenado intestinal, asi como del grosor de las heces. Laampliacionde la lay 2a tombrana 10x3.3y40x3.3; ladela 3ay41 =100x3.3.

Existen pocos reportes sobre la ingestion de bacterias por crusticeos planctonicos
pequeios. Intriago & Jones (1993) reportaron un crecimiento y sobrevivencia moderados
de Artemia alimentadas con una suspension de bacterias. Peterson et al. (1978) mostraron
que Daphnia puede alimentarse de bacterias extremadamente pequenas presentes de forma
natural en un lago de Alaska. Sin embargo, es probable que la contribucion real de las
bacterias a los requerimientos totales de estos organismos sea bastante baja (Tezuka, 1971).

Sin la presencia de microalgas en el agua, la ingestion de bacterias pudo ser accidental, a no
ser que las altas densidades de bacterias pudieran resultar en la formacion de grandes
racimos aumentando la probabilidad de ser retenidos, o bien que esta cepa bacteriana sea
particularmente pegajosa facilitando su adhesion a las setas o los apéndices bucales. Se
piensa que la actividad de beber en larvas tempranas de peces tiene una funcion
osmoreguladora (Tytler & Blaxter, 1988; Tytler ef al., 1990), y que para los organismos
filtradores, esta actividad puede servir como un “sistema de muestreo” del alimento.
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En la presencia de microalgas, la ingestion de bacterias también puede ser accidental, a no
ser que dichas bacterias se encuentren especificamente adheridas a las paredes celulares de
las algas. Se requieren de mas observaciones detalladas para confirmas estas hipotesis, asi
como, para determinar la importancia de la presencia de microalgas en la regulacion de la
actividad de beber en los estadios larvarios que se alimentan por primera vez

Se sabe que los organismos planctonicos filtradores, tales como copépodos y las larvas de
algunos crustaceos, presenta eficiencias distintas para filtrar e ingerir particulas de diferente
tamafio presentes en el agua (Grahame, 1983). Para el caso de filtradores exclusivos tales
como las Zoea,.,, la tasa de encuentro con el alimento potencial es generalmente un evento
al azar que depende de la concentracion de las particulas de alimento. Para alimentarse,
estas larvas utilizan un complejo grupo de apéndices ramificados que se encuentran
cubiertos de finas setas con que mueven el agua por medios de corrientes especificas de
alimentacion de manera a llevar las particulas de comida a la boca que se encuentra en el
centro por debajo del labrum (Fig. 4 A,, Aj, D). Diferencias en el tamafio entre las
microalgas y las bacterias contribuye a explicar las diferencias en la capacidad de retencion
de unas y otras, ya que quizas las bacterias eran demasiado pequeias para ser retenidas en
el espacio intersetular de los apéndices bucales (Boyd, 1976). Por otra parte, ciertas
microalgas, como la diatomea Chaetoceros muelleri utilizada en estos experimentos,
forman cadenas largas de células adheridas, y en particular esta especies presenta espinas
largas que se extienden mas alld del tamafio celular. Asi, estas microalgas incrementan la
probabilidad de ser retenidas por los apéndices de alimentacion de las larvas.

