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Evaluation of a recirculation system for larval production of Litopenaeus vannamei using the macroalgae
Gracilaria vermiculophylla as an effluent bioremediation organism

Abstract

Looking for sustainable alternatives to larval shrimp production and considering the documented and
successfully use of algae as biofilters for the reduction of nutrients in aquaculture effluents, the present study
was aimed on evaluating the productive and physiological response of Litopenaeus vannamei postlarvae
grown in a recirculating and effluents-bioremediation systems using Gracilaria vermiculophylla. The
production system consisted of two-250 | tanks stocked with 36,000 nauplii, and connected to a sedimentation
tank, which was followed by three 120 | units stocked with the macroalgae in the case of treatments and three
without microalgae for the control. The culture was done for 18 days during which organisms were fed, taking
samples to monitor the biometrics and physical-chemical parameters following standard procedures for larval
production. Recirculation started at day 9th, and water samples were taken daily for the analysis of
ammonium, nitrate and nitrite, as well as for the total heterotrophs and Vibrio spp. counting. The results
showed a removal of nitrogen compounds in the system with macroalgae, averaging 59%, whereas the control
only removed 12%. The number of total heterotrophic bacteria and Vibrio spp., showed a very similar
behavior. The survival of the larvae was 61% in the tanks with G. vermiculophylla and 50% in the control;
however, the other productive parameters were not significantly different. The results suggest that the
incorporation of G. vermiculophylla can represent an efficient alternative to maintain the permissible levels of
ammonium for shrimp larvae cultivation, reducing the water exchange.
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Resumen

Ante la necesidad de buscar alternativas sustentables de produccion larvaria de camaron que, y considerando
el uso exitoso y documentado de algas como biofiltros para la reduccion de nutrientes en los efluentes
acuicolas, el presente estudio se enfocd en evaluar la respuesta productiva y fisiolégica de postlarvas de
Litopenaeus vannamei cultivadas en sistemas de recirculacion y biorremediacion de efluentes, utilizando
Gracilaria vermiculophylla. Para este propdsito se disefié un sistema de produccién de larvas utilizando dos
tanques de 250 | como, mismos que fueron sembrados con 36,000 nauplios, y cada uno se conecté a un tanque
de sedimentacion seguido de tres tinas de 120 I, inoculados con la macroalga para el tratamiento y tres sin ella
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para el control. El cultivo se llevé a cabo durante 18 dias, tiempo durante el cual los organismos se
alimentaron y se tomaron muestras para monitorear los parametros biométricos y fisicos-quimicos, de acuerdo
a los procedimientos estandar. La recirculacion inicié el dia 9 y diariamente se tomaron muestras para el
analisis de amonio, nitratos y nitritos, asi como para la cuenta de heterétrofos totales y Vibrio spp. Los
resultados mostraron una remocion de compuestos nitrogenados en el sistema integrado con G.
vermiculophylla en un promedio de 59%, mientras que el control Unicamente removi6 en promedio el 12%.
En el caso de las cuentas de heterétrofos totales y Vibrio, éstas se comportaron de manera similar. Aunque la
sobrevivencia de las larvas fue del 61% en el tanque con agua tratada con G. vermiculophylla y del 50% en la
no tratada, las diferencias en los otros parametros de crecimiento no fueron significativas. Debido a la eficacia
en la remocion de N inorganico en forma de amonio del agua del cultivo larvario de L. vannamei en sistemas
de cultivo cerrados, la incorporacion de G. vermiculophylla puede representar una eficiente alternativa para
mantener los niveles de amonio permisibles para el cultivo, disminuyendo el uso de agua para recambio.

Palabras claves: postlarvas, compuestos nitrogenados, remocidn, cultivo de camardn.

Introducccion

La camaronicultura es una actividad econémica de
rapida expansion en todo el mundo como
consecuencia de la demanda mundial de alimentos,
que ha aumentado considerablemente como
resultado del crecimiento de la poblacién humana
(Martinez-Cérdova, 2009; FAO, 2016). Este
acelerado incremento ha traido consigo algunos
problemas relacionados con el impacto negativo que
la actividad provoca en los ecosistemas receptores
de las descargas ricas en nutrientes y actualmente
hay una gran preocupacién global respecto a los
impactos ambientales adversos de tales préacticas
(Bardach, 1997; Martinez Cérdova et al., 2011,
Naylor et al., 2000), asi como con la propagacién de
enfermedades y  patdgenos del  camaron,
especialmente aquellos de origen viral. Esto ha
ocasionado que en los Gltimos afios, los problemas
del sector se agraven debido a la apariciéon de
nuevos patégenos, especialmente virus y bacterias
mas agresivos, mortales y resistentes a los
tratamientos convencionales. Ademés se han
invertido muchos recursos econdmicos para tratar
de combatir estos problemas sin resultados
positivos; por lo contrario, se han agravado debido a
que se han utilizado toneladas de quimicos de
sintesis (antibidticos, desinfectantes, insecticidas,
viricidas, etc.) para tratar de eliminarlos,
aumentando con ello la contaminacion de los
estuarios y la sobresaturacién de los ecosistemas
con dichos productos. Esta crisis que vive la
industria camaronicola refleja la necesidad de
realizar cambios en los sistemas de produccién, por

lo cual se han buscado herramientas de control,
surgiendo como una alternativa el uso sistemas de
biorremediacion con los cuales se reducen o
eliminan efluentes, cargas contaminantes (Jiménez
y Balcazar, 2003; Martinez Cérdova et al., 2011), y
se evita la dispersién de patégenos hacia el medio
ambiente. Con este enfoque, se ha impulsado la
reduccion progresiva del recambio de agua hasta
llegar al cultivo sin recambio (Tacon, 2002).
Ademas, recientemente la biorremediacién de agua,
sedimentos contaminados y aguas de descarga estan
involucrando  organismos  como  bacterias,
microalgas, macroalgas e invertebrados filtradores
(Granada et al., 2015). Por estas razones es
necesario buscar alternativas, e implementar
medidas de bioseguridad que sean ecolégicamente
sustentables y econdmicamente rentables, para
impedir continuar con esta espiral de destruccion y
permitir reactivar la tan importante actividad
acuicola

La capacidad de las macroalgas para responder a la
disponibilidad de nutrientes  antropogénicos
(nitrégeno y fosforo), hace que sean un eficiente
instrumento para la biorremediacion (Marinho-
Soriano et al.,, 2011). El uso de algas como
biofiltros para la reduccidon de nutrientes en los
efluentes acuicolas, ha sido descrito como un
método efectivo y rentable (Seenivasan et al.,
2010), y se ha documentado que también es efectivo
para mejorar la calidad del agua en sistemas de
recirculacion (Chaitanawisuti et al., 2011). Con el
presente trabajo se pretende generar la informacion
cientifica necesaria para ampliar el conocimiento
sobre la efectividad de sistemas de recirculacion que
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utilicen macroalgas para la biorremediacion,
mejorando la calidad del agua asi como la respuesta
de postlarvas de L. vannamei cultivada en estos
sistemas  cerrados, considerando la  poca
informacién disponible sobre el uso de dichos
sistemas para el cultivo de postlarvas.

Materiales y métodos

Las corridas preliminares para evaluar la capacidad
de biorremediacion de la macroalga se realizaronen
las instalaciones del laboratorio de Acuicultura del
Instituto Tecnoldgico de Sonora, Campus Centro,
Ciudad Obregén, Sonora y el bioensayo final fue
llevado a cabo en el laboratorio de produccion de
postlarvas BG Almacenes y Servicios, S.A. de C.V.
ubicado en la Playa de Camahuiroa, Sonora.

Se  colectaron  ejemplares de  Gracilaria
vermiculophylla en el mes de junio, en el area de la
escollera de Camahuiroa (26°29°21”N,
109°15°5270), aprovechando wuna bajamar y
condiciones adecuadas de viento en la zona. Se
seleccionaron las algas méas brillantes y sanas; se
colocaron alrededor de dos kilogramos en bolsas
plésticas en seco, dentro de una hielera. En el
laboratorio, se lavaron cuidadosamente con
abundante agua de mar filtrada, y con ayuda de un
cepillo muy fino se eliminaron epicomensales y
arena adheridos; fueron pesadas en una béascula
analitica y se colocaron 364.67 + 6.35g en tres
cilindros de acrilico transparente (tratamiento) con
120 | de agua marina. La iluminacién y temperatura
fueron  bajo  condiciones ambientales de
invernadero.

Los nauplios fueron proporcionados por un
laboratorio productor de postlarvas en estadio de
Nauplio 5; se aclimataron y contaron por método
volumétrico. Se colocaron 36,000 nauplios en las
tinas de tratamiento y control con 250 | de agua
marina y se suministraron 60,000 células por
mililitro de la microalga Thalassiosira sp., como
alimentacion inicial. A partir del estadio Zoea | se
tomaron muestras diarias de organismos para
observar condicion fisiolégica en microscopio de
campo de campo claro Axiolab (Zeiss) y conteo de
células por mililitro de microalga en la Camara de
Neubauer. Basado en estas observaciones se
ajustaron diariamente las raciones de alimento
teniendo como referencia el protocolo de
alimentacion de un laboratorio de produccion de
postlarvas. Se realizaron muestreos diariamente

para analisis bacterioldgicos de microorganismos
heterétrofos totales y Vibrio de los tanques de
cultivo y de la microalga. Después de 18 dias,
cuando las larvas estuvieron en el estadio de
postlarva 12 (PL12), fueron colectadas, medidas y
pesadas para estimar crecimiento y sobrevivencia.
El cultivo se mantuvo bajo condiciones ambientales,
monitoreando  periédicamente  las  variables
principales de la calidad del agua: dos veces por dia
temperatura y el oxigeno, y una vez por dia la
salinidad, el pH, amonio, nitritos y nitratos,
utilizando técnicas estandar.

Del dia 1 al 8 se incorporé agua y microalgas a los
tanques de cultivo para recuperacion y aumento de
niveles hasta llegar a los 360 I, y al dia 9 se inici6 la
recirculacién, drenando inicialmente agua de los
tanques de cultivo hacia un tanque sedimentador y
posteriormente a los cilindros y réplicas de 120 |
que contenian las algas. El agua se retorn6 a los
cultivos con ayuda de cabezas de poder marca
Evans, conectadas a la tuberia del sistema. Del dia
10 al 18 se tomaron muestras para la medicion de
niveles de nitrobgeno amoniacal, nitritos y nitratos
tanto a la entrada como a la salida del tratamiento y
del control para calcular la remocion de estos
compuestos (Figura 1).

Resultados y discusion

Las algas colectadas (Gracilaria vermiculophylla)
fueron encontradas a una profundidad de 60-100
cm. La temperatura a la que se encontraron fue de
28°C y durante los dos dias de aclimatacién se
mantuvieron a 30.2 + 0.9°C. Diversos trabajos sobre
algas marinas han reportado las actividades
antibacterianas in vitro, como una alternativa a los
antibioticos comidnmente utilizados, y propiedades
nutritivas al co-cultivarlas con organismos marinos,
asi como mejoradores de la calidad del agua al
utilizarlas como biorremediadoras. En estos y otros
trabajos se ha demostrado que varias especies del
género Gacilaria, poseen dichas actividades (Abreu
et al., 2009; Cruz-Suarez, et al., 2008; Han et al.,
2013; Lavanya y Veerappan, 2011; Vijayabaskar y
Shiyamala, 2011). Especies del género Gracilaria,
tienen distribucion mundial y su presencia en el
ambiente marino obedece a las condiciones
climaticas a lo largo del afio (Han et al., 2013;
Lavanya y Veerappan, 2011; Rios et al., 2009),
predominando su incremento a partir de primavera y
finalizando en invierno; segun lo reportado por
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Figura 1. Representacion esquematica del sistema de biorremediacion con macroalgas. Las flechas indican los flujos de
agua, (L) Tanque de cultivo de larvas L. vannamei, (S) Tanque de sedimentacion, (T) Tratamiento, (C) Control, (1) Punto
de muestreo a tanque de cultivo, (2) Punto de muestreo de entrada de agua a tratamiento y control, (3) Punto de muestreo

de salida de agua de tratamiento y control.

Saad-Navarro y Riosmena-Rodriguez (2005), para
las algas rojas, division a la cual pertenecen el
Orden de las Glacilariales y que las encuentran para
el area de Baja California Sur, regiéon vecina a
dénde se hicieron los aislamientos para este
experimento. El uso de Gracilaria vermiculophyla
como agente biofiltrador o biorremediador en
cultivos multitréficos integrados con diferentes
especies acudticas, y en donde la remocion de
nutrientes en cultivos intensivos, es la preocupacién
contante para lograr una acuacultura sustentable, ha
sido bien documentada (Abreu et al., 2011;
Sanchez-Romero, 2013; Skriptsova y
Miroshnikova, 2011). No existen reportes de este
tipo de metodologias aplicadas a la produccion de
larvas de Litopenaeus vannamei, por lo que el
presente estudio adquiere relevancia.

Las variables ambientales de los cultivos larvarios,
fueron similares en el tratamiento y en el control,
aun cuando no se mantuvieron en condiciones
controladas. Durante el desarrollo del cultivo
larvario las variables fisico quimicas se
mantuvieron dentro de los valores recomendados
para el cultivo de L. vannamei (Tabla 1).

Se encontro diferencia  significativa entre
tratamiento y control respecto a la concentracion de
compuestos nitrogenados. En ambos, los valores de
TAN se mantuvieron dentro de los limites
aceptables para el camarén segin Martinez-Cordova
(2009). Durante el dia 9 se present6 el valor mas
alto, de 1.35 mg I en el tratamiento y 1.87 mg I"*

en el control, y se inici6 la recirculacion en el
sistema en el estadio de PL3. En los proximos tres
dias, la concentracion disminuyé abruptamente
tanto en el tratamiento como en el control, y
mientras en el tratamiento las concentraciones se
mantuvieron bajas hasta el final del experimento, en
el control se elevaron de nuevo a partir del dia 12
(Figura 2a). Aunque los valores de nitritos NO, y
nitratos NO3 presentaron su valor maximo en el dia
8 se mantuvieron dentro de los limites aceptables
para L. vannamei. Los valores maximos de nitratos
fueron de 8.9 mg I™* en el tratamiento y 7.1 mg 1™ en
el control (Figura 2b) y los valores maximos de
nitritos fueron de 0.30 mg I* en el tratamiento y
0.23 en el control (Figura 2c). La remocion de TAN
en el sistema integrado con G. vermiculophylla fue
del 59%, mientras que en el control Gnicamente se
removio en promedio el 12%.

La respuesta productiva de las larvas se resume en
la tabla 2. Las postlarvas del tratamiento alcanzaron
una ganancia de peso de 0.002 g en promedio, con
una talla de 7.6 mm, ligeramente inferior a los
0.003g y 8.12 mm observados en el control. Esta
diferencia no fue estadisticamente significativa
(p>0.05). La sobrevivencia alcanzada por las larvas
en el tratamiento y control fue del 61% y 50%
respectivamente. De los 364.7 + 6.4 g colocados
inicialmente de macroalgas en el tratamiento, se
cosecharon 427.3 + 41.2 g, es decir que se obtuvo
un incremento medio en la biomasa de 62.6 g
(17%).
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Tabla 1. Variables fisicoguimicas ambientales durante el cultivo de postlarvas de L. vannamei.

Tratamiento Control
Media + DS Media + DS
Temperatura (°C) 326+14 32516
Oxigeno (mg I 49+15 49+0.3
Salinidad (ppm) 374+16 36.7+14
pH 8.0+0.2 8.0+0.2
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Figura 2. a) Concentracién de NH," mg I"%, b) Concentracién de NO, mg I, ¢) Concentracion de NOg mg I,
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Los maximos crecimientos de Vibrio en el
tratamiento fueron en el dia 12 con 890 UFC ml™,
mientras que en el control el maximo se observd en
el dia 11 con 950 UFC ml™. Los méximos
crecimientos de heterdtrofos totales fueron de
51,300 UFC ml™ al segundo dia en el tratamiento y
36,300 UFC ml™ al tercer dia en el control (Figura
3). Es importante llevar un seguimiento de los
crecimientos bacterianos en los sistemas de cultivo,
y principalmente las bacterias del género Vibrio, ya
que segin Lightner y Redman (1998), los
problemas ocasionados por bacterias en los sistemas
de cultivo larvario de camarén son considerados

como los principales causantes de mortalidad en
todo el mundo por que las comunidades bacterianas
son susceptibles a las fluctuacion de las variables
que ocurren durante el desarrollo del cultivo
larvario, y en muchas ocasiones un aumento en el
namero hace que proliferen patégenos nocivos que
provocan mortandad en los organismos cultivados
(Morales-Covarrubias, 2010).

Conclusiones

Con los estudios realizados se ha demostrado que la
macroalga Gracilaria vermiculophylla es eficaz en

Tabla 2. Respuesta productiva de L. vannamei en el cultivo larvario con G. vermiculophylla.

Tratamiento Control
Peso final larvas (g) 0.002 £+ 0.0001 0.003 £+ 0.0001
Talla final larvas (mm) 7.6+0.83 8.1+1.00
Sobrevivencia 61% 50%
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Figura 3. Crecimiento bacteriano de Vibrio spp. y heterétrofos totales.
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la remocion de N inorganico en forma de amonio
durante el cultivo larvario de Litopenaeus vannamei
Yy que su integracién a los sistemas de cultivo
cerrados de cria de postlarvas (en recirculacién),
puede representar una eficiente alternativa para
mantener los niveles de amonio dentro de los
limites permisibles para el cultivo, disminuyendo el
uso de agua de recambio.
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