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Resumen 

 

La actividad acuícola crece de manera exponencial, lo que implica la necesidad de alternativas a los métodos 

tradicionales de producción para disminuir el estrés animal y ambiental. Entre las alternativas utilizadas para el 

desarrollo sostenible de la actividad, está el uso de los probióticos que son capaces de modular la microbiota 

intestinal, estimular la respuesta inmune y la maduración del tracto digestivo de larva y juveniles de peces. Este 

trabajo tiene como objetivo presentar un panorama de los trabajos desarrollados con el uso de Debaryomyces 

hansenii sobre la fisiología digestiva de larvas y juveniles de peces marinos (Mycteroperca rosacea, Lutjanus 

guttatus), así como como la eficiencia del uso de alimento vivo como vector de D. hansenii para larvas de 

Seriola rivoliana. Los resultados obtenidos demuestran la eficacia en el uso de la levadura D. hansenii como 

probiótico para las larvas y juveniles de peces de interés comercial, con resultados en el incremento de la 

actividad de enzimas digestivas y modificación de la morfología intestinal. Los análisis de microscopia 

electrónica de barrido demostraron la capacidad de la levadura de pasar por el tracto digestivo de las larvas y 

juvenil y mantenerse viva, ya sea vía alimento inerte o vía alimento vivo a través de bioencapsulación, además, 

es posible observar los sitios de adhesión de la levadura en la mucosa intestinal. Con los resultados obtenidos 

se demuestra la posibilidad de administrar la levadura probiótica desde etapas tempranas de desarrollo lo que 

puede resultar en mejores índices zootécnicos y así establecer protocolos más eficientes de producción.  

 

Palabras clave: Debaryomyces hansenii, enriquecimiento, alimento vivo, peces marinos. 
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Introducción 

La acuicultura desempeña un papel fundamental a la hora de proporcionar medios de vida 

sostenibles y seguridad alimentaria a la creciente población mundial, por ello, se ha aplicado 

una intensificación de las prácticas acuícolas para mantener altos niveles de producción, lo 

que ha provocado un aumento del estrés de los animales acuáticos y del medio ambiente 

(Dawood et al., 2019). Esta intensificación, hizo amplio el uso de alimentos industrializados 

y sustancias anti microbianas agregadas al alimento convencional con el objetivo de 

promover el crecimiento, sin embargo, en la actualidad, el interés de los consumidores por 

productos seguros y sin fármacos, y la necesidad de una acuicultura sostenible han alentado 

a la comunidad de investigación científica a utilizar los probióticos como una estrategia de 

salud respetuosa con el medio ambiente para contrarrestar las enfermedades de la acuicultura 

y disminuir el estrés animal y ambiental (Carnevali et al., 2017; Dawood et al., 2019; Vincent 

et al., 2019).  

Los probióticos son definidos como microorganismos vivos que cuando se administran en 

cantidades adecuadas entran al sistema gastrointestinal del hospedero, se mantienen vivos y 

son aptos a colonizar el intestino con la finalidad de aportar salud al hospedero 

incrementando el balance microbiano del intestino (Gatesoupe, 1999; Buzzini y Vaughan-

Martini, 2006; Schepper et al., 2017). Una vez administrados son aptos a colonizar y 

multiplicarse en el organismo del hospedero y ejercer numerosos efectos benéficos con 

capacidad para modular diferentes sistemas biológicos en el hospedero, así como recuperar 

el equilibrio de la microbiota cuando esta se ve afectada luego del uso de antibióticos (Cross, 

2002; Yukgehnaish et al., 2020).  

Estos aditivos han sido evaluados desde diferentes enfoques en peces, desde parámetros 

zootécnicos hasta a nivel molecular, y han favorecido al desarrollo, la disminución de 

deformidades, incremento en la respuesta inmune, maduración digestiva, la modulación de 

la microbiota intestinal entre otros efectos positivos en la producción de larvas y juveniles de 

peces (Tovar-Ramírez et al., 2008; Borges et al., 2021; Vargas-Albores et al., 2021) y pueden 

ser suministrados de diferentes maneras, ya sea a través de baños o a través de la alimentación 

(Hasan y Banerjee 2020), siendo la suplementación de alimentos con probióticos considerado 

el mejor método para lograr el éxito en la colonización y establecimiento en el tracto, 
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principalmente en la etapa larval que es considerada la etapa crítica en la producción de peces 

en la cual la maduración del tracto digestivo no está completamente establecida.  

En este ámbito, uno de los métodos para la administración de probióticos a larvas de peces 

de desarrollo altricial, es a través del alimento vivo, ya que son organismos capaces de tomar 

estas bacterias o levaduras probióticas a través de la filtración e incorporación en su tracto 

digestivo o por adhesión en su exterior (Ishthiaq et al., 2021), éste proceso conocido como 

bioencapsulación o enriquecimiento. 