A pesar de la diferencias en los apéndices utilizados para crear las corrientes alrededor de la
region oral y las diferencias en los apéndices bucales, el mecanismo general de
alimentacion de las Zoea; de camarén no debe ser muy distinto a aquel descrito para
copépodos a través de grabaciones de video y observaciones in vivo (Yule & Crisp, 1983).
Normalmente, una amplia gama de tamafios de particulas son colectadas por las diversas
superficies de filtracion, mismas que son reunidas por debajo del labrum. Las particulas
mas pequefias se acumulan hasta que un bolo de particulas, amalgamado con la secrecion
de la glandula del labrum, se ha formado a la altura de la boca (Grahame, 1983). Este bolo
es en parte introducido a la boca por la base de las mandibulas y en parte succionado por
los movimientos peristalticos del es6fago y el intestino anterior. Las particulas mayores
individuales que llegan al labrum, cuando son lo suficientemente pequefias son
inmediatamente ingeridas de la misma forma como se describe anteriormente, pero los
agregados demasiado grandes para entrar por la boca son partidos en pedazos menores con
las mandibulas, y aunque mucha materia es ingerida alguna se pierde en el agua
circundante. Aquellas particulas demasiado grandes para entrar por la boca y a la vez
demasiado duras para ser partidas, son rapidamente rechazadas y expulsadas fuera del
labrum por las mandibulas para ser acarreadas por la propia corriente de alimentacion. En
el presente estudio, racimos de bacterias pudieron ser ingeridas como el primer mecanismo
descrito, mientras que las microalgas pudieron ser ingeridas de esa manera o bien sin la
acumulacioén ni la formacion del bolo.
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El tamafio de particula y los limites de la filtracion mecénica, sin embargo, no los tnicos
factores que determinan la tasa de ingestion de los organismos plancténicos filtradores. El
olor del alimento puede jugar un papel importante en la decision de cudl particula
seleccionar. Sin embargo, para poder comprender enteramente la forma como un crustaceo
plancténico percibe el olor, se requiere primero de una descripcion detallada de las
caracteristicas hidrodindmicas del ambiente en el que estos crusticeos viven. Dado que las
larvas de camarén son pequeias (1-10mm), el mundo fisico en el que habitan esta
dominado por fuerzas de viscosidad mas que de inercia a las que estan sujetos otros
organismos de mayor tamafio como los seres humanos cuando se mueven entre fluidos. Por
ello, los apéndices de las larvas de crustaceos operan con numeros de Reynolds de solo 107
a 10", Basicamente, esto implica que el flujo es laminar y los apéndices cubiertos por setas
funcionan como remos sélidos mas que como una raqueta o mielga. Las particulas no
pueden ser ni barridas ni abandonadas porque tanto apéndices como particulas tienen una
capa gruesa de agua adherida, y el movimiento tanto del agua como de las particulas se
detiene en el momento en que se detiene el batir de los apéndices (Koehl & Strickler,
1981). Los copépodos agitan cuatro pares de apéndices bucales para mover el agua hacia
ellos mismos y utilizan el segundo par de maxilas para capturar activamente las parcelas de
agua que contienen el alimento (Koehl & Strickler, 1981; Yule & Crisp, 1983; Price ef al.,
1983). Otra consecuencia probable de tal flujo laminar es que cuando una Zoea, agita sus
apéndices, no remueve el agua, y por lo tanto, no confunde la direccion de donde provienen
los estimulos quimicos del alimento. Para una discusion detallada de las consecuencias de
operar con numeros de Reynolds tan bajos sobre la locomocion y alimentacion de
organismos planctonicos se recomienda revisar los trabajos de Koehl & Strickler (1981).

Las algas celulares no moviles se detienen por completo casi inmediatamente después de
que los copépodos dejan de agitar sus apéndices (Alcaraz et al, 1980). Un nado y
alimentacion intermitentes pueden estan relacionados con periodos de descanso o bien con
la deteccidn precisa de estimulos quimicos y mecanicos del ambiente circundante. Price et
al., (1983), describieron dos métodos para la captura de células por parte de los copépodos
Eucalanus pileatus y Paracalanus parvus, dependiendo del tamafio de las presas (grande -
22um - Prorocentrum micans, un dinoflagelado unicelular; y pequefio — 4.5 y 6 um —
Isochrysis galbana y Thalassiorira spp. algas celulares aproximadamente esféricas). Los
autores consideran que los copépodos seleccionan su alimento sobre la base del tamafio,
forma y calidad de las células detectadas. Asi mismo, postulan que si la deteccion remota se
consigue por quimiorecepcion, las probabilidades de encuentro con el alimento deben estar
relacionadas con las caracteristicas de la nube de exudados quimicos alrededor de cada
célula (phycospheres - Bell & Mitchell, 1972). Esto nos permite especular que la baja tasa
de ingestion de bacterias por parte de las Zoeas; observada en el presente estudio estd dada
no solo por su mucho menor tamafio, sino también pudiera estar relacionada con un “olor
negativo” de esta cepa bacteriana en particular.

Cualquiera que haya sido el mecanismo mediante el cual las bacterias fueron seleccionadas
y/o ingeridas, debe hacerse notar que la tasa de ingestion de bacterias usando verde de
malaquita como marcador seguramente subestima el nimero de bacterias presentes en el
intestino de la larva, aunque en términos de biomasa ingerida puede representar una buena
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aproximacion, tal y como lo muestra la Figura 5. Para poder estudiar en detalle la ruta de
entrada y la localizacion de las bacterias individuales después de la ingestion se requieren
de otra técnica de tincidon, como por ejemplo el marcaje con fluorescencia.

