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Resumen

La caida en la produccién del camardn blanco en México estd asociada principalmente a
enfermedades, infraestructura deteriorada y el uso de tecnologias obsoletas. Para hacer frente
al declive en la produccién se requieren sistemas bioseguros y econdmicamente eficientes. El
cultivo foto-heterotrofico es un sistema hibrido basado en la mezcla entre organismos
heterotrdéficos, quimio-tréficos y autotrdficos, que se presenta cuando existe un balance en los
nutrientes, la concentracién de oxigeno disuelto adecuada y la capacidad de transporte de
particulas necesaria, resultado del uso de sistemas de aireacidn. La aireacién es fundamental
para estabilizar el sistema y lograr que el recambio de agua sea minimo, optimizando el cultivo.
Sin embargo, el costo relacionado con este concepto puede ser significativo. El objetivo de la
presente investigacion fue caracterizar el impacto de diferentes sistemas de aireacién en la
produccién del cultivo intensivo foto-heterotréfico, establecer el efecto de la reduccion en el
tiempo de aireacién en la respuesta productiva, y caracterizar el impacto en las respuestas
fisioldgica. Se presenta también, un andlisis preliminar de la respuesta a nivel del genoma del
organismo. Se llevd a cabo un ciclo de produccion durante la primavera-verano para generar
informacién relativa al impacto de los sistemas continuos de aireacién en la calidad de agua,
sobrevivencia, factor de conversidn alimenticia y biomasa. Un segundo ciclo de produccion
permitio establecer el efecto de la reduccidn en el nivel de aireacion de 24 a 12 horas por dia. La
hipdtesis nula establecié que no existe una modificacién en la respuesta productiva del
organismo relacionada con el tipo de equipos utilizados o el tiempo para realizar el proceso de
aireacion, y que esta reduccién no afecta la respuesta fisiolégica del organismo. En la primera
evaluacién se obtuvieron rendimientos promedio de 17.1, 16.9 y 16.6 t/ha para estanques de
cultivo replicados con dos aspiradores, dos aireadores de paleta o un aspirador y un aireador de
paleta de 2 hp, respectivamente. La sobrevivencia no fue significativamente diferente entre los
sistemas y promedié 84.97% después de 105 dias de cultivo. El costo de produccidn por
hectarea equivale a $776,336 y los ingresos por venta fueron de $1°435,678, por lo que la
utilidad neta fue de $659,342. La segunda evaluacion permitié establecer que una reduccion del
tiempo de aireacién a 12 hrs/dia resulta en una incapacidad de los organismos para alcanzar
tasas maximas de crecimiento. Los resultados mostraron que con 24 horas de aireacién por dia
se alcanzaron tallas promedio de 15.4 + 0.21 g, con una biomasa de 18,851 + 325 kg/ha,
mientras que el promedio fue de 10.84 + 0.07 g (biomasa = 13,179 * 390 kg/ha) cuando el
tiempo de aireacion fue de 12 hrs/dia. No hubo diferencias significativas en sobrevivencia
(promedio de 81.3%). El consumo de oxigeno (0.3875 mg0,/g/hr) y el punto critico (1.3 mg O /I)
fueron significativamente mds altos con aireacién reducida, lo que indica un mayor consumo de
energia para el metabolismo rutinario y una menor tolerancia a condiciones adversas de cultivo
cuando se reduce la aireacion. El analisis preliminar de la expresion génica en un microarreglo
heterdlogo mostré que los organismos cultivados con aireacion restringida evidencian una
afectacién de la capacidad de producir eficientemente ATP, asociado a procesos de fosforilacidon
oxidativa, que interviene en 90% del uso de energia celular. Esto se refleja en una pérdida en la
capacidad de crecimiento. Por otro lado, la sobre-expresion de genes indicativos de actividad de
serina, la cual se relaciona con la activacién de la cascada fenoloxidasa, se asocia a la pérdida de
la capacidad de respuesta inmune del organismo en condiciones de estrés. Estudios posteriores
deberan confirmar su correlacion con el efecto de las condiciones de cultivo en el camardn. Se
concluye que el cultivo intensivo foto-heterotréfico es una buena alternativa para la industria
camaronera, ya que permite un alto rendimiento por unidad de drea a la vez que se reducen



costos en alimentacién y energia por bombeo de agua, manteniendo condiciones estables de
cultivo y minimizando la posible entrada de patdgenos al sistema.

Palabras clave: Tiempo de aireacién, cultivo foto-heterotréfico, camardn Litopennaeus
vannamei, respuesta fisioldgica
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Summary