La bioencapsulación y el enriquecimiento son técnicas que están evolucionando en la 

acuicultura que consisten en la incorporación de productos (ej. aditivos funcionales) en 

alimento vivo y que se emplean habitualmente para mejorar la calidad nutricional de los 

alimentos vivos mediante la integración de nutrientes en ellos y para que el aditivo funcional 

pueda llegar intacto a la larva, lo que posteriormente mejora el crecimiento, la supervivencia 

y la resistencia a las enfermedades del hospedero, (Samat et al., 2020; Ishthiaq et al., 2021). 

Este trabajo tiene como objetivo presentar un panorama de los estudios realizados en el 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste (CIBNOR) con la levadura 

Debaryomyces hansenii CBS 8339 sobre la fisiología digestiva de larvas y juveniles de peces 

marinos, así como determinar la eficiencia del uso de rotíferos y metanauplios de Artemia 

sp. como vectores de la levadura probiótica para larvas de Seriola rivoliana. 

 

Las levaduras como probióticos 

Las levaduras son organismos ubicuos que son diseminados por los animales, el aire y las 

corrientes de agua, por lo que pueden ser detectadas en el tracto digestivo, tanto de peces 

silvestres como cultivados (Tovar-Ramírez et al., 2008; Reyes-Becerril et al., 2020; Angulo 

et al., 2020; Vargas et al., 2021).  

Estos organismos han demostrado el potencial para producir sustancias bioactivas, como 

glucanos, glutatión, toxinas, enzimas, fitasa y vitaminas con aplicación en la acuicultura, la 

industria química, la cosmética, la alimentación y la industria farmacéutica (Ceseña et al., 

2021). Son aditivos populares en la acuicultura (enteras o en fracciones) como suplementos 

en la alimentación de los organismos como fuente de aminoácidos, proteínas y vitaminas, 

principalmente del complejo B, con un efecto positivo en el crecimiento y la inmunidad 

(Huyben et al., 2018; Angulo et al., 2020; Reyes-Becerril et al., 2020; Ceseña et al., 2021).  
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Otro uso dado a las levaduras en acuicultura es en el control de enfermedades (bacterias o 

virus) y la reducción de la aplicación de antibióticos y otros productos químicos que afectan 

a la resistencia de los microorganismos o a la patogénesis, pues cabe mencionar que las 

levaduras son resistentes a los antibióticos (Ceseña et al., 2021). 

A pesar de que los reportes referentes a la utilización de probióticos en acuicultura están 

concentrados en su mayoría en bacterias , las levaduras han demostrado también un gran uso 

potencial además de que éstas pueden llegar a ser centenares de veces más grandes que las 

bacterias, lo que puede explicar que la introducción de una pequeña población (104 CFU g-1) 

a través del alimento puede inducir en efectos benéficos significantes para el hospedero 

(Tovar-Ramírez et al., 2004; Sen y Mansell 2020; Borges et al., 2021; Loh et al., 2021; 

Vargas et al., 2021).  

Las levaduras han sido identificadas como parte de la microbiota normal tanto de peces 

silvestres como de peces cultivados y su papel en la salud y nutrición del pez ha sido abordado 

en la literatura, siendo utilizada tanto vivas, como enriquecedor para alimento vivo, o 

procesadas como ingrediente de la dieta, demostrando una colonización artificial del intestino 

del hospedero (Navarrete y Tovar-Ramírez, 2014). 

Especies de levadura como Candida sp., C. utilis, C. sake, C. tropicalis, Debaryomyces sp., 

D. hansenii, Hanseniaspora sp., Kloeckera sp., Kluyveromyces sp., Leucosporidium sp., 

Metschnikowia sp., Pichia sp., Rhodotorula sp., R. rubra, R. glutinis, Saccharomyces sp., S. 

cerevisiae, Sporobolomyces sp., Trichosporon sp. y Yarrowia sp. han sido aplicadas en la 

producción acuícola (Ceseña et al., 2021).  

 

Debaryomyces hansenii 

De la amplia diversidad de microhongos se destaca la levadura D. hansenii la cual es una 

especie extremófila de la Familia Saccharomycetaceae,  que puede ser encontrada en muchos 

hábitats, como en agua marina, de donde fue inicialmente aislada, queso, carne, vino, 

cerveza, frutas y suelo, así como en productos ricos en azúcar. Posee características 

promisoras para aplicaciones biotecnológicas por su oleaginicidad y halotolerancia, capaz de 

crecer en medios conteniendo arriba de los 4 M NaCl, mientras el crecimiento de S. cerevisae 

está restringido a medios conteniendo menos de 1.7 M NaCl. Su osmotolerancia es altamente 

ventajosa para varias aplicaciones biotecnológicas pues ésta permite una producción no 
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estéril y altas concentraciones de producto, condiciones que permiten una dramática 

reducción de costos en el sector agroalimentario (Breuer y Harms, 2006). Además de ser una 

especie de levadura conocida por sus características halotolerantes, está incluida en la lista 

QPS EFSA (Presunción de calidad como segura - Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria), puede resultar atractiva para aplicaciones relacionadas con piensos o alimentos 

(Donzella et al., 2021). 

El conocimiento de esta levadura es muy limitado, por ello, D. hansenii puede considerarse 

una "cenicienta" en el mundo de los microorganismos, ya que no se ha impulsado 

suficientemente la investigación de sus diversos aspectos destacables (Prista et al., 2016). En 

los últimos años ha sido objeto de estudios relacionados a la fisiología digestiva, respuesta 

inmune, crecimiento y supervivencia de larvas y juveniles de peces marinos (Tovar-Ramírez 

et al., 2002, 2010; Guzmán-Villanueva et al., 2007; Reyes-Becerril et al., 2008, 2011; 

Angulo et al., 2017) y este aumento en el número de reportes en el uso de D. hansenii como 

probiótico (Angulo et al., 2020; Reyes-Becerril et al., 2020; Donzella et al., 2021), nos 

permite conocer la capacidad de esta levadura para mejorar el crecimiento, la supervivencia 

y la maduración intestinal y mejorar los sistemas inmunitario y antioxidante en larvas y 

juveniles de peces. 

 

Uso de Debaryomyces hansenii (CBS 8339) en la fisiología y morfología del tracto 

digestivo de larvas y juveniles de peces marinos. 

Han sido  desarrollados estudios en el Laboratorio de Fisiología digestiva y genómica 

funcional del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, con el intuito de identificar 

los efectos del uso de la levadura D. hansenii CBS 8339 (aislada del tracto digestivo de trucha 

arcoíris) sobre la fisiología digestiva de larvas y juveniles de peces marinos de interés 

comercial, como la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea, cabrilla arenera Paralabrax 

maculatofasciatus, pargo lunarejo Lutjanus guttatus y el pez fuerte (jurel) Seriola rivoliana. 
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Mycteroperca rosacea 

Para el estudio realizado con juveniles de la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea, se 

adicionó la D. hansenii (cepa CBS 8339) en el alimento microparticulado al 1.1% (Tovar-

Ramírez et al., 2002), por un período de 4 semanas. Se cuantificaron las enzimas lipasa, 

tripsina, (páncreas), pepsina (estómago) y aminopeptidasa (intestino). Se analizaron también 

segmentos intestinales de la parte anterior, media y posterior, para localizar y cuantificar las 

levaduras adheridas por microscopía electrónica de barrido (MEB). Al final del período 

experimental se recuperaron y cuantificaron las levaduras presentes en el intestino en medio 

YPD sólido (cuenta viable).  

La actividad de las enzimas cuantificadas, presentaron cambios que se relacionan con la 

presencia de las levaduras en el alimento y sitios de fijación al tracto digestivo. Se observó 

que los peces alimentados con levaduras en la dieta presentaron un peso mayor, (P <0.05) así 

como el mayor número de ciegos pilóricos (P <0.05). El número de ciegos está relacionado 

íntimamente con la capacidad digestiva del pez, pues es aquí donde se llevan a cabo 

importantes funciones tales como la digestión complementaria de lípidos y carbohidratos, 

absorción de aminoácidos (Krogdahl et al,. 1999) y sobretodo, almacén temporal de enzimas 

digestivas activas.  

La observación del epitelio intestinal con MEB, confirmó la capacidad de adhesión de la 

levadura al intestino de la cabrilla sardinera (Fig. 1 y 2); se observaron levaduras en los 

segmentos intestinales durante las 4 semanas del experimento. Estos hallazgos demuestran 

la capacidad de la levadura para permanecer íntegra una vez pasado por el tracto digestivo 

del juvenil, además de adherirse a la pared intestinal. 
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Figura 1. Presencia de levaduras Debaryomyces hansenii en los diferentes segmentos 

intestinales de juveniles de Mycteroperca rosacea. A) anterior; B) medio; C) posterior. 

 

 

Figura 2. Marcas de los sitios de adhesión de las levaduras Debaryomyces hansenii en 

intestino posterior de juveniles de Mycteroperca rosacea. Las flechas indican las marcas en 

el intestino dejadas por las levaduras; los círculos indican la presencia de las levaduras 

adheridas al intestino. 
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Lutjanus guttatus 

La posibilidad de utilizar el alimento vivo como vehículo para administración de aditivos 

funcionales, es de interés para la producción de larvas de peces de ontogenia indirecta, ya 

que desde las primeras etapas del desarrollo pueden beneficiarse de los efectos del aditivo 

alimentario administrado, modulando la actividad de enzimas y hormonas digestivas, 

desarrollo del tracto digestivo, mejora de la capacidad inmune entre otros, que repercute en 

la salud, mayor supervivencia y mejor desarrollo general de larvas hasta la etapa de juveniles. 

En este ámbito, se realizó experimento con larvas del pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), en 

el cual se administró levadura D. hansenii (CBS 8339) vía rotífero. Este trabajo tuvo como 

objetivo, conocer el efecto de la incorporación de hidrolizados solubles de pescado y de la 

levadura D. hansenii incorporada a rotíferos Brachionus rotundiformis, sobre la expresión de 

genes marcadores de la maduración digestiva en larvas de L. guttatus. 

Se utilizaron diferentes tratamientos (inanición, control, tratamiento con levadura y 

tratamiento con hidrolizado), se analizó la calidad de huevos y larvas, tasa de crecimiento 

absoluta (TCA) y supervivencia, la expresión de genes codificantes de enzimas digestivas 

(α-amilasa, lipasa, quimotripsina y tripsina) y hormonas del control alimenticio 

(Colecistoquinina; CCK, y Neuropéptido Y; NPY) en huevos y larvas de 1 y 4 días después 

de la eclosión (DDE).  

A los 4 DDE, el tratamiento con levadura mostró diferencia significativa (P<0.05) en la 

expresión de las enzimas digestivas lipasa y α-amilasa cuando comparado a los demás 

tratamientos (Fig. 3). Lo que demuestra la capacidad de D. hansenii sobre la modulación de 

la expresión de enzimas digestivas desde etapas tempranas de desarrollo y durante un corto 

período de administración.  
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Figura 3. Análisis de expresión de genes en larvas de Lutjanus guttatus al 4 DDE. Los 

datos están representados como media ± error estándar. Las diferentes letras indican 

diferencia significativa (P ≤ 0.05) entre los tratamientos. 

 

Bioencapsulación de levadura D. hansenii (CBS 8339) para larvas de Seriola rivoliana 

Entre las especies con potencial de cultivo a escala comercial, está el jurel S. rivoliana, 

considerada una especie de piscicultura marina emergente (Roo et al., 2014; Teles et al., 

2017; 2019). Son larvas altriciales que requieren de alimento vivo durante sus primeras 

etapas y presentan altas mortalidades durante la etapa larvaria. Como mencionado 

anteriormente una de las alternativas a los esquemas tradicionales de producción para 

aumentar las tasas de supervivencia y mejora en la salud de larvas de peces marinos, es el 

uso de probióticos, cuya utilización se incrementa cada vez más debido a los efectos 

benéficos que éstos aportan al hospedero. 

Para identificar la capacidad del alimento vivo como vector de la levadura a la larva, se 

realizaron experimentos de bioencapsulación de rotíferos y metanauplios de Artemia, 

inoculados con D. hansenii. 
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Metodología 

Producción de Debaryomyces hansenii. 

La cepa CBS 8339 se aisló del tracto digestivo de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss 

(Andlid et al., 1995). Las células se cultivaron a 30 ° C durante 24 horas en medio YPD 

(extracto de levadura; peptona; dextrosa) agar suplementado con ampicilina (50 mg L-1). Las 

colonias se subcultivaron en 150 mL de medio YPD líquido con agitación a 150 rpm a 30 ° 

C durante 24 horas, luego se realizó una nueva incubación en matraces de 2 L con medio 

YPD líquido con agitación durante 24 horas. Las células se recuperaron del medio de cultivo 

mediante centrifugación (5 min, 1000 x g, 4 ° C). 

 

Marcación de la levadura  

Para poder observar la levadura en el interior del alimento vivo a través de microscopia de 

fluorescencia, se marcó la levadura con 5-DTAF (5-(4,6 diclorotriazinil) aminofluoresceína 

(Sigma D 0531, Madrid, España) de acuerdo con Tovar-Ramírez et al., (2002). Se 

homogeneizaron 2 mg de DTAF en 10 ml de solución 0,05 M Na HPO –0,85% NaCl luego, 

la solución se filtró a 0,2 mm y se manipuló en condiciones estériles. Los cultivos de levadura 

en medio YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) se centrifugaron durante 10 min a 

2700 x g y lo precipitado se re suspendió en la solución DTAF, luego se incubaron en un 

baño de agua a 37 ° C durante 2 h. Después de una segunda centrifugación, los pellets se 

enjuagaron en 10 ml de agua de mar mezclada con agua destilada (18 UPS), y luego se 

centrifugaron de nuevo. Los pellets se re suspendieron en una mezcla de 2 ml de glicerol, 4 

ml de agua de mar a 36 psu y 4 ml de agua destilada. Se almacenaron alícuotas de 1 ml a -80 

° C, hasta su uso. 

 

Alimento vivo 

Para los experimentos, se utilizaron como alimento vivo rotíferos Brachionus sp. y Artemia 

sp. Los rotíferos fueron cultivados en tanques cilindrocónicos de fibra de vidrio a una 

densidad promedio de 400 rotíferos mL-1, alimentados con alimento comercial Ori-One® 

(Skretting, Stavanger, Norway) 4 veces al día a una concentración de 0.5 g x 106 rotíferos. 

Los quistes de Artemia (Biogrow, Proveedora de Insumos Acuícolas, S. A de C.V. Mazatlán, 

Mexico) fueron desinfectados con hipoclorito a una concentración de 20 ppm en agua dulce 
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por 1 hora. Una vez desinfectados, los quistes fueron transferidos a tanques de eclosión, con 

iluminación intensa (3000 lux), temperatura de 30 °C y fuerte aireación por 24 horas. Pasadas 

las 24 horas, los nauplios fueron cosechados, filtrados en tamiz de 100 µm, lavados y 

transferidos a los tanques de enriquecimiento por 12 horas.  

 

Alimento vivo como vector de la levadura 

Para verificar si el rotífero y la Artemia son vectores adecuados para la levadura, para que 

ésta pueda llegar intacta hasta el organismo hospedero, esto fue verificado mediante la 

incubación de los rotíferos y metanauplios con levaduras marcadas con DTAF. Se colectaron 

100 mL de rotíferos directamente de los tanques de cultivo (400 rotíferos mL-1) y se agregó 

la levadura (1 g de levadura/106 de rotíferos), y se incubaron 100 μL en tubos Eppendorf 

durante los siguientes tiempos: 5, 10 y 15 minutos por triplicado. 

Para la Artemia, se pesó 1 gramo de quiste, se hidrataron con agua dulce por una hora. Luego 

los quistes fueron lavados y colocados en tanque incubadora con agua de mar (36 g L-1), 

fuerte aireación e iluminación por 24 horas. Pasadas las 24 horas los nauplios fueron 

cosechados, lavados con agua de mar, contados (150,000 nauplios) y resembrados en el 

estanque incubadora con agua de mar, aireación moderada, por otras 24 horas. Pasadas las 

24 horas éstos ya eran metanauplios que fueron cosechados.  

Se incubaron muestras por triplicado de 500 μL de metanauplios en tubos Eppendorf con 40 

µL de levadura marcada, durante los siguientes tiempos: 5, 15, 20, 35, 45 y 50 minutos por 

triplicado. 

Se tomó una alícuota de 30 μL (alimento vivo + levadura) que fue depositada en un porta 

objeto para observación en microscopia de fluorescencia. 

 

Integridad la levadura en el tracto digestivo de rotíferos y metanauplios de Artemia 

Una vez conocido el tiempo ideal de incubación, fue realizado un análisis del tracto de los 

rotíferos y metanauplios de Artemia por medio de microscopia electrónica de barrido para 

verificar si las levaduras se mantenían íntegras en el tracto digestivo. El protocolo de 

enriquecimiento siguió la misma metodología mencionada anteriormente. Una vez 

cosechados los rotíferos y metanauplios, éstos fueron inoculados con 1 gramo de levadura, 

pasado el tiempo de incubación, fueron lavados para eliminar el exceso de levaduras, se tomó 
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una alícuota de 2 mL que fue fijada en solución fijadora de glutaraldehído (25%) diluido en 

cacodilato de sodio (1:9). Una vez fijadas, las muestras fueron procesadas y observadas a 

través de microscopia electrónica de barrido. 

Conteo de levaduras asimiladas por los metanauplios de Artemia 

Adicionalmente fue realizado el conteo de levaduras incorporadas en los metanauplios para 

saber cuántas unidades formadoras de colonias (UFC) están presentes en los metanauplios. 

Para eso fue realizado el protocolo descrito anteriormente. Una vez inoculados y lavados con 

agua marina, fueron separados 100 metanauplii, lavados (3 veces) con amortiguador de 

fosfatos salino (PBS) estéril (pH 7,4) e inoculados en Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de PBS 

estéril. Luego la muestra fue macerada con pistilo estéril. Las diluciones fueron de 1:1, 1:10 

y 1:100 y control (PBS estéril). Fueron inoculadas 100 µL de cada dilución en placas de Petri 

con medio YPD sólido. Las placas de Petri fueron incubadas a 30° por 48 horas. Pasadas las 

48 horas, fue realizado el conteo de las UFC de cada placa. 

 

Obtención de huevos y larvicultura de Seriola rivoliana 

Los huevos de S. rivoliana fueron obtenidos de la empresa Kampachi Farms. Los huevos 

fertilizados fueron transferidos a tanques de incubación con volumen de 100 L con suministro 

de aire y oxígeno puro a una densidad de huevos de 1400 huevos L-1 con recambio de 800%. 

Una vez eclosionadas, las larvas fueron transferidas a los tanques de larvicultura de 500 L 

cada, a una densidad de 80 larvas L-1. 

La temperatura de cultivo fue de 22.97 ± 0.32 °C, concentración de oxígeno disuelto de 6.79 

± 0.75 mg L-1 y salinidad de 37.0 ± 1.0 g L-1. El fotoperiodo utilizado fue de 24 horas desde 

la incubación hasta el día 9; del día 9 al día 14 el fotoperiodo fue de 18 horas y del día 15 en 

adelante, fotoperiodo de 13 horas. El recambio de agua inició al día 5 con 20% de recambio 

aumentando progresivamente hasta 600% al día 30. 

Las larvas fueron alimentadas del día 2 al día 18 con rotíferos (Brachionus sp.) enriquecidos, 

en sistema de agua verde con microalga viva N. oculata a una densidad de 0.5 x 106. Del día 

12 al 15 se proporcionaron nauplios de Artemia recién eclosionados y a partir del día 15, 

metanauplios enriquecidos con Ori-Green® (Skreting, Stavanger, Norway). A partir del día 

18 se introdujo el alimento comercial Otohime (Reed Mariculture, Campbell, USA) con la 

siguiente composición: 56.3% proteína, 15.9% lípidos y 13.5% cenizas.  
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Enriquecimiento de alimento vivo 

Los rotíferos fueron cosechados de sus tanques de cultivo, lavados con agua de mar filtrada 

y concentrados en hieleras, donde fueron enriquecidos con enriquecedor comercial Ori-green 

por 2 horas a la razón de 0.25 g x 106 rotíferos, luego cosechados y lavados para la adecuada 

eliminación del enriquecedor. Una parte fue proporcionada al momento para las larvas y otra 

parte fue reacondicionada en hieleras con botellas pet rellenas de hielo para bajar la 

temperatura (4-10 °C), disminuyendo el metabolismo de los rotíferos para que éstos puedan 

mantener su calidad por hasta 6 horas, garantizando las posteriores alimentaciones. 

Exclusivamente para el tratamiento con levadura, mitad de los rotíferos fueron enriquecidos 

con enriquecedor comercial y la otra mitad fue enriquecida con levadura de la siguiente 

manera: los rotíferos fueron cosechados del estanque de cultivo, filtrados y lavados con agua 

de mar filtrada, una vez limpios y concentrados en una cubeta con aireación, fue agregada 

levadura a la razón de 1 g x 106 de rotíferos. Se incubaron por 15 minutos para que los 

rotíferos encapsularan la levadura, pasado el tiempo, los rotíferos fueron lavados, filtrados, 

concentrados y distribuidos a los estanques de larvicultura. El enriquecimiento con la 

levadura también se realizó con la Artemia en la misma proporción (50% emulsión comercial: 

50% levadura). La incubación con metanauplios de Artemia fue de 45 minutos, como se ha 

mencionado en la sección anterior. 

 

Resultados 

Una vez observado en microscopia de fluorescencia el alimento vivo incubado en diferentes 

tiempos se pudo concluir que, el período de incubación más adecuado para el rotífero fue de 

15 minutos y para los metanauplios de Artemia el período fue de 45 minutos (Fig. 4). Cabe 

mencionar que, a pesar de que en los períodos inferiores hubo presencia de levadura en el 

tracto del alimento vivo, apenas al minuto 15 y 45 en rotíferos y Artemia, respectivamente, 

fue cuando se pudo observar el tracto del alimento vivo casi completo de levadura y pasado 

este tiempo, se pudo observar el inicio de su deposición. 
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Figura 4: Incorporación de la levadura marcada con DTAF en alimento vivo. A) rotífero (15 

minutos de incubación); B) metanauplio de Artemia (45 minutos de incubación). 
 

La microscopia electrónica reveló que tanto los rotíferos como los metanauplios mantienen 

las levaduras vivas e íntegras (Fig. 5 y 6), sin que estas sean digeridas por el alimento vivo. 

Además, se pudo observar que la levadura también se adhiere al exterior de los rotíferos y 

metanauplios de Artemia 

 

Figura 5. Microscopia electrónica de barrido. Fractura de rotífero. A) Levaduras adheridas 

al tracto de rotífero y B) levaduras adheridas en la parte externa del rotífero. 
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Figura 6. Microscopia electrónica de barrido. Fractura de Artemia. Levaduras adheridas al 

tracto de Artemia (A, B y C) y levaduras adheridas en la parte externa (D). 

 

Para saber cuál fue la cantidad de levadura acarreada por cada metanauplio, se realizó el 

conteo en placas Petri con medio YPD agar. En la dilución 1:1 resultó en 9020 UFC/mL, la 

dilución 1:10 resultó en 1230 UFC/mL, la dilución 1:100 resultó en 130 UFC/mL, lo que nos 

lleva a la conclusión de que cada metanauplio de Artemia es capaz de acarrear 

aproximadamente 100 UFC de levaduras a la larva. 

En el análisis de microscopia electrónica de barrido de larvas, se pudo observar la presencia 

de levaduras intactas en el tracto digestivo de S. rivoliana (Fig. 7), lo que nos indica que el 

alimento vivo fue capaz de llevar estas levaduras intactas al tracto digestivo de las larvas. De 

igual manera, las levaduras fueron recuperadas viables, mediante su cultivo en agar YPD 

durante 24 h, a 30°C. 
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Figura 7. Microscopía electrónica de barrido de larvas de Seriola rivoliana al 30 DDE. A) 

Larva fracturada; B) presencia de levadura viva en el interior de la larva. 

 

Los resultados obtenidos en los experimentos demostraron el efecto probiótico de la levadura 

D. hansenii sobre el crecimiento, supervivencia, maduración del tracto digestivo, reducción 

en la incidencia de deformidades esqueléticas y cambios en la morfología del tracto digestivo 

de las larvas de S. rivoliana (datos no publicados). 

 

Discusión 

Las larvas de peces marinos generalmente no se alimentan de dieta artificial durante los 

primeros estadios de desarrollo y requieren de alimento vivo (Picchietti et al., 2007; Loh et 

al., 2021), además la alimentación con alimento vivo ofrece una posibilidad de utilización 

como vectores que permiten que la comunidad bacteriana del hospedero sea modificada a 

través de la adición de probioticos (Vine et al., 2006). La Artemia y el rotífero son adecuados 

para la utilización como vectores por poseer un comportamiento alimentario no selectivo y, 

por ser el primer alimento de larvas de peces, estos pueden transferir los beneficios del 

probiótico al hospedero en las primeras etapas de desarrollo. Se pudo verificar que Artemia 

y rotífero son buenos vectores de la levadura D. hansenii, y puede acarrear grandes 

cantidades de ésta al hospedero. La utilización del alimento vivo como vector de probióticos 

es ampliamente utilizada en la piscicultura. Gatesoupe (1994) utilizó el rotífero B. plicatilis 

como vector de BAL para verificar la resistencia de S. maximus contra Vibrio patógenas, una 

cepa de BAL fue cultivada e introducida diariamente para enriquecer al rotífero, a una razón 

de 4x105 UFC/mL. Una vez infectada la larva, esta tuvo supervivencia de 53% cuando 
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comparada a 8% del tratamiento sin probiótico. Loh et al. 2021 utilizaron la Artemia como 

vector de Lactobacillus lactis y alginato de sodio para larvas de la perca Anabas testudineus 

y obtuvieron como resultado hasta el 50% de supervivencia en los tratamientos con la 

Artemia enriquecida con el probiótico cuando comparada con el tratamiento control (20% de 

supervivencia), estos resultados demuestran la capacidad de la Artemia como vector de 

aditivos funcionales sin comprometimiento de la estructura y función de estos. 

Carnevali et al. (2006) utilizaron rotíferos y Artemia como vectores del probiótico L. 

delbrueckiy pudieron comprobar la eficiencia de estos vectores donde los tratamientos que 

recibieron el probiótico tenían un conteo de 4.35-5.68 log UFC/g de larva mientras que en el 

grupo control presentaban 0.45 log UFC/g de larva. Un punto importante que llevarse en 

cuenta es el período de incubación. Picchietti et al. (2007) utilizaron dos cepas de bacterias 

ácido lácticas L. fructivorans y L. plantarum, a una concentración total de 105 bacteria mL-1 

y luego incubadas por 15 minutos con el alimento vivo (rotíferos y Artemia). El tiempo de 

incubación corrobora con el presente estudio donde al incubar los rotíferos B. rotundiformis 

con D. hansenii observamos que 15 minutos era el tiempo adecuado una vez que pasado ese 

período el rotífero ya empezaba con la deposición. Dehghan et al. 2011 utilizaron períodos 

de incubación de S. cerevisae en Artemia de 5, 10 y 24 horas. Patra et al. (2003) utilizaron 

24 horas para enriquecer Artemia con S. boulardi y pudo observar que concentraciones 

superiores a 104 UFC mL-1 la supervivencia del metanauplii era muy baja debido al carácter 

contaminante del medio enriquecido, para mitigar el problema proporcionaron el 

enriquecimiento en dos raciones. Otros trabajos han utilizado diferentes tiempos de 

incubación del probióticos (8-48 horas) (Iranshahi et al., 2012; Touraki et al., 2012; Loh et 

al., 2021). Eso demuestra la importancia de identificar y determinar el tiempo y cantidad 

adecuados de enriquecimiento. En el presente trabajo se pudo constatar que con tiempos más 

cortos se tiene una buena asimilación de la levadura por parte del alimento vivo, así mismo 

como Rousseau (2013), que verificó el tiempo de incubación de la levadura D. hansenii en 

B. plicatilis y metanauplios de Artemia, en el cual concluyó que para el B. plicatilis el tiempo 

ideal de incubación fue de 30 minutos. Este tiempo fue superior al tiempo observado en ese 

trabajo, eso debido a que 30 minutos fue el tiempo mínimo de incubación utilizado por 

Rousseau (2013), sin embargo, una vez pasados los 30 minutos la concentración de levaduras 

fue reducida de manera acentuada, mismo patrón observado en el presente trabajo. Para 
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Artemia obtuvo resultado satisfactorio a los 30 minutos, luego una caída de la concentración 

de levaduras a los 60 minutos con una recuperación de la concentración de células a las 4 

horas de enriquecimiento. Este valor también difiere del presente trabajo, donde la 

concentración ideal fue alcanzada a los 45 minutos, seguida de deposición de la levadura. El 

hecho de que los tiempos de incubación de este trabajo y del trabajo de Rousseau (2013) sean 

diferentes, puede deberse a los intervalos aplicados para observar la incubación, donde en el 

presente trabajo los intervalos fueron cortos, no superior a los 15 minutos, en el trabajo de 

Rousseau los intervalos fueron de 30 y 60 minutos. Vázquez-Silva et al. (2016; 2017) 

incubaron metanauplios de Artemia con diferentes cepas de bacterias acido lácticas para 

larvas de Chirostoma humboldtianum y Chirostoma jordani por un período de 40 minutos y 

pudieron observar mayor supervivencia, mayor crecimiento y ganancia en peso en larvas 

tratadas con las bacterias probióticas en relación con el control. Estos resultados comprueban 

que un tiempo corto de incubación es eficiente para enriquecer el alimento vivo. Cabe resaltar 

que un período corto de incubación facilita el manejo en el cultivo larvario.  

Además del tiempo y la concentración de la levadura incubada, es necesario saber si la 

integridad del probiótico se mantiene una vez incorporado por el alimento vivo. Dehghan et 

al. (2011) sugieren que las células de levadura pueden ser indigeribles por los metanauplios, 

lo cual fue posible comprobar en el presente trabajo, ya que a través de la microscopía 

electrónica se pudo verificar que la levadura permanece intacta en el tracto del rotífero y 

Artemia. Dehghan et al. (2011) observaron que una vez que los metanauplios fueron retirados 

de la suspensión de levadura, hubo una rápida disminución en la cantidad de células, esta 

disminución puede deberse a la eliminación de la levadura después de lavar y pasar al agua 

de mar estéril. Los autores sugieren que la levadura detectada es la que colonizó el interior 

del tracto y la que se adhirió a la superficie exterior de los metanauplios, lo que corrobora 

con el presente estudio que identifica una gran cantidad de levaduras adheridas al exterior 

principalmente de los metanauplios. 

 

Conclusiones 

Se pudo concluir que los rotíferos y Artemia pueden actuar como vector de la levadura D. 

hansenii, capaz de transportar la levadura viva a las larvas de los peces, permitiendo la 

colonización del tracto digestivo desde etapas muy tempranas. Se sugiere para futuras 
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investigaciones, identificar la influencia de la levadura sobre la modulación de la microbiota 

intestinal durante la ontogenia inicial de larvas de peces marinos y su relación con la 

maduración del tracto digestivo e incidencia de deformidades esqueléticas. 
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