5) - Bacterias en el trato digestivo de larvas de camarones peneidos — observaciones de
BMF

Bacterias marcadas con fluorescencia (BMF) fueron observadas a lo largo de todas las
regiones del tracto digestivo 40 min. después que las bacterias han sido introducidas (Fig. 6
A). Dada el periodo de exposicidn tan largo, una gran cantidad de ruido de fluorescencia de
fondo fue observado en el intestino medio y los ciegos anteriores y laterales. Esto sugiere
que algunas bacterias pudieron viajar por todo el intestino sin entrar en contacto prolongado
con las encimas del tracto digestivo, y por ello resistieron la digestion, mientras que la
mayoria entraron en contacto prolongado con dichas encimas, fueron digeridas parcial o
totalmente y la tincion fluorescente esparcida por todo el campo de observacion.
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FIGURE 6 - Microfotografias alineadas con aquellas idénticas de epi-fluorescencia de Litopenaeus vannamei Zoea, y Zoea, tempranas,
alimentadas so6lo con bacterias marcadas con fluorescencia (BMF - Vibrio harveyi, cepa Ea) o en combinacion con microalgas (Chaetoceros
muelleri 50.000 células ml"), Todas las fotografias representan individuos diferentes. Los nimeros indican la ampliacion del objetivo y ocular
de la camara. A- Vista dorsal de los ciegos del intestino medio y la apertura a la parte anterior del intestino medio de una Zoea, tardia alimentada
solo con bacterias (8.85 x 10° cfu ml") durante 1-2 h. La fotografia mas pequefia muestra el drea equivalente en una Zoea, onde se puede
distinguir mejor los ciegos anteriores y laterales: 10 x 3.3. B- BMF dispersas en los ciegos del intestino medio y la apertura a la parte anterior del
intestino medio de una Zoea, temprana consumiendo bacterias (1.26 x 10" cfuml™) y microalgas. Vista dorsal: 100 x 3.3. C- BMF monodispersas
y en racimo en el intestino anterior y medio de una Zoea, tardia consumiendo BMF de 6.6 x 10° durante 15-20 min. : 40 x 3.3. D- Intestino
posterior, ano y heces de una Zoea, en las mismas condiciones que la anterior: 40 x 3.3,
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Las BMF fueron frecuentemente observadas intactas en la region del intestino posterior
dentro de la membrana peritrofica (Fig. 6 D, 7 A). Cuando las bacterias fueron ofrecidas
junto con las microalgas, las BMF fueron observadas dentro del intestino inflado después
de tan solo 15 min, confirmando observaciones previas usando verde de malaquita como
tincion. Se observaron bacterias individuales dispersas aleatoriamente en la region anterior
del intestino medio, incluyendo los ciegos anteriores y laterales (Fig. 6 B), y después
progresivamente concentradas o empacadas dentro de la membrana peritréfica que cubre el
cordon fecal (Figure 6 C). En una mayor ampliacion, se observaron racimos (Fig. 6 C, Dy
Fig. 7 A) y BMF monodispersas (Fig. 6 D y Fig. 7 C, D) que habian viajado por el tracto
digestivo siguiendo las contracciones peristalticas de las paredes intestinales. Estos
movimientos fueron mas claramente observados en el extremo posterior de la larva donde
las heces son expulsadas (Fig. 6 D). Los tramos distales y sueltos de los cordones fecales
(Fig. 7 D) normalmente fluorescieron mas que el material fecal mas interno y proximal
(Fig. 7 C). Esto sugiere que la colonizacion de las heces ocurre cuando estas han sido
evacuadas y esta dada por las bacterias presentes en el agua que al entrar en contacto con
los cordones fecales se fijan a esa superficie. Aunque la microscopia Optica revela la
presencia de material fecal en larvas alimentadas inicamente con BMF, la observacion de
fluorescencia no siempre coincide con el drea y la posicion de los racimos de BMF (Fig. 6
Cy Fig. 7 A). Este patron es mas evidente cuando las larvas son alimentadas con BMF en
combinacion con microalgas (Fig. 7 C, D). Para comprobar la hipotesis de que no todas las
bacterias sobreviven el pasaje por el tracto digestivo de las larvas se requieren estudios
posteriores usando kits de tincion fluorescente diferencial (Haugland, 2001) para
determinar la proporcion de bacterias vivas y muertas a lo largo del tracto digestivo.
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FIGURA 7 - Microfotos alineadas con aquellas idénticas de epi-fluorescencia de Litopenaeus vannamei Zoea, y Zoea, tempranas, alimentadas
solo con bacterias marcadas con fluorescencia (BMF - Vibrio harveyi, cepa Ea) o bien en combinacion con microalgas (Chaetoceros muelleri
50.000 células ml"). Las fotos reducidas del mismo organismo en una ampliacién menor mostran las areas de las fotos C y D. Los niimeros
indican la ampliacion del objetivo y ocular de la camara. A- Region anal y heces de una Zoea, alimentada solo con bacterias 1.4 x 10" durante 1-2
h: 100 x 3.3 junto con un racimo de BMF. B- Intestino posterior y heces de una Zoea, temprana consumiendo bacteria (1.26 x 10" cfu ml™) y
microalgas: 40 x 3.3. C- BMF escasas en laregion anal y heces proximales de una Zoea, temprana consumiendo bacteria (1.26 x 10" cfuml’) y
microalgas: 100 x 3.3. D- Varias FLB en heces distales del mismo individuo que se muestraen C: 100 x 3.3.
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Las larvas alimentadas solo con bacterias (1.52 x 10’ CFU BMF ml") mostraron que el
nimero de BMF en el intestino tuvo una disminucién proporcional al tiempo. En el tiempo
de observacion “0” se registraron pocos cordones fecales dentro del intestino, aun que las
BMF se pudieron observar claramente ya fuera en racimos o monodispersas. Cuarenta
minutos después, se observaron todavia menos cordones fecales, y el nimero de larvas que
presentaron BMF monodispersas se redujo a menos de la mitad (Fig. 8). A los 190 min, de
20 organismos inspeccionados solo 1 present6 un grupo de BMF monodispersas. Para los
otros 3 especimenes fue mas dificil diferenciar entre la fluorescencia del ruido de fondo y
las BMF, pero dado que todas presentaron parches de fluorescencia mas brillantes en la
zona del intestino medio, fueron clasificados como especimenes con BMF presentes. Esta
rapida reduccion en la presencia de BMF dentro del intestino medio (30 min.) es
significativa, especialmente considerando que las larvas no fueron alimentadas con
microalgas lo que probablemente hubiese estimulado la peristalsis, acelerando el paso del
alimento por el tracto y reduciendo el tiempo de transicion (Lovett & Felder, 1990; Jones et
al., 1997). Estos datos, junto con las observaciones de larvas in vivo con BMF empacadas
dentro de la membrana peritrofica, sugieren fuertemente que esta cepa bacteriana es
transitoria en el intestino medio y posterior de las larvas que se alimentan por primera vez.
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Fig. 8.- Evacuacion de bacterias del tracto digestivo de larvas de camarén - Frecuencia de la
presencia/ausencia de bacterias marcadas con fluorescencia (BMF) en el intestino medio y intestino posterior
de Zoeas, de Litopenaeus vannamei alimentadas con una concentraciéon de bacterias de 1.52 x 10’ ml™" (Vibrio
harveyi, cepa Ea).
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Los géneros de bacterias presentes en el tracto intestinal de larvas de peces generalmente
parecen ser aquellos del ambiente externo o de la dieta que sobreviven y se multiplican
dentro del tracto (Cahill, 1990). La mayoria de los estudios sobre flora bacteriana en el
tracto digestivo de tanto larvas como postlarvas de camarén han reportado Vibrio y
Pseudomonas como los géneros dominantes, asi como en el ambiente circundante (Tabla
4). Dempsey et al. (1989), trabajando con adultos de Litopenaeus setiferus y L. aztecus,
encontraron tantas bacterias en el recubrimiento del intestino posterior como en su
contenido, y sugirieron que grandes cantidades de bacterias se adhieren al recubrimiento
intestinal después de haber hecho las observaciones de bacterias tefiidas con
epifluorescencia en la misma zona. Se ha observado que Vibrio cholera se adhiere
preferentemente al intestino posterior en lugar del medio en cangrejos (Huq et al., 1986).
Sochard et al. (1979) encontraron que después de la evacuacion de los pellets fecales en
copépodos, habia un mucho menor nimero de bacterias en el intestino. Por lo tanto, la
liberacion de la flora bacteriana via los pellets fecales constituye un mecanismo que
asegura la amplia distribucion de estos organismos en el medio acuatico.

Tabla 4.- Resumen de una revision de trabajos sobre la flora bacteriana de crustiaceos, con énfasis en
comunidades bacterianas del tracto digestivo.

especie estadio intestino autores
Litopenaeus aztecus Adultos + (Williams & Rees 1952)
Litopenaeus aztecus Adultos (Vanderzant et al. 1971)
Litopenaeus aztecus Adultos + (Dempsey et al. 1989)
Litopenaeus aztecus Adultos (Dempsey & Kitting 1987)
Litopenaeus setiferus Adultos (Hood et al. 1971)
Litopenaeus setiferus Adultos + (Dempsey et al. 1989)
Litopenaeus setiferus Adultos (Dempsey & Kitting 1987)
Litopenaeus setiferus Adultos (Christopher et al. 1978)
Fenneropenaeus indicus Larvas + (Hameed 1993)
Fenneropenaeus indicus Larvas + (Singh 1986)
Litopenaeus vannamei Adultos + (Gomez-Gil et al. 1998)
Litopenaeus vannamei Adultos + (Moss et al. 1996)
Litopenaeus vannamei Adultos (Christopher et al. 1978)
Litopenaeus japonicus Larvas + (Yasuda & Kitao 1980)
Litopenaeus stylirostris Adultos (Christopher et al. 1978)
Penaeus monodon Larvas + (Tanasomwang & Ruangpan 1995)
Varios peneidos Adultos (Alvarez 1983)
Portunus trituberculatus Larvas + (Suzuki et al. 1990)
Callinectes sapidus Adultos + (Hugq et al. 1986)
Macrobrachium rosenbergii Larvas (Colorni 1985)
Macrobrachium rosenbergii Adultos (Anderson et al. 1989)
Acartia tonsa Adultos + (Sochard et al. 1979)
Limnoria tripunctata Adultos + (Zachary & Colwell 1979)
Varios copépodos Adultos (Hugq et al. 1983)
Boeckosimus affinis Adultos + (Atlas et al. 1982)

Para que una bacteria sea un colonizador potencial del ambiente transitorio que constituye
el tracto digestivo de larvas de camaron, debe adherirse a las paredes intestinales y
reproducirse para asi poder tener una ventaja selectiva. Teniendo en cuenta que el intestino
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anterior y posterior son desprendidas en cada ecdisis y que el tiempo estimado de
evacuacion (10-20 min. Jones et al., 1997) de larvas alimentadas con microalgas es similar
al tiempo generacional de un Vibrio bajo condiciones de crecimiento Optimo (observ.
pers.), se puede concluir que la mayoria de las bacterias seran evacuadas antes de que
consigan reproducirse dentro del intestino de la larva. Asi mismo, después de abandonar los
ciegos anteriores y laterales del intestino medio, el material digerido, incluyendo las
bacterias, son envueltas y comprimidas en la membrana peritrofica aislando el material
ingerido del recubrimiento intestinal (Zachary & Colwell, 1979; Lovett & Felder, 1990).
Los tiempos de evacuacion rapidos observados en este estudio (Fig. 8) sugieren que, bajo
las actuales condiciones experimentales, la cepa bacteriana utilizada no pudo colonizar las
partes anterior, mediana y posterior del intestino medio y intestino posterior de las Zoeas;
de Litopenaeus vannamei. Sin embargo, fue dificil obtener una buena visualizacioén de los
ciegos anteriores y laterales del intestino medio, region considerada Optima para una
eventual colonizacidon bacteriana. Para estudiar la colonizacion de los ciegos anteriores y
laterales del intestino medio por bacterias en el futuro, sera necesario el montaje de otro
tipo de técnicas.

CONCLUSIONES

1).- Una vez usando agua con sélidos suspendidos reducidos, la esterilizacion del agua de
cultivo inicial rinde resultados similares a los del agua de mar natural.

2).- Es preferible usar el agua de un sistema de recirculacion sin carga organica que aquel
de uno con una gran carga organica.

3).- Los probidticos bacterianos comerciales deben ser usados con precaucion dado el
incremento potencial en la concentracion de amonio que generan como resultado de
la descomposicion del medio enriquecido para el crecimiento bacteriano que incluye
el producto.

4).- Los Nauplioss de camaron ya presentan un poro anal con movimientos antiperistalticos
(“anal drinking”) que permite la colonizacion del tracto digestivo por bacterias
presentes en la columna de agua antes de que la boca se abra al medio exterior y
comience la actividad normal de alimentacion.

5).- Las Zoeas; pueden ingerir bacterias presentes en el agua de cultivo, aunque “prefieren”
y son mas eficientes filtrando microalgas.

6).- No esta claro si el inicio de la actividad de beber que sigue la apertura de la boca en
Zoea,; es resultado de un mecanismo pasivo innato o es disparado por la presencia
de componentes alimenticios especificos como las microalgas.

7).- La manipulacion de la comunidad bacteriana inicialmente presente en el agua de
cultivo tiene un impacto directo en la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo de las
larvas, lo que conlleva a la hipotesis de que el éxito del cultivo es una consecuencia
de una colonizacion bacteriana diferencial.
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