The drop in shrimp production in Mexico has been associated mainly to diseases, outdated
infrastructure and the use of obsolete technologies. To counter this, bio secure and
economically efficient systems are needed. The photoheterotrophic culture is a hybrid system
that mixes heterotrophic, chemotrophic and autotrophic microorganisms when a balance is
struck in the ecosystem between nutrients, available dissolved oxygen and a capacity for
particle transportation, through aeration. Aeration is fundamental to stabilize the system,
minimize water exchange so that culture is optimized. However, the cost for its use can be
significate. The object of the present research was to characterize the impact of different
aeration equipment for the intensive photoheterotrophic production of shrimp, establish the
effect of a reduction in aeration time and characterize the impact on the physiological response
of the organism. A preliminary analysis of the genome response is also presented. A spring-
summer culture cycle was conducted to generate information on the continuous use of
different aeration equipment on water quality, survival, food conversion ratio and vyield. A
second production cycle tested the reduction of aeration from 24 to 12 hours per day. The null
hypothesis established that there would be no differences in production from different aeration
equipment use or from a reduction in aeration time, and that this reduction would not impact
the physiological response. Average yields of 17.1, 16.9 and 16.6 t/ha were obtained during the
first evaluation for replicate ponds with, respectively, two 2 hp aspirators, two paddlewheels,
and one each, an aspirator and a paddlewheel. Survival was not significantly different among
treatments averaging 84.97% after 105 days of culture. Production costs per hectare was
$776,336 pesos and gross income $1°435,678, giving a net income of $659,342. The second
evaluation established that reducing aeration to 12 h/day would not allow the shrimp to
maximize growth. The 24 h/day aeration treatment resulted in a final weight of 15.4 + 0.21 g,
and a biomass of 18,851 + 325 kg/ha, while the averages were 10.84 + 0.07 g and 13,179 + 390
kg/ha when aeration was 12 h/day. There were no statistical differences in survival (av. 81.3%).
The oxygen consumption (0.3875 mg0,/g/h) and critical point of oxygen saturation (1.3 mg O/I)
were higher on shrimp with restricted aeration, indicating more energy expenditure for routine
metabolism and a reduced capacity to withstand adverse culture conditions. A preliminary
analysis of genic expression showed that, on a heterologous micro array, organisms with
restricted aeration evidenced an affectation on the capacity to produce ATP, associated to
oxidative phosphorylation that intervenes on 90% of cellular energy use. This would be shown
as a loss in growth capacity. On the other hand, the over-expression of genes indicative of serine
activity, which is related to the activation of the phenoloxidase cascade, is associated with the
loss of the body's immune response capacity under stress conditions. Future studies are needed
to confirm these findings and the potential correlation with culture conditions. It is concluded
that the intensive photoheterotrophic culture is a good alternative for the shrimp industry, as it
allows for high yields to be obtained in limited space, reduce the costs for feeding an energy for
water pumping, maintaining stable culture conditions and minimizing potential pathogen
entries to the system.
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1. INTRODUCCION

La produccién acuicola crecid a un ritmo anual de 6.2% (Martinez-Cérdova et al., 2015) de 1970
a 2008. En los ultimos 10 afios, su contribucion pasé de 34.6 a 59.9 millones de toneladas, lo
cual representé un incremento del 42.3%. Actualmente se producen 82,1 millones de toneladas,
que representan el 46 % de pescados y mariscos (FAO, 2020). La camaronicultura, en particular,
genera anualmente alrededor de 4 millones de toneladas (Figura 1) representando el producto

acuicola-pesquero mas importante, desde el punto de vista econédmico (GOAL, 2013; FAO 2020).

Global farmed shrimp production
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Figura. 1 Produccion mundial de camardén por Acuicultura. Tomado de National Fisheries
Institute (2020).

El camardn blanco L. vannamei es la especie preferida para el consumo en los Estados Unidos, el
mayor mercado de camardn del mundo. Existe también una fuerte demanda de esta especie en
los mercados de Europa, China, Taiwan y Tailandia (Briggs et al., 2005). Por lo que la produccion
de este crustdceo ha venido adquiriendo cada vez mayor relevancia en los paises que se

encuentran en las zonas tropicales y subtropicales del mundo.

La camaronicultura genera empleos, divisas y da ganancias econémicas para las empresas del

sector. Sin embargo, enfrenta una problematica relevante, donde las enfermedades, la caida de



precios, el aumento en el costo de produccion y la falta de lineas genéticas adecuadas (Figura 2)
se unen a los problemas de falta de sustentabilidad relacionados con el impacto ambiental que
causan los efluentes de las granjas sobre los ecosistemas receptores de las descargas y la
dependencia en la harina de pescado, para la fabricacién de alimentos balanceados (Martinez-

Cordova et al., 2015).

GOAL 2018 Survey: Issues & Challenges in Shrimp Aquaculture -
All Countries

Al indCole

Figura 2. Principales retos de la produccion mundial de camarén. Tomado de Global
Aguaculture Alliance (2018).

El 95% de las granjas en México utilizan grandes volimenes de agua, los cuales retornan a los
cuerpos de agua costeros con una carga organica mayor al 200% (Anaya, 2012), provocando
eutrofizacién, alteracién de flora y fauna bentdnicas y el florecimiento de organismos nocivos a
la salud de los organismos en la zona (Martinez-Cérdova, 1998). Para enfrentar dichos retos, se
busca intensificar la produccién con minimo recambio de agua, ya que existe una competencia
creciente por espacios y recursos con otras industrias, aunado a la necesidad de disminuir
costos de produccién para incrementar el margen de ganancia y la competitividad (Tacon et al.,

2002; Villarreal et al., 2012).

El fitoplancton constituye el primer escalon de la cadena alimenticia del ecosistema del
estanque, contribuye a la nutricion del camardn y es rico en aminoacidos esenciales, acidos

grasos poli-insaturados, acido ascoérbico (vitamina C) y riboflavina (vitamina B2) (Brown et al.,



1997). Durante el dia, el fitoplancton produce oxigeno y absorbe directamente algunos
productos metabdlicos producidos en el estanque, como amoniaco y bidxido de carbono,
afectando negativamente la salud de los organismos (Yao et al., 2001). Esta funcion es relevante
en la regulacidon de pardmetros de calidad de agua (Alonso-Rodriguez et al., 2004). Wasielesky
et al. (2006) mencionan que los sistemas de cultivo basados en la productividad primaria

(fitoplancton) alcanzan producciones de 500 kg/ha.

Bowen y McIntosh (2006) indican que el desarrollo de sistemas a base de bacterias
heterotrdficas, que dominan la comunidad microbiana del medio acudtico, asimila de 10 a 100
veces mas residuos nitrogenados, cuando se compara con sistemas basados en productividad
primaria (microalgas). Estos residuos, llamados “biofloc”, generan residuos con proteina de alta
digestibilidad que aprovechan los organismos cultivados. En estanques a cielo abierto las
bacterias interactuan con productividad primaria, lo que da origen a los llamados sistemas
hibridos o “foto-heterotroéficos” (Moreno-Figueroa, 2017). Villarreal et al. (2012) establecen que
es esencial lograr un manejo optimizado de estos sistemas, incluyendo el alimento que se
suministra en funcién a la biomasa de camarén y la cantidad de movimiento mediante el uso de
sistemas de aireacion, que transporta particulas en suspensién y proporciona oxigeno
suplementario. Los microorganismos utilizados como base para la produccion deben mostrar
inocuidad, poseer rapida colonizacidn en el huésped y tener un efecto antagdnico en el
desarrollo de bacterias potencialmente patdgenas (p.e. Vibrio spp.), por lo que generalmente se
prefieren organismos locales de la zona donde se realiza el cultivo del camardn (Rodriguez-
Méndez et al., 2006). Estos microorganismos son capaces de reducir la concentraciéon de
metabolitos téxicos (como los productos nitrogenados) en la columna de agua o constituirse
como una barrera bioldgica que evita la colonizacién del tracto digestivo del camardén para

promover un crecimiento adecuado (Huys et al., 2001; Torres-Beristain, 2005).

La aireacion tiene un papel fundamental en el cultivo de camardn ya que permite difundir el
oxigeno del ambiente para mantener el nivel de oxigeno disuelto en el agua, movilizar los
nutrientes en la columna de agua mejorando el desarrollo del fitoplancton y la descomposicién

de materia organica (Hernandez-Gurrola, 2016). La aireacién es fundamental cuando la carga
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organica del alimento ocasiona que este pase de ser autotrofica a heterotréfica, ya que los
estanques heterdtrofos tienen una produccién negativa de oxigeno debido al exceso de
consumo de éste (Tacon et al., 2002; Villarreal et al., 2012). Consecuentemente, la aireacion se
utiliza para corregir la pérdida de oxigeno y estabilizar el nivel diurno de oxigeno. Mohanty
(2001) ha indicado que los estanques semi-intensivos pueden ser aireados durante la noche,
pero que la aireacién durante el dia no es necesaria. Sin embargo, Sanares et al. (1986)
mencionan que la aireacién diurna puede ser negativa pero que, en estanques que reciben una
cantidad significativa de alimento, pueden requerir aireacidn continua para mezclar el agua y
evitar condiciones anaerdbicas en el fondo. Esto quiere decir que la aireacion se incrementa de
12 horas por la noche a 24 horas al dia, conforme el cultivo avanza. Sin embargo, la aireacién
puede no resultar en un incremento sustancial de produccidon haciendo la produccién poco

viable (Naranjo-Paramo, 2009).



2. ANTECEDENTES

2.1 Biologia y produccién del camarén blanco Litopenaeus vannamei

El camardn blanco, L. vannamei, es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico, y se
encuentra desde Sonora, México, hasta Tumbes en Perd, en aguas marinas tropicales y
subtropicales (FAO, 2011). Son organismos altamente adaptables, lo que los hace deseables
para la acuacultura, ya que los adultos se reproducen en mar abierto, donde los machos
maduran a partir de los 20 g y las hembras a partir de los 28 g en una edad de entre 6 y 7 meses.
La postlarva migra a la costa y la etapa juvenil y pre-adulta se desarrolla en esteros, lagunas y

manglares (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida natural del camarén blanco, L. vannamei (Fuente: FAO, 2011).

La produccién comercial de camardn ha sido exitosa a nivel mundial, ya que cuenta con
desarrollos tecnoldgicos efectivos para su crianza en sistemas controlados. Recientemente se ha
evidenciado que tolera densidades altas con altas sobrevivencias al final del cultivo (Arredondo-

Figueroa, 2002). Sin embargo, la presencia de enfermedades, en Asia y América Latina, y los



problemas de calidad del agua, han causado pérdidas econdmicas significativas (FAO, 2011). En
Meéxico, la produccion principal por cultivo se da en el Noroeste de México, donde las granjas
llevan a cabo uno o dos ciclos de produccidn semi-intensiva, dependiendo de la presencia de
enfermedades, demanda y precio de venta (ISAPESCA, 2017). México ocupd el séptimo lugar a
nivel mundial en el cultivo de camarén en 2010, aportando 115,000 t de las 3°778,000 t de la
produccién mundial. Sin embargo, en 2013, la industria sufrié un colapso significativo, originado
por enfermedades relevantes como mancha blanca y mortalidad temprana (Leafio y Mohan,
2012; Pefa-Navarro et al., 2013) por lo que la produccién anual disminuyé a 50,000 toneladas

(CONAPESCA, 2011; Villarreal et al. 2019).

La mortalidad temprana es causada por una cepa patégena de Vibrio parahaemolyticus, que se
introduce por via oral por los detritos que se encuentran en la columna de agua y el fondo del
estanque, produciendo toxinas que afectan la funcién del hepatopancreas (Pefia-Navarro et al.,
2013). A fin de poder prevenir estos problemas sanitarios es fundamental el manejo eficiente de
la microbiota en el sistema de cultivo, generando una cadena trdéfica bien estructurada entre los
nutrientes y el conjunto bacteria-microalga (Moriarty et al., 2000). Avnimelech (1999) indicé
que esto es posible si se emplea aireacion y un balance adecuado de carbono/nitrégeno (C: N),
manteniendo una proporcién de 15-20:1, asi como la adicién de probidticos (Tseng et al., 2009),

gue también propician el aumento de la actividad fagocitica inmuno dependiente.

Browdy et al (2006) indicaron que aplicando este balance C: N se mejora la calidad de agua, asi
como la tasa de crecimiento del camarén. Para esto se requiere optimizar el suministro de
alimento suplementario, reduciendo el nivel de proteina de la racién y maximizar el uso del
valor proteico del detrito (Burford et al., 2004). Esto limita la concentracion de metabolitos
téxicos (Avnimelech, 2012) y reduce el costo de produccion (Hari et al., 2004; Villarreal et al.,

2012).

Por otro lado, una estrategia para mejorar las condiciones de bioseguridad de un cultivo se
relaciona con limitar la interaccién con el medio ambiente durante el suministro y la descarga

de agua mediante el uso de aireacion artificial y/o la disminucion del recambio de agua. Vinatea
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y Carvalho (2007) mencionan que la aireacién se debe considerar esencial para cubrir los

requerimientos fisioldgicos del organismo de cultivo.

Por su lado, Sandifer y Hopkins (1996) establecen que con el uso de aireacién se puede reducir
el recambio de agua, mantener una concentracion de oxigeno disuelto estable y los sélidos
sedimentables en suspensidén, mientras que Mcintosh y Fitzsimmons (2003) y Samocha et al.
(2007), entre otros, indican que reducir el recambio de agua limita el riesgo de infeccién y de
eutrofizacién del agua. De ahi han surgido tecnologias basadas en la homogeneizacion de las
condiciones en la columna de agua para estimular el crecimiento de bacterias heterdtrofas que
permitan incorporar a la cadena tréfica la materia organica suspendida, una vez que esta ha

sido parcialmente oxidada (Burford et al., 2004).

2.2 Uso de recambio de agua y aireacion en la acuicultura

2.2.1 Recambio de agua

El éxito en el cultivo de camardn se ha alcanzado utilizando altas tasas de recambio de agua
(Otoshi et al., 2003), tanto para el control de florecimientos (“blooms”) de fitoplancton, como
para prevenir el deterioro de otros pardmetros de calidad de agua por eutroficacién (Burford et
al., 2003). Ademads, en la regidn noroeste de México la reduccién del recambio de agua es un
reto ya que, debido a las altas tasas de evaporacion, la salinidad del agua se incrementa

(Martinez et al., 1997), estresando al organismo (Villarreal et al., 2003).

Por otro lado, los sistemas sin recambio de agua, intensivos y super-intensivos, se han utilizado
para disminuir la tasa de alimentacién del camarén (Avnimelech, 2012), limitando las pérdidas
de microalgas y nutrientes. Esto trae como beneficio la reduccién en el impacto de los cuerpos

de agua adyacentes (Boyd, 1999) y la reduccién de costos de energia para bombeo.



2.2.2 Aireacion

Como se menciona anteriormente, la aireacion funciona como fuerza de circulacion y mezcla del
agua de un estanque, por un lado, y propicia el intercambio de gases con la columna de aire
atmosférico, resultando en un incremento en la cantidad de oxigeno disuelto (Boyd, 1998).
También se reducen la posibilidad de la presencia de zonas andxicas y la estratificacion de
temperaturas. Los equipos mas utilizados para airear estanques de cultivo de camarén son los
aireadores de paleta y los aspiradores, que forman parte esencial del sistema intensivo de

produccién (Kumar et al., 2010).

2.3 Sistemas de produccion de camaron

Los sistemas de cultivo se pueden clasificar en cuatro categorias de acuerdo a la densidad de
siembra y las caracteristicas asociadas a su manejo (Martinez-Palacios, 1992). (1) Los estanques
extensivos utilizan grandes extensiones de tierra (hasta 100 hectdreas), hay poco control del
sistema y la produccion es entre 500 y 1,000 kg/ha. (2) Los estanques semi-intensivos de tierra
son de tamafo moderado (1-20 ha), recambio de agua de 5-20%/dia, densidad de siembra entre
5y 25 individuos/m?, aireacion parcial, alimentacién suplementaria y fertilizacién inicial. Se
produce de 1 a 5 ton/ha/afio. (3) En el cultivo intensivo se utilizan estanques pequefios (0.1-2
ha), de tierra o recubiertos con membrana plastica, con recambio de agua de 25-100%/dia. La
densidad de siembra es de 25 a 100 individuos/m? y se utiliza aireacién particularmente durante
la noche. Los rendimientos van de 5 a 15 ton/ha. (Tacon, 2002). (4) En un sistema
hiperintensivo, se requiere un control total del proceso de produccién en estanque de pequefio
tamafio donde se elimina el recambio de agua, la aireacidén debe alcanzar niveles de 4-6 mg/| de
oxigeno disuelto y la densidad de siembra es de mas de 120 organismos/m?, con rendimientos
cercanos a 20 ton/ha/ciclo (Villarreal et al., 2019). Experimentalmente en un sistema intensivo
de tipo heterotrofico (biofloc), se pueden producir hasta 100 ton/ha de camardn (Tidwell,

2012).

Aunque la produccién actual de camardn es cercana a las 140,000 toneladas por ano

(CONAPESCA, 2020), el Plan Rector Nacional de Pesca y Acuicultura (CONAPESCA, 2008)
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establecié una meta de 300,000 toneladas, Unicamente para cubrir la demanda nacional que se
tendrd para el afio 2030. Si se busca incrementar la produccién y la rentabilidad (Piedrahita,
2003; Bosma y Verdegem, 2011; Gyalog et al., 2011), México debe seguir la tendencia mundial
de la industria hacia la intensificacidn y la hiper intensificacion. Existen diferentes sistemas hiper
intensivos que deben ser evaluados y las estrategias necesarias para su manejo (Moreno-

Figueroa, 2017):

2.3.1 Sistema Fototrofico

Villarreal et al. (2012) indican que el sistema fototréfico se basa en la productividad autétrofa
generada por microalgas, por lo que requiere de fertilizacién, ya sea organica o inorganica, para
incrementar los niveles de nitrégeno y fdsforo. Estos sistemas requieren estanques a cielo
abierto (expuestos al sol) de tierra o recubiertos con membrana plastica entre 0.5 y 1 ha de
superficie (Villarreal, 2005). De dia la fotosintesis genera oxigeno. Por la noche, es comun que
disminuya la concentracién de oxigeno disuelto, pudiendo afectar a los organismos cultivados,

incluso causando la muerte (Avnimelech, 2012).

Por otro lado, Ebeling et al. (2006) mencionan que el nivel de amonio estd asociado a la

concentracion de microalgas, ya que son éstas las encargadas de su asimilaciéon y remocion.

Nutricionalmente, las microalgas proporcionan diversos compuestos. Brown (1997) establecio
gue las microalgas pueden aportar 20% de lipidos, 25% de carbohidratos y hasta 50% de
proteinas. Algunas etapas larvales de los crustdceos pueden nutrirse completamente de
microalgas, pero también alimentan al zooplancton que forma parte de la cadena tréfica en
sistemas de cultivo (Alonso-Rodriguez et al., 2004) que es mas relevante al aumentar la

intensificacion.

En el sistema intensivo fototrofico la densidad de siembra varia entre 30-100 organismos/mz,
con una produccion entre 5y 10 t/ha por ciclo. Debido a la acumulacién de metabolitos toxicos,
asi como para evitar problemas de anoxia, utilizan un recambio de agua de 15-30%/dia y

aireacion mecanica (Villarreal et al., 2012).
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2.3.2 Sistema Heterotrofico

Se desarrollan principalmente en invernaderos a fin de controlar la temperatura, incrementar la
bioseguridad y generar floculaciones (“bioflocs”) de materia organica, microalgas, protozoarios
y bacterias, lo que permite una intensificacion de la produccién y reduccion de los problemas
relacionados con la sanidad (Avnimelech, 2012). El consumo del biofloc reduce el factor de
conversidn alimenticia aparente, y contribuye al incremento de la tasa de crecimiento del
camaron (Burford et al.,, 2004). Las comunidades de microorganismos son eficientes en la
remocién del nitrégeno amoniacal (Schrader et al., 2011), utilizando compuestos lixiviados de
heces y alimento no consumido, para transformarlo en proteina, que es aprovechada por el
organismo en cultivo (Emerenciano et al., 2013). Esto permite reducir, e incluso eliminar, el
recambio de agua, por un lado, y reducir la demanda de alimento suplementario, ya que la
biomasa del fléculo se convierte en la principal fuente de proteina asimilable (31-43%), de
carbohidratos (14-31%) y de lipidos totales (0.1-10%) (Burford et al., 2004; Avnimelech, 2006;
Crab et al., 2010; Krummenauer, 2011).

El sistema heterotréfico de camardn requiere condiciones de calidad de agua constantes, con
temperatura alrededor de 30°C, altos niveles de oxigenacion (6 mg/l) y movimiento de agua
mediante aireacion constante. El biofloc cuenta con una estructura poco densa, que permite el
paso de agua y nutrientes a través de su masa. El movimiento de agua generado por la aireacién
lo mantiene en la columna de agua y retrasa su sedimentacion al fondo del estanque,

(Avnimelech, 2012).

El nitrégeno amoniacal y otros compuestos como el nitrito (NO;’), provenientes del catabolismo
de proteinas y la descomposicién de materia orgdnica, son generalmente abundantes, propician
el desarrollo de microalgas y, en niveles altos, resultan toxicos para el camardn (Avnimelech,
1999; Frias-Espericueta y Paez-Osuna, 2001). Generalmente, las bacterias quimioautétrofas
nitrificantes (Nitrospira sp., Nitrobacter sp.) son eficientes para desdoblar estos desechos, pero
(Ebeling et al., 2006) mencionan que tienen un tiempo de generacién mas lento, asi como una
susceptibilidad a los cambios en su ambiente. Por ello, con la adicion de fuentes de

carbohidratos (melaza, salvado de arroz o trigo) para ajustar la proporcion C: N, cercana a 20:1,
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se estimula principalmente el crecimiento bacteriano heterétrofo, como Pseudomonas sp. y
Bacillus sp., en el estanque (Avnimelech, 2006; Crab et al., 2010; Monroy-Dosta et al., 2013).
Estas incorporan los compuestos nitrogenados a su biomasa como proteina (Hargreaves, 2013)
y sirven como inmunoestimulantes debido a que poseen polisacaridos que actian directamente
en el sistema inmune de los organismos en cultivo (Crab et al., 2010), por lo que son deseables
en el sistema. Sin embargo, el biofloc genera lodos sedimentables, que deben ser removidos

mecanicamente.

Segun Wasielesky et al. (2006), lineas genéticas de calidad a una densidad de siembra de hasta
500 organismos/mz, producen tasas de crecimiento de 1.5 g/semana, sobrevivencia de mas de

70% y biomasas de 80 t/ha. en tanques heterotrdéficos en invernaderos.

2.3.3 Sistema Foto-heterotrofico

De acuerdo con Villarreal et al. (2012), el sistema foto-heterotrofico busca el desarrollo de
organismos heterotréficos y autotréficos producto del balance en los nutrientes suministrados,
la concentracion de oxigeno disuelto y el transporte de particulas por uso de sistemas de
aireacion. Algunos autores (Mclntosh, 2001; Shishehchian, 2012; Huda et al., 2013) lo describen
como un sistema hibrido también llamado “semi-biofloc”, “mixotréfico” o “biofloc-verde”

(Figura 4).
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Figura 4. Esquema de un sistema Foto-Heterotroéfico (Tomado de Moreno-Figueroa (2017).

De manera similar al sistema heterdétrofo, se genera un floculo con algas verdes, bacterias,
detritos, particulas organicas y protozoarios (Huda et al., 2013). El agregado es utilizado como
alimento de la especie cultivada, permite controlar la calidad del agua por lo que el recambio de
agua es minimo. Sin embargo, Moreno-Figueroa (2017) menciona que, contrario al sistema
heterdtrofo, en donde predominan bacterias, el balance entre los microorganismos autotroéficos
y heterotréficos es de 30-40% fitoplancton y 60-70% de bacterias, siempre y cuando la
circulacion del agua para evitar estratificacion y el balance bacteria-microalga sean adecuados,
con una saturacion de 4 ppm de oxigeno disuelto como minimo (Huda et al., 2013). Esto es
debido a que el sistema se desarrolla a cielo abierto y no en invernaderos. Pérez-Rostro et al.
(2014) indican que el sistema hibrido microalga-bacteria es mas eficiente en términos de
biorremediacién, ya que el aprovechamiento de metabolitos nitrogenados es hasta 100 veces
mas rdpido con bacterias heterétrofas que con microalgas (Rosenberry, 2006), y la diversidad de
alimento vivo disponible, permite reducir la cantidad de alimento suplementario necesaria para

cubrir los requerimientos nutricionales.
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Wasielesky et al. (2006) y Moreno-Figueroa et al. (2017) indican que el cultivo foto-
heterotréfico produce en promedio 17 t/ha de camardn en 90 dias de cultivo, con un FCA de 1.4

y un peso de 19 g por organismo.

2.4 Metabolismo rutinario y punto critico

Generalmente se conoce que el manejo inadecuado durante el cultivo propicia el deterioro de
los parametros de calidad de agua afectando la produccién comercial (Boyd y Tucker, 1998). El
camaron blanco ha demostrado que es una especie robusta, lo que la hace deseable para el
cultivo (Rosenberry, 2006; Villarreal et al., 2012). Sin embargo, como cualquier especie acuicola,
presenta requerimientos minimos para su éptimo desarrollo (Villarreal, 2005). Para optimizar la
respuesta del organismo y su produccién se ha establecido que la concentracion de oxigeno
disuelto debe mantenerse por encima de 4 mg/L (Seidman y Lawrence, 1985; Ocampo et al.,
2000). Carrefio-Ledn et al. (2014) indicaron que cuando los niveles de saturaciéon de oxigeno en
el agua son bajos se presentan mecanismos de compensacion a hipoxia: a) aumento de la
concentraciéon de hemocianina; b) aumento de la afinidad de la hemocianina por el oxigeno; y c)
cambios en el metabolismo de la glucosa y el lactato (Astete-Espinoza et al., 2010). Ulaje-
Fernandez (2015) menciond que exposiciones agudas y crénicas a bajos niveles de oxigeno
afectan la tasa de ingestidon de alimento en el camarén peneido debido a la reduccion de la
demanda metabdlica. Si el problema es recurrente, esto se vera reflejado en una caida en la
tasa de crecimiento, como consecuencia de una afectacion de la capacidad de asimilacién de
proteina y la consecuente baja en la conversidon en biomasa. Por ello se considera que estimar
tasa metabdlica y nivel critico de oxigeno de un organismo puede contribuir a establecer
criterios para optimizar el rendimiento productivo en condiciones especificas de cultivo

(Villarreal, 1989).

Se define como tasa metabdlica basal aquella que considera funciones vitales como la
respiracion, circulacién o tono muscular en condiciones de reposo durante el ayuno (Torres-
Mendoza, 2007). Sin embargo, James (1989) indica que en animales poiquilotermos no es
posible definir una tasa metabdlica basal, porque la respuesta es termo-dependiente. McMahon

(2001) indica que, en este caso, se puede determinar la tasa metabdlica rutinaria, la cual se
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mide a una temperatura bioldgicamente significativa como, por ejemplo, aquella que permite

crecimiento éptimo durante el cultivo (Villarreal, 1989).

La tasa metabdlica se estima por medio de calorimetria, en base a la energia metabdlica
liberada. En crustadceos se puede determinar por calorimetria indirecta a partir de la oxidacién
de los principales nutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos) y se refiere al consumo de
oxigeno disuelto en funcién del tiempo, en organismos en ayuno. La medicién puede variar en
base al peso del organismo (Villarreal, 1989). Un animal que presente una tasa metabdlica
menor (i.e. un menor consumo de oxigeno), respecto a otro animal de la misma talla, serd mas
eficiente metabdlicamente y estard mejor preparado ante situaciones adversas de bajas de

oxigeno en los estanques de cultivo (Torres-Mendoza, 2007).

La capacidad de adaptacidon del organismo de cultivo a variaciones en la concentraciéon de
oxigeno se puede definir estableciendo el intervalo de regulacién y el punto donde inicia la
conformacion metabdlica. Un animal que regula mantiene su respuesta fisioldgica a pesar de las
perturbaciones en el medio ambiente, mientras que un animal que conforma es aquel que
cambia sus niveles internos en base a las variaciones del medio (McMahon, 2001). Villarreal
(1989) establecid criterios donde se considera a un organismo como regulador de su tasa
metabdlica hasta cierto nivel de saturacidn de oxigeno en el agua. Una vez que se alcanza ese
nivel de saturacidon de oxigeno, el organismo empieza a conformar su respuesta. Este nivel se
considera como punto critico donde inicia el nivel letal. Aqui, la energia por respiracién es
utilizada solo para las funciones metabdlicas esenciales. Fisioldgicamente, un organismo que
presente un menor punto critico de oxigeno estard mejor preparado frente a eventos de hipoxia

en el estanque.

En el medio natural los organismos pueden aclimatarse en el tiempo si se presentan condiciones
adversas en factores abidticos o bidticos, con respuestas fisiolégicas, bioquimicas y de
comportamiento, como estrategia de sobrevivencia (McMahon, 2001). Entre los mas

importantes factores se encuentran: temperatura, pH, salinidad, nutrientes o su carencia,
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metabolitos, ciclo de muda, maduracion sexual y competencia. En estanques de cultivo los

cambios pueden ser mas repentinos influenciando el estado fisiolégico del animal.

La metodologia utilizada para la determinacion del metabolismo energético es por calorimetria
indirecta, en la cual se asume que toda la energia se deriva del metabolismo oxidativo de
carbohidratos, lipidos y proteinas (Gelineau et al., 1998). Por otro lado, Hopkins y Cech (1994)
mencionan que evaluar el metabolismo respiratorio midiendo el consumo de oxigeno es factible
ya que es un indicador sensible y no invasivo de la condicién fisioldgica, por medio del cual se
puede cuantificar la cantidad de energia que esta siendo utilizada por el organismo. Este valor
permanece casi constante, independientemente de la oxidacion de grasas, carbohidratos o
proteinas (Schmidt-Nielsen, 1997), por lo que diferencias en los valores reflejan una condicidn
fisiolégica diferente. En estudios de especies cultivadas, se han utilizado la determinacién de la
tasa metabdlica y del punto critico de oxigeno para conocer la capacidad de adaptacion del
organismo a condiciones cambiantes y/o estresantes en el sistema. Varios autores (p. ej.
Wickins, 1976; Paterson y Thorne, 1993; Rosas et al., 1995; Villarreal et al., 2003;) han
reportado valores de tasa metabdlica de 0.38 a 1.56 mg/0,/h para diferentes crustaceos. Por
otro lado, puntos criticos de 1.3 a 2.0 mgO,/L han sido registrados (Seidman y Lawrence, 1985;

Villarreal, 1989; Ocampo et al., 2001).

2.5 Expresion génica asociada a la respuesta fisioldgica

Como se mencioné inicialmente, el camardn blanco es una especie altamente adaptable al
cultivo. Esto quiere decir que cuentan y han desarrollado mecanismos de adaptacién que
permiten enfrentar los procesos de estrés a los que se enfrentan con mayor o menor éxito. La
capacidad de respuesta fisioldgica y metabdlica del organismo permite adaptarse a variaciones
en las condiciones del medio, como son temperatura, salinidad, pH y nivel de oxigeno disuelto
en el agua. De manera similar se pueden adaptar al incremento en la densidad de cultivo y
aprovechar eficientemente los nutrientes disponibles en el medio. Sin embargo, dicha
adaptacion representa una eleccién del uso de energia disponible al organismo. En otras
palabras, a mayor requerimiento metabdlico para cubrir funciones basicas del organismo, habra

menor disponibilidad para el crecimiento.
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Ulaje-Fernandez (2020) recientemente presentd una revision de los genes relacionados con la
expresion del camardn blanco a cambios en la temperatura y niveles de criticos de oxigeno
(hipoxia), en donde la expresién génica a cambios de temperatura se relaciona con procesos de
obtencién de energia para el crecimiento y la reparacién celular, mientras que las limitaciones
de oxigeno generan una respuesta de la obtencién y uso de energia asociada al estrés oxidativo,
la sintesis de transportadores de oxigeno y glucosa (Jiang et al., 2009) y la sintesis de proteinas
(Rathburn et al, 2013). Ulaje-Fernandez (2015) utilizé un microarreglo heterélogo de C. elegans
para demostrar una sobre expresidon de genes asociados a constituyentes del ribosoma y el
metabolismo de nucledtidos y dcidos grasos insaturados y la sub expresién del metabolismo de
aminodcidos y la actividad oxido-reductasa que afecta la capacidad de utilizacién de oxigeno.
Villarreal (1989), McMahon (2001) y Carreiio-Leén (2013), entre otros, han indicado que en
condiciones de hipoxia, los decapodos pueden cambiar de glucdlisis aerdbica a anaerdbica, por
lo que genes como el lactato deshidrogenasa (LDH), frucxtuosa 1,6-bifosfatasa (FBP),
fosfofructoquinasa (PFK) y fosfenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) pueden utilizarse como
indicadores en hemolinfa y hepatopancreas, del uso de carbohidratos durante este cambio
(Cota-Ruiz et al., 2015; Reyes-Ramos et al., 2018), mientras que la citrato cintasa (CS)y la
succinato deshidrogenasa (SDHA) han sido planteadas como indicadores relevantes, reflejando
la capacidad de generacion de acetil-CoA durante los procesos de oxidacidn energética de
acidos grasos y carbohidratos (Pillet et al., 2016), la primera, y la formacién de grupos hemo, la

segunda (Tretter et al., 2016).

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento cientifico asociado con cambios en las
variables de cultivo del camardn blanco L. vannamei y su impacto en los pardmetros de
produccién y en la respuesta fisiolégica del organismo, evidenciado a través de la tasa
metabdlica, el nivel de punto critico y, de manera preliminar, su expresion en un microarreglo
heterdlogo. Para ello se evaluaron sistemas y tiempo de aireacién en el cultivo, en sistemas
fotoheterotroéficos. Esto contribuird a la implementacion de tecnologias de cultivo bioseguras,
ecoldogicamente amigables y econdmicamente atractivas para la industria camaronicola

mundial.
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3. JUSTIFICACION

La implementacion de nuevas tecnologias bioseguras y econdmicamente eficientes es necesaria
como estrategia para contribuir a consolidar a la industria camaronicola. Estas dependen del
manejo del sistema de cultivo, particularmente de las interacciones entre el camardn con
fitoplancton, bacterias y demas microorganismos, que muestran una relacion especifica con la
calidad de agua del estanque (Avnimelech, 2012). Como se menciond en la introduccidn, el
cultivo intensivo foto-heterotréfico busca optimizar estas relaciones a fin de producir biomasas

mas altas de camardn por hectarea.

Uno de los elementos mas relevantes para alcanzar el balance productivo es el oxigeno disuelto,
ya que éste es fundamental para que la flora y fauna plancténica puedan desarrollarse (Egnha &
Boyd, 1997). Por otro lado, la capacidad del organismo para aprovechar el oxigeno disuelto
disponible puede utilizarse efectivamente como un indicador de su respuesta fisioldgica
(Villarreal, 1989), la cual es determinante para el éxito o fracaso del cultivo. Los sistemas de
aireacion se han utilizado como estrategia para el intercambio gaseoso en estanques, en donde
se introduce oxigeno de la atmdsfera y se elimina el exceso de didxido de carbono (Boyd, 1998).
Los aireadores también juegan un papel fundamental en la mezcla del agua en el ecosistema, lo
gue contribuye a la respiracién de los microorganismos presentes en el estanque y la oxidaciéon
de los distintos compuestos orgénicos existentes (Boyd, 2001). Moreno- Figueroa et al. (2017)
indicaron que, en sistemas sin recambio de agua, los aireadores promueven el desarrollo de
fléoculos bacterianos, los cuales permiten hacer mas eficiente la degradacion de materia
organica, por un lado, y contribuir a la alimentacién del organismo de cultivo, por el otro

(Avnimelech, 2012).

El presente estudio genera conocimiento cientifico asociado al efecto que variaciones en la
estrategia de uso de equipos de aireacién tienen en la capacidad de carga del sistema de cultivo
intensivo sin recambio de agua de camardn blanco Litopenaeus vannamei en la region desértica
del noroeste de México, asi como del impacto que esto genera en el organismo, contribuyendo
al entendimiento de los mecanismos de respuesta metabdlica y fisioldgica. No existen

antecedentes de estudios previos en este sentido.
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4. HIPOTESIS

El uso de equipos de aireacion tiene un efecto en el resultado productivo en el estanque de
cultivo foto-heterotréfico de camardn. Este efecto se da en términos de la capacidad de carga
del sistema, evidenciado, por un lado, en la degradacién de desperdicios que pueden ser
aprovechados como nutrientes y que se refleja en los pardmetros de calidad de agua vy, por otro,
en la biomasa de camardén que se genera. Entonces, en sistemas sin recambio de agua, la
restriccion en el tiempo de aireacién tendrd un impacto en el aprovechamiento de nutrientes y
la calidad de agua, resultando en un efecto diferenciado en términos de produccién y de la

respuesta fisioldgica del organismo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar el efecto del uso de aireacion suplementaria en el cultivo intensivo foto-

heterotréfico del camardn blanco Litopenaeus vannamei en estanques sin recambio de agua.

5.2 Objetivos particulares

1.- Comparar el efecto del uso de diferentes equipos de aireacidon en el desempeiio productivo
(peso, tasa de crecimiento, factor de conversién aparente de alimento, sobrevivencia y

biomasa) del camardn en un cultivo intensivo foto-heterotréfico sin recambio de agua.

2.- Caracterizar la calidad de agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH, salinidad, residuos
amoniacales), clorofila y microrganismos especificos (bacterias heