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Abstract: Microorganisms effect with probiotic potential in water quality and growth of the shrimp
Litopenaeus vannamei (Decapoda: Penaeidae) in intensive culture. The use of probiotics has gained accep-
tance in aquaculture, particularly in maintaining water quality and enhancing growth in organisms. This study
analyzed the effect of the commercial (EM™, Japan) natural product composed by (Rhodopseudomonas palus-
tris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei and Saccharomyces cerevisiae) added to the water, in order to
determine its effect in water quality, sediment and growth of L. vannamei under intensive culture. The evaluation
included three treatments with a weekly addition of EM: i) tanks without probiotics (C), ii) tanks with a dose
of 4L/ha (EM1) and iii) tanks with a dose of 10L/ha (EM2). The treatment C was carried out three times, while
treatments EM1 and EM2 were carried out four times. A total of 4 350 shrimps were measured for total length
and weight, to calculate total and porcentual weight gain, daily weight gain, specific growth rate (TCE), and
food conversion factor (FCA); besides, the survival rate was estimated. The use of probiotics allowed a shorter
harvest time in treatments EM1 (90d) and EM2 (105d) with relation to the treatment C (120d). Treatments EM 1
and EM2 were within the recommended intervals for culture, with respect to treatment C. The use of probiotic
bacteria significantly regulated pH (EM1, 8.03+0.33; EM2, 7.77+0.22; C, 9.08+0.35) and reduced nitrate con-
centration (EM1, 0.64+0.25mg/L; EM2, 0.39+0.26mg/L; C, 0.71mg/L). Water pH mostly explained the variance
with respect to the treatments. Treatment EM2 presented the greatest removal of organic matter (1.77+0.45%),
whereas the contents of extractable phosphorus increased significantly in treatment EM1 with 21.6+7.99mg/kg
and in treatment EM2 with 21.6+8.45mg/kg with control relation (14.3+£5.47). The shrimp growth was influ-
enced by dissolved oxygen, salinity and pH in the sediment, establishing that salinity was the most important
variable in the weight with a negative association. Treatment EM1 recorded an improved TCE (2.69+0.35%/d)
and FCA (1.46+0.20) with relation to the control treatment (TCE, 1.88+0.25%/d; FCA, 2.13+0.48). Survival
was significantly greater in treatments containing probiotics with 61£8.76% and 60+10.5% for EM1 and EM2,
respectively. This study indicated the positive effect obtained with the use of this commercial probiotic, to
improve culture conditions and growth parameters in an intensive culture of L. vannamei. Rev. Biol. Trop. 61
(3): 1215-1228. Epub 2013 September 01.

Key words: aquaculture, growth, Litopenaeus vannamei, probiotic, water quality.

©DOOO) Rey. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 61 (3): 1215-1228, September 2013

1215



La camaronicultura se ha caracterizado por
tener un acelerado crecimiento y una rapida
expansion econdmica, circunstancia que ha
incidido en la intensificacion de los sistemas de
produccién (Ajitha et al. 2004). Sin embargo,
durante los ultimos 20 afios los productores
de camarén han sufrido enormes pérdidas
econdmicas, debido al incremento de enferme-
dades que afectan su produccion y exportacion
(Zokaei et al. 2009, Panwichian et al. 2010);
ademas, porque han encontrado su mayor difi-
cultad en el manejo de la calidad del agua, cau-
sada por la acumulacion de materia organica y
metabolitos toxicos para los camarones, como
los compuestos nitrogenados (Ladino-Orjuela
& Rodriguez-Pulido 2009, Zhou et al. 2009).

No obstante, el uso de agentes quimicos
(antibidticos, terapéuticos) se presentd como
la mejor opcion para prevenir y controlar los
problemas relacionados con enfermedades en
el cultivo de camaron (Qi et al. 2009). Sin
embargo, los efectos adversos ocasionados por
la resistencia de las bacterias patdogenas y sus
repercusiones en la salud humana, originaron
la busqueda de nuevas tecnologias que permi-
tieran disminuir: i) la perdida potencial de los
productores, ii) el riesgo en el consumo, y iii)
su impacto en el ambiente (Zokaei et al. 2009).

Diversos autores han propuesto la imple-
mentacion de tecnologias limpias a través del
uso de probioticos en la acuicultura, los cuales
han sido definidos como ‘“microorganismos
con efectos benéficos sobre el hospedero por la
modificacion del ambiente huésped-hospedero
o la modificacion de su comunidad microbiana,
por la mejora en la asimilacién de alimento o
de su valor nutricional, por mejoramiento de
la respuesta del hospedero ante enfermedades
o por la mejora en la calidad de su medio
ambiente” (Vershuere et al. 2000). Estos con-
sorcios microbianos también han sido denomi-
nados como microorganismos eficientes.

Diferentes investigaciones han demostrado
que los microorganismos benéficos pueden:
1) incrementar el valor nutricional (Venkat et
al. 2004, Balcazar et al. 2007, Banerjee et al.
2010), 2) aumentar la supervivencia y dismi-
nuir enfermedades mediante la inhibicion del

crecimiento de bacterias patdogenas (Sansawat
& Thirabunyanon 2009, Ismail & Soliman
2010), 3) mantener y mejorar la calidad del
agua con la reduccion de concentraciones de
amonio, nitrito y nitrato en el agua (Shariff et
al. 2001, Jana & Jana 2003, Gutierrez-Wing
& Malone 2006, Chae-Woo et al. 2009) y 4)
disminuir la carga elevada de materia organica
(Douilett 1998, Dalmin et al. 2001). En con-
traste, existen estudios que han reportado efec-
tos nulos o negativos con el uso de probioticos,
como infecciones cutaneas o aumento en la
mortalidad (Mclntosh ef al. 2000, Wang et al.
2000, Giinther & Jiménez-Montealegre 2004),
con lo cual se ha evidenciado que el uso de los
probidticos no siempre son benéficos, debido a
que dependen de diversos factores como son:
las especies de cultivo, los sistemas de produc-
cion, la escala de cultivo (laboratorio y granjas),
la densidad de siembra, utilizacién de microor-
ganismos provenientes de otros ambientes y la
dosis de los microorganismos (Verschuere ef al.
2000, Panwichian et al. 2010).

Por otro lado, la eficacia de los probioticos
comerciales para el cultivo de camar6n ha sido
severamente cuestionada y criticada (Villamil
& Martinez-Silva 2009); sin embargo, estos
productos han sido utilizados con mayor fre-
cuencia por los productores debido a que pue-
den encontrarse con mayor disponibilidad en el
mercado, a diferencia de los microorganismos
aislados y evaluados por comunidades cienti-
ficas, los cuales actualmente son poco usados.

El camar6n blanco Litopenaeus vannamei
(Boone 1931) es una especie de gran impor-
tancia debido a su gran posibilidad de manejo
en diferentes sistemas de cultivo, capacidad de
adaptacion a intervalos razonables a variacio-
nes ambientales, alta tasa de supervivencia y
rapido crecimiento, pero principalmente, por el
establecimiento de un buen precio en el mer-
cado internacional (Bardn-Sevilla et al. 2004,
Valdez et al. 2008).

El objetivo de este trabajo fue analizar el
efecto de una mezcla comercial de microorga-
nismos con potencial probiotico en la calidad del
agua y sedimento, asi como en el crecimiento de
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postlarvas de L. vannamei en un sistema de cul-
tivo intensivo en Tabasco, México.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y cultivo de microorganis-
mos: Se utilizé un probiodtico comercial (Tec-
nologia EM™, Japén), el cual se encuentra
distribuido en la mayor parte del mundo. El
producto contiene tres tipos de microorganis-
mos eficientes (EM) en estado de latencia:
bacterias fotosintéticas (Rhodopseudomonas
palustris con 2x10°UFC/mL), bacterias lacticas
(Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei
con 5x10*UFC/mL, respectivamente) y levadu-
ras (Saccharomyces cerevisiae con 4x103UFC/
mL). Los microorganismos fueron inoculados
en un sustrato a base de melaza comercial y
agua para su activacion, manteniéndose en fer-
mentacion durante siete dias a una temperatura
entre 36.5 y 37°C segun la metodologia sugeri-
da por los fabricantes (Anonimo 2008).

Granja productora de camaroén: El estu-
dio se realizd6 en una granja comercial de
cultivo intensivo, ubicada en la zona costera
del municipio de Cardenas (18°20°54” N -
93°32°40” W), Tabasco, México. El trabajo
en campo inicié en marzo y termind en junio
2008. El experimento se llevo a cabo en estan-
ques individuales de tierra (sustrato arcilloso)
de 3ha, considerandose un ciclo de cultivo de
120 dias. Las postlarvas (PL) se obtuvieron
de un laboratorio certificado provenientes de
un mismo lote de reproductores con pesos
(0.002g) y tallas homogéneas (12mm). El
proceso de siembra fue simultaneco con una
densidad de 45PL/m?. El manejo del sistema de
cultivo se sigui6é conforme al programa opera-
cional de los técnicos de la granja.

Evaluacién del probiético en el cultivo
de camaron: El disefio experimental consis-
tio en el suministro de diferentes dosis del
probidtico comercial adicionado en el agua
durante el ciclo de cultivo. La mezcla micro-
biana se agregd semanalmente y después de
cada recambio de agua (drenando primero

la cantidad apropiada de agua entre 5-10% y
luego rellenandolo mediante bombeo) en los
estanques, esta fue de la siguiente manera:
tratamiento 1 (C), estaques sin dosificacion del
producto (control), tratamiento 2 (EM1), estan-
ques adicionados con una dosis de 4L/ha, y tra-
tamiento 3 (EM2), estanques adicionados con
dosis de 10L/ha. El tratamiento C se replico
tres veces, mientras que los tratamientos EM1
y EM2 se replicaron cuatro veces. La alimenta-
cion se realizod desde la etapa de siembra hasta
la talla de comercializacion (120d) con base al
programa de alimentacion para camarén blanco
(API-Camarén, Malta Clayton, EE.UU). La
tasa de alimentacion fue ajustada semanalmen-
te por los técnicos de la granja de acuerdo con
las estimaciones del incremento en peso corpo-
ral (proteina: postlarva (3-4g)=40%, postlarva
(4-82)=35%, juvenil (8-15g)=30%), tasa de
supervivencia y la cantidad de alimento rema-
nente en los comedores dos horas después de
cada alimentacion, obteniéndose cuatro dosis
diarias de alimentacion en la etapa de postlarva
y tres dosis diarias en la etapa de juvenil.

Medicién de los parametros ambienta-
les: La calidad del agua fue monitoreada cada
dos semanas durante el dia, entre las 7:00 y
9:00hr. Se determinaron los parametros de
pH, temperatura, oxigeno disuelto y salinidad
con un equipo Hanna HI 95928 (EEUU) a una
profundidad de 50cm. Las concentraciones
de nitrogeno amoniacal total (NAT) y nitrato
(NO;-N) fueron estimadas con un medidor de
amonio, Hanna HI 9828 (EEUU). La trans-
parencia y la profundidad del agua se midie-
ron in situ con el disco de Secchi. Al mismo
tiempo, el sedimento se recolectdé a 15cm de
profundidad con un nucleador de PVC (Kris-
tensen et al. 1995). Posteriormente, las mues-
tras fueron trasladadas al laboratorio donde
se determinaron las variables de pH, materia
organica, nitrogeno total y foésforo extraible
de acuerdo a los métodos provistos por la
NOM-021-SEMARNAT-2000.

Mediciéon de los pardametros de cre-
cimiento: Cada 14 dias durante el ciclo de
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cultivo se capturaron aleatoriamente 50 cama-
rones, a los cuales se les midio el peso (g) con
una balanza electronica (Ohaus+0.001g), y la
longitud total (mm) con un calibrador electro-
nico (Truper CALDI-6MP+0.01mm). La mues-
tra total de camarones pesados y medidos fue 4
350 [organismos medidos x numero de réplicas
por tratamiento x (dias de cultivo/frecuencia
de medicion)]. Los parametros de crecimiento
fueron calculados conforme a lo reportado
por Zokaei et al. (2009), quienes incluyeron:
ganancia en peso (g/camaron)=Peso final (g)-
peso inicial (g), ganancia en peso (%)=Peso
final (g)-peso inicial (g)/peso inicial x 100,
peso diario ganado (g/d)=Peso final (g) x peso
inicial/dias de cultivo, tasa de crecimiento espe-
cifica (TCE, %/d)=In Peso final-In peso inicial/
dias de cultivo x 100, factor de conversion ali-
menticia (FCA)=Alimento seco entregado/peso
himedo ganado. El porcentaje de superviven-
cia se determiné al final del experimento como
la relacion entre el namero final y el niimero
inicial de los camarones en cultivo. Esta tasa se
expresa como el porcentaje de supervivencia,
segun la siguiente formula (Saad et al. 2009):
Supervivencia (%)=(Ntumero final de camaro-
nes/Numero inicial de camarones) x 100.

A los pardmetros ambientales, de creci-
miento y supervivencia de los camarones se les
aplicé un analisis de varianza (ANDEVA) de
una via. Los valores de p<0.05 fueron consi-
derados significativamente diferentes. Cuando
mostraron diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos, se utilizo un analisis
a posteriori y la prueba de Tukey (HSD) para
identificar la naturaleza de estas diferencias
(p<0.05) (Daniel 2008). Se realizé un Analisis
Multiple Discriminante (AMD) para determi-
nar las variables que contribuyeron en el com-
portamiento de los parametros ambientales en
relacion a los tratamientos (Zar 2010). Asimis-
mo, se aplicoé un Analisis de Correspondencia
Canonica (ACC) para determinar las asociacio-
nes entre los parametros de crecimiento (peso y
talla) y los parametros ambientales resultantes
del AMD (Ter Braak & Verdonshot 1995).
Todos los andlisis estadisticos se realizaron

con el paquete STATISTICA version 7.0 para
Windows (StatSoft 2004).

RESULTADOS

Pariametros ambientales en el cultivo
de camaron: En el cuadro 1 se presentan los
parametros fisicoquimicos obtenidos en el agua
y sedimento de los estanques durante el cultivo
de camaron. La temperatura, salinidad y pH
fueron significativamente diferentes (Tukey,
p<0.05) en los tratamientos C, EM1 y EM2
(F=57.16, p<0.05). Sin embargo, el tratamiento
C presento el mayor valor promedio en tem-
peratura (32.4+2.65°C) y pH (9.08+0.35). La
menor concentracion de oxigeno disuelto se
observo en el tratamiento C (4.38+2.05mg/L),
el cual mostréo diferencias significativas
(Tukey, p<0.05) respecto a los tratamientos
EM1 y EM2. Con relacién a las concentracio-
nes de NO,-N y NAT, el tratamiento EM2 fue
significativamente diferente (Tukey, p<0.05)
(0.39+0.26mg/L, 0.30+0.15mg/L) en compara-
cion con los tratamientos EM 1 (0.64+0.25mg/L,
0.36+0.22mg/L) y el tratamiento C, el cual
registro los valores maximos de NO;-N y
NAT (0.71£0.22mg/1, 0.36+0.18mg/L). En los
tratamientos EM1 y EM2 no se observaron
diferencias significativas (Tukey, p>0.05) en la
transparencia y la profundidad. Caso contrario,
para el tratamiento C donde fue significativa-
mente diferente (Tukey, p<0.05) en estas varia-
bles (8.7948.11cm, 56.4+19.7cm) y en el cual
se presentaron los valores minimos.

En relacion a los parametros fisicoquimi-
cos en sedimento (Cuadro 1), los tratamientos
C, EM1 y EM2 fueron significativamente dife-
rentes (Tukey, p<0.05) en materia organica y
pH. Los mayores valores estuvieron en los trata-
mientos C (2.64+0.84%) para materia organica
y EM2 para el pH (7.99+0.36). Los contenidos
de fosforo extraible no registraron diferencias
significativas (Tukey, p>0.05) entre los tra-
tamientos EM1 y EM2. Sin embargo, ambos
tratamientos mostraron los mayores valores
significativamente (p<0.05) (21.6+7.99mg/kg,
21.6+8.45mg/kg) en relacion al tratamiento
C (14.3£5.47mg/kg). En el tratamiento EMI
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CUADRO 1
Parametros ambientales de los estanques control y tratamiento durante el cultivo de camaron

TABLE 1

Environmental parameters in treatment and control ponds during shrimp culture

Parametros

C
Agua
Oxigeno disuelto (mg/L) 4.38+2.052
Temperatura (°C) 32.4+2.65
Salinidad (ups) 19.8+4.00°
pH 9.08+0.35%
NO,-N (mg/L) 0.71£0.22%
NAT (mg/L) 0.36+0.18%
Transparencia (cm) 8.79+8.112
Profundidad (cm) 56.4+19.7%
Sedimento
pH 7.75+0.332
Foésforo extraible (mg/kg) 14.3+£5.47*
Nitrogeno total (%) 0.16+0.04*
Materia organica (%) 2.64+0.84*
N 3

Tratamiento
EM1 EM2
5.29+1.37° 5.05+1.18°
30.5+1.57° 28.942.67¢
25.8+3.87° 14.447.14¢
8.03+0.33b 7.7340.22¢
0.64+0.252 0.39+0.26°
0.36+0.228 0.30+0.15°
16.3£9.65° 14.7+5.77°
74.2+17.2b 75.4+16.4°
7.47+0.41% 7.99+0.36°
21.6+7.99° 21.6+8.45b
0.12+0.032 0.36+0.42°
2.01+0.75° 1.7740.45¢
4 4

Promedios en la misma fila con superindices diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05).

Promedio+desviacion estandar.

C: Control. EM1: Probiotico dosis 4L/ha. EM2: Probidtico dosis 10L/ha.

se observo el minimo valor de nitrogeno total
(0.12+0.03%), el cual no fue significativamen-
te diferente (p>0.05) con el tratamiento C, en
comparacion con el tratamiento EM2, donde
se mostraron diferencias significativas (Tukey,
p<0.05) (21.6£8.45%).

En relacion al analisis multiple discrimi-
nante aplicado a los pardmetros ambientales
en agua y sedimento, se observéd que solo seis
parametros fueron significativos en el modelo
(2=0.067, F,, 44,=63.244, p<0.05, R?=0.915):
pH en agua (A=0.174, p<0.05), salinidad
(2=0.096, p<0.05), oxigeno disuelto (A=0.084,
p<0.05), pH en sedimento (A=0.072, p<0.05),
fosforo extraible (A=0.071, p<0.05) y nitrégeno
total en sedimento (A=0.071, p<0.05). La distri-
bucion de las observaciones correspondientes
en funcion del espacio discriminante entre la
primera y segunda funcion se presenta en la
figura 1. El mayor grado de traslape se presento
en los tratamientos EM1 y EM2, mientras que
el menor grado de traslape lo presentaron el

tratamiento C y EMI, con lo cual, se indico que
el 93% de las variables canonicas se encontra-
ron correctamente clasificadas. De acuerdo a
los valores de los coeficientes estandarizados
para las variables canonicas en la primer fun-
cion discriminante, el efecto discriminante
entre los tres tratamientos en el cultivo de
camar6on mostré que la variable pH en agua
posee una carga candnica de 82% (kp=0.382,
F =194, p<0.05, T=79%, R*=20%), segui-
da por fosforo extraible con 19% (kp=0.944,
F.=7.11, p<0.05, T=89%, R=10%), cuyo efec-
to es inversamente proporcional. El resto de las
variables no presentaron una carga canonica
significativa.

Parametros de crecimiento y supervi-
vencia en el cultivo de camaroén: Las varia-
ciones obtenidas en el peso y longitud de los
camarones en el periodo de evaluacion en la
granja se muestran en la figura 2. En base al
ciclo de cultivo, se observo que el tratamiento
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Fig. 1. Analisis discriminante de los parametros ambientales que explican la variabilidad de los tratamientos (area de
traslape: 95% intervalo de confianza). C: Control. EM1: Probidtico dosis 4L/ha. EM2: Probiotico dosis 10L/ha.

Fig. 1. Discriminant analysis of environmental parameters which explain the treatments variability (overlap area: confidence
interval 95%). C: Control. EM1: Doses probiotic 4L/ha. EM2: Doses probiotic 10L/ha.

EMI present6 el menor tiempo de cosecha con
90d, seguido del tratamiento EM2 con 105d
y finalmente, el tratamiento C con 120d. En
relacion al peso y longitud total entre los tra-
tamientos existieron diferencias significativas
(F=29.7, p<0.05). El peso y longitud total
al final del cultivo (talla de cosecha) de los
camarones mostraron que el tratamiento EM1
fue de 11.7£8.00g y 114+12.6mm, mientras
que en el tratamiento EM2 fue de 8.06+1.72g
y 96.3£8.17mm, y en el tratamiento C fue de
8.02+1.24g y 97.4+6.60mm, respectivamen-
te. El tratamiento EM1 registr6 los mayores
valores en el peso y longitud total al final del
cultivo, observandose diferencias significativas
(Tukey, p<0.05) entre los camarones tratados
con EM2 y C. Sin embargo, se identificod que el
tratamiento EM2 fue ligeramente mayor en el
peso final respecto al tratamiento C.

Los parametros de crecimiento en el culti-
vo de L. vannamei resultaron significativamen-
te diferentes (F=4.99E"%° p<0.05) entre los tres
tratamientos (Cuadro 2). El tratamiento EM1
present6 el mayor valor de ganancia diaria en
peso (0.0003+£0.0001g/d), TCE con 2.69+0.35y
FCA con 1.46+0.20. Los tratamientos C y EM2

no presentaron diferencias significativas entre
si (Tukey, p>0.05), pero si fueron significativa-
mente diferentes de EM1 en estos parametros.

La supervivencia al final del ciclo de
cultivo de L. vannamei para los tres trata-
mientos presentaron diferencias significativas
(F=467.3, p<0.05). El tratamiento C obtuvo la
menor supervivencia con 45+2.00%, mientras
las mayores supervivencias se observaron con
los tratamientos EM1 y EM2 con 61+£8.76% y
60+10.5%, respectivamente. La supervivencia
de los camarones sin probidticos fue signifi-
cativamente diferente (Tukey, p<0.05) de los
tratamientos EM1 y EM2, mientras que estos
ultimos no mostraron diferencias significativas
entre si (Tukey, p>0.05).

Relaciones entre los parametros de cre-
cimiento y los parametros ambientales: En
el ACC se observd que la relacion entre el
peso y talla de los camarones y los parametros
ambientales en funcion de los tratamientos,
pudo ser explicada por tres funciones canonicas
(Cuadro 3). La primera funcién extraida expli-
¢6 la maxima cantidad de varianza con 66.3%,
la cual indico que los tratamientos estuvieron
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CUADRO 2
Efecto del probidtico en los parametros de crecimiento de L. vannamei

TABLE 2
Probiotic effects on growth parameters of L. vannamei

Parimetros Tratamiento
C EM1 EM2

Ganancia en peso (g) 7.68+0.61* 11.743.212 8.05+0.827
Ganancia en peso (%) 511 989440 8512 593 031+173 0622 407 322433 7072
Ganancia diaria en peso (g/d) 0.000140.0001° 0.0003+0.0001* 0.0002+0.00002°
TCE (%/d) 1.88+0.25° 2.69+0.35° 1.98+0.10P
FCA 2.13+0.48* 1.46+0.20P 1.72+0.282

N 3 4 4

Promedios en la misma fila con superindices diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05).
Promedio+desviacion estandar.

TCE=Tasa de crecimiento especifica. FCA=Factor de conversion alimenticia.

C: Control. EM1: Probidtico dosis 4L/ha. EM2: Probidtico dosis 10L/ha.

20 -

Peso total (g)

140 -

Longitud total (mm)

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Dias
Fig. 2. Crecimiento en longitud y peso total de L. vannamei durante el periodo de cultivo en los diferentes tratamientos. C:
Control. EM1: Probiotico dosis 4L/ha. EM2: Probiotico dosis 10L/ha. Los datos son expresados como promedio+desviacion
estandar. *Significativamente diferente respecto al control. **Significativamente diferente respecto al tratamiento EM2.
Fig. 2. Growth in total length and weight of L. vannamei during culture period in different treatments. C: Control. EM1:

Doses probiotic 4L/ha. EM2: Doses probiotic 10L/ha. Data are expressed as meantstandard deviation. *Significantly
different than control (p<0.05). **Significantly different than EM2 treatment.
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CUADRO 3
Analisis de correspondencia canonica entre los parametros de crecimiento (peso y longitud total)
y los parametros ambientales en funcion de los tratamientos

TABLE 3
Canonic correspondence analysis between growth parameters (total length and weight) and the environmental parameters

Eigenvalores Inercia (%) Factor de. R f:an()nico .
Reductancia (peso, longitud; ambientales)
Primera funcion candnica 0.97 66.3 0.64 0.99
Segunda funcién canodnica 0.56 47.5 0.26 0.75
Tercera funcion candnica 0.30 354 0.11 0.55

asociados con el pH en agua, nitrogeno total y
fosforo extraible. Sin embargo, el pH en agua
fue el parametro que determind la variabilidad
en esta funcién con una correlacién negativa,
lo cual coincide con el AMD. La segunda
funcién contribuy6 con 47.5%, observandose
que las longitudes de los camarones se rela-
cionaron con el pH en sedimento. Finalmente,
la tercera funcién presentd la menor aporta-
cion de la varianza con 35.4%, encontrandose
que el oxigeno disuelto y la salinidad fueron
determinantes en el peso de los camarones.
No obstante, la salinidad fue el parametro que
representd la mayor variabilidad con una aso-
ciacion negativa.

DISCUSION

Efecto de los probidticos en los parame-
tros ambientales en el cultivo de camaroén:
Los probiodticos en la acuicultura se han usado
para evitar la aplicacion de altas concentracio-
nes de antibioticos y de diversos compuestos
quimicos, que pueden afectar la salud del con-
sumidor, ademas de mejorar la calidad del agua
y la supervivencia de los organismos cultivados
(Balcazar et al. 2006, Villamil & Martinez-
Silva 2009). Aunque la evaluacién de los pro-
bidticos en la acuicultura se ha abordado en
condiciones in vitro ¢ in vivo desde diferentes
lineas de investigacion (nutricion, salud y cali-
dad ambiental) (Giinther & Jiménez-Montea-
legre 2004, Chae-Woo 2009, Campa-Coérdova
2011), la eficacia de estos productos comercia-
les disponibles en el mercado, contintia siendo

poco conocida y controversial, debido a las
condiciones no estandarizadas que se presentan
en la produccion a gran escala (Farzanfar 2006,
Kesarcodi-Watson et al. 2008).

En el presente estudio, se observo que los
parametros de la calidad del agua se encontra-
ron dentro de los intervalos recomendados para
el cultivo intensivo de camaron L. vannamei
con la inclusion de dos dosis del probidtico
comercial (EM1 y EM2), a diferencia de los
valores obtenidos en el tratamiento control
(C), los cuales estuvieron fuera de los limites
optimos (Zhou et al. 2009). Es de esta forma
que, las diferencias significativas observadas
en la temperatura y la salinidad entre los
tratamientos, muy probablemente estuvieron
influenciadas por las condiciones ambientales
presentadas durante el ciclo de produccion
(Ramirez-Rodriguez ef al. 2006, Flores-Coto et
al. 2009), y no necesariamente por el resultado
de la actividad microbiana inducida por accion
del producto.

En contraste, las diferencias observadas en
los valores del pH mostraron que esta variable
influy6 en el comportamiento de los parame-
tros ambientales en funcion de los tratamientos
determinandose una correlacion negativa, es
decir, que con el uso de la mezcla de R. palus-
tris, L. plantarum, L. casei y S. cerevisiae en
el cultivo de L. vannamei disminuyeron los
valores del pH. Estudios previos han reportado
que los probioticos pueden producir diferentes
compuestos organicos extracelulares como:
quinonas, biotinas (bacterias fotosintéticas)
(Farfanzar 2006, Qi et al. 2009), acido lactico,
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peroxido de hidrogeno, acetaldehido, diacetilo,
bacteriocinas (bacterias lacticas) (Rengpipat et
al. 2008), vitaminas, glicerol, etanol, diéxido
de carbono (Levaduras) (Folch-Mallol 2004),
los cuales disminuyen el pH en el medio
acuoso debido a sus caracteristicas hidrofili-
cas (presencia de grupos hidroxilos) (Villamil
& Martinez-Silva 2009) como sucedid en la
presente investigacion. Lo anterior, concuerda
con los trabajos realizados por Chae-Woo ef al.
(2009) y Banerjee et al. (2010), quienes repor-
taron que los valores del pH fueron regulados
con el uso de bacterias lacticas y microalgas
perifiticas para mejorar la calidad del agua en
cultivos de camarones peneidos.

Por otra parte, algunos autores han men-
cionado la importancia del manejo del pH en
los sistemas de cultivo, tanto en el agua como
en los sedimentos, debido a la relacion directa
que tienen con la formacion de compues-
tos toxicos como: amonio, nitritos y nitratos
(Boyd & Tucker 1998, Cuéllar-Anjel 2010),
los cuales pueden causar estrés, enfermedades
y mortalidad en los camarones (Sansawat &
Thirabunyanon 2009, Ismail & Soliman 2010).
Aunque diversos estudios han mencionado
que los probidticos no tienen efectos sobre la
remocion de compuestos nitrogenados (Ajitha
et al. 2004, Gilinther & Jiménez-Montealegre
2004), los resultados presentados evidenciaron
que los tratamientos EM1 y EM2 redujeron las
concentraciones de NO,-N, reconociéndose
este Gltimo, como el mejor tratamiento, posi-
blemente causado por la dosis de aplicacion,
lo cual coincide con el valor del pH en estos
mismos tratamientos.

Asimismo, las mayores concentraciones de
oxigeno disuelto e incremento de la transparen-
cia se registraron en los estanques adicionados
con el producto comercial (tratamientos EM1
y EM2), lo cual sugiere que el crecimiento
del fitoplancton puede controlarse con la adi-
cion de probioticos debido a la competencia
por nutrientes y concuerda con los resultados
reportados por Cetinkaya-Donmez et al. (1999)
y Kyum et al. (2004). Dichos autores mencio-
naron que existen algunas especies de bacterias
fotosintéticas, (R. palustris) con la capacidad

de fijar nitrégeno a partir de NO;-N, y dismi-
nuir el florecimiento de las algas y por lo tanto,
mantienen el equilibrio en la concentracion de
oxigeno disuelto. Igualmente, el NO,-N es un
compuesto importante en el ciclo del nitrogeno
y su reduccion también puede deberse al pro-
ceso de desnitrificacion que realizan bacterias
autoctonas (Irianto & Austin 2002).

Por otra parte, en el presente trabajo se
demostré que al adicionar el producto comer-
cial en los estanques de cultivo se redujo la
concentracion de NAT, lo cual concuerda con
lo reportado por Banerjee ef al. (2010), quienes
al suministrar Bacillus pumilus y microalgas
perifiticas en el agua en un cultivo controlado
de P. monodon disminuyeron significativamen-
te la concentracion de NAT. Sin embargo, en
nuestro caso unicamente, la reduccion signifi-
cativa en la concentracion de este compuesto
se vio reflejada en el tratamiento EM2 en
comparacion de los tratamientos C y EMI.
Dicho comportamiento pudo estar asociado a
que el tratamiento EM2 contuvo la mayor dosis
de probidtico, lo cual indicd que su uso para
este efecto fue correcto, aunque todos los tra-
tamientos presentaron concentraciones dentro
de los limites adecuados (0.1-1.0mg/L) para
el cultivo de L. vannamei (Zhou et al. 2009).
En contraste, McIntosh et al. (2000) probaron
diferentes dosis de un probidtico comercial
(Bacillus spp.) encontrandose efectos negativos
(infeccion cutanea y menor tasa de supervi-
vencia) en un cultivo intensivo de L. vannamei
al incrementar la dosis de aplicacion. En este
sentido, diversos autores han mencionado que
los probidticos pueden variar sus mecanismos
de accién en respuesta a un ambiente controla-
do o en gran escala, asi como en funcion de la
dosis y concentracion del consorcio microbia-
no (Balcazar 2006, Kesarcordi-Watson 2008,
Villamil & Martinez-Silva 2009). No obstante,
Paéz-Osuna & Frias-Espericueta (2001) men-
cionaron que la concentracion de NAT puede
depender de la interaccion entre las variables:
temperatura, alcalinidad, salinidad y pH.

Con respecto a los cambios significativos
observados en los niveles del agua en los tra-
tamientos EM1 y EM2 en comparacion con el
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tratamiento C, se descartd que la profundidad
haya sido un factor para determinar el efecto
del probiotico, basandose en el analisis mul-
tiple discriminante, el cual determind que esta
variable no fue significativa en el modelo, es
decir, no posee una carga canonica considera-
ble de la cual dependa el efecto del producto
comercial. Sin embargo, la profundidad en los
estanques de cultivo se encuentra dependiente
del manejo técnico de la granja (Cuéllar-Anjel
et al. 2010).

Los sistemas de cultivo intensivos se
caracterizan por generar altos porcentajes de
materia orgdnica, los cuales se acumulan en
el fondo del estanque como sedimento. En
condiciones aerobias o anaerobias de descom-
posicion, el material organico sedimentado
se reincorpora a la columna de agua a través
de minerales, compuestos quimicos y gases
(Torres-Beristarin 2005), que en exceso pue-
den ser toxicos y causar la muerte para los
organismos cultivados. Hasta el momento, son
pocos trabajos que sugieren la aplicacion de
probidticos en la acuicultura con la finalidad de
disminuir las cargas organicas en el sedimento
(Avnimelech & Ritvo 2003). En el presen-
te estudio, se demostré que los tratamientos
EM1 y EM2 redujeron significativamente los
porcentajes de materia organica, mientras que
los contenidos de fosforo extraible se incre-
mentaron. El aumento también se esperaba en
los porcentajes de nitrogeno total en ambos
tratamientos, sin embargo, el tratamiento EM2
present6 el mayor valor respecto al tratamiento
C y EMI1. Kumar et al. (2008) mencionaron
que las bacterias probioticas juegan un papel
importante en la degradacion de la materia
organica, lo que reduce significativamente su
porcentaje en el sedimento y la formacion de
lodos, debido a que metabolizan rapidamente
estos compuestos organicos convirtiéndolos
en didéxido de carbono, minerales y biomasa
celular. Aunque no existen intervalos reco-
mendados para la calidad del sedimento en la
acuicultura, Cuéllar-Anjel ef al. (2010) estable-
cieron que los porcentajes de materia organica
se deben mantener bajos durante todo el ciclo

de cultivo con la finalidad de evitar un ambien-
te anoxico en el fondo del estanque.

Efecto de los probiéticos en los parame-
tros de crecimiento en el cultivo de camaroén:
El uso de probidticos en la acuicultura se ha
asociado con un eficiente proceso de absor-
cion y asimilacion del alimento ingerido por
parte de los organismos cultivados, debido a
que estos microorganismos tienen la capaci-
dad de colonizar el tracto gastrointestinal, en
donde secretan nutrientes y enzimas digestivas
que mejoran los procesos metabolicos y las
respuestas inmunoldgicas de los hospederos
(Giinther & Jiménez-Montealegre 2004, Balca-
zar et al. 2006).

La mayoria de las evidencias cientificas
indican que el mejor método de aplicacion de
los probioticos es a través del alimento con la
finalidad de que las bacterias ingresen, colo-
nicen y se multipliquen en el tracto digestivo
(Irianto & Austin 2002, Kumar ef al. 2008). No
obstante, en el presente estudio se demostro que
con la adicion de la mezcla de microorganismos
eficientes en el agua del cultivo se contribuyo
en la disminucion de los dias de cosecha (EM1
y EM2), en el incremento del peso y longitud
final (EM1), en el aumento de la supervivencia
(EM1 y EM2) y en el mejoramiento de la TCE
y FCA (EM1). Alavandi et al. (2004) y Baner-
jee et al. (2010) encontraron que al adicionar
bacterias lacticas en un cultivo de P. monodon
mejord el proceso de asimilacion del alimento
ingerido e incrementd la supervivencia de los
camarones. Caso similar con lo reportado por
Ismail & Soliman (2010) quienes en un cultivo
de Macrobrachium rosenbergii adicionaron al
agua cepas de L. acidophilus, Streptococcus
cremoris 'y L. bulgaricus obteniéndose una
alta supervivencia. Sin embargo, Mclntosh
et al. (2000) aplicaron diferentes dosis de un
consorcio comercial de microorganismos en un
cultivo de L. vannamei observandose un efecto
negativo en el proceso digestivo con el aumen-
to de la dosis, pero si mejor6 la supervivencia.

Kesarcodi-Watson et al. (2008) mencio-
naron que los probidticos pueden mejorar el
sistema inmunoldogico obteniéndose un efecto

1224 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 61 (3): 1215-1228, September 2013 [(€9DSO



positivo en la supervivencia de los organismos
cultivados en respuesta a un ambiente adver-
so. El tratamiento EM2 presentd parametros
fisicoquimicos dentro de los intervalos reco-
mendados para el cultivo de L. vannamei (Diaz
et al. 2001), sin embargo, la temperatura y
la salinidad no estuvieron en las condiciones
optimas para el crecimiento de esta especie
(30°C y 26ups, respectivamente), lo que desde
el punto de vista fisiologico la cantidad de ener-
gia adquirida por los camarones no se reflejo en
el incremento en peso y longitud (Rosas et al.
1999), pero si se obtuvo un mayor porcentaje
de supervivencia. Es necesario considerar que
los cambios hidro-meteorolégicos son parte de
las dificultades en el manejo operacional de los
estanques, debido que la mayoria de las granjas
de camar6n se encuentran dentro de la linea
costera (Cuéllar-Anjel ef al. 2010).

Por otra parte, el ACC relaciond a la sali-
nidad y el oxigeno con el peso, asi como el pH
del sedimento con la longitud de los camaro-
nes. Valdez et al. (2008) mencionaron la impor-
tancia de la salinidad y el consumo de oxigeno
en las respuestas fisiologicas de peneidos, lo
que se observa en un adecuado desarrollo y
crecimiento. Sin embargo, estas variables se
encuentran mayormente en funcion de los cam-
bios ambientales y operacionales de la granja.
Torres-Beristain (2005) argument6 que el cre-
cimiento de los camarones es dependiente de
la dinamica fisicoquimica en la interfase agua-
sedimento debido a que estos organismos habi-
tan en el fondo del estanque. Ademas, Zhang et
al. (2006) sugirieron que los cambios del pH
interfieren en la muda de L. vannamei, mien-
tras mas alto se encuentre el valor, mayor es el
tiempo que tarda en desprenderse el exoesque-
leto. En este sentido, los valores del pH en el
sedimento que se registraron en el tratamiento
EM1 fueron moderadamente alcalinos, lo cual
favorece el proceso de ecdisis.

Los resultados de este estudio demuestran
una posible accién benéfica de los microor-
ganismos eficientes incluidos en la mezcla
comercial en las condiciones que se realizd
esta investigacion. Sin embargo, se debe de
considerar que el efecto de su aplicacion fue

parcial debido a que so6lo se pudieron cons-
tatar la regulacion del pH, disminucion de la
conversion alimenticia y reduccion del tiempo
de cosecha, que son algunos de los beneficios
que los fabricantes ofrecen. Por otro lado, no se
puede excluir los posibles efectos nocivos por
la inclusion de bacterias exdgenas y su relacion
entre las bacterias autoctonas no patégenas. Por
lo tanto, se requieren estudios adicionales para
determinar: 1) la dosis 6ptima de aplicacion,
2) la dosis de emergencia en caso de cambios
ambientales, 3) la colonizacion de los microor-
ganismos eficientes en el tracto digestivo de los
camarones, 4) si existe un efecto antagdnico y
5) si hay un aumento de la respuesta inmune.
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RESUMEN

Los probidticos han ganado aceptacion en la acui-
cultura para mantener la calidad del agua y aumentar el
crecimiento de los organismos. En este estudio se analizd
el efecto de una mezcla comercial de microorganismos
eficientes (EM) (Rhodopseudomonas palustris, Lactoba-
cillus plantarum, Lactobacillus casei y Saccharomyces
cerevisiae) sobre la calidad del agua, sedimento y el cre-
cimiento en un cultivo intensivo de camaroén L. vannamei.
La evaluacion consistio en tres tratamientos: i) estanques
sin EM (C), ii) estanques con dosis de 4L/ha (EM1) y
iii) estanques con dosis de 10L/ha (EM2). Los resultados
demostraron menor tiempo de cosecha en los tratamientos
EM1 (90d) y EM2 (105d). Los tratamientos EM1 y EM2
mantuvieron significativamente regulados los valores del
pH (EM1, 8.03+0.33; EM2, 7.77+0.22) y redujeron las
concentraciones de nitrato (EM1, 0.64+0.25mg/L; EM2,
0.39+0.26mg/L). El tratamiento EM2 presentd la mayor
remocion de materia organica (1.77+0.45%). El tratamien-
to EM1 mejor6 la TCE (2.69+0.35%/d) y FCA (1.46+0.20).
Los tratamientos EM1 y EM2 presentaron mayor supervi-
vencia con 61£8.76% y 60£10.5%, respectivamente. Este
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estudio demostrd el efecto benéfico del uso de la mezcla
comercial en los parametros ambientales y de crecimiento
en un cultivo intensivo de L. vannamei.

Palabras clave: acuicultura, calidad del agua, crecimiento,
Litopenaeus vannamei, probioticos.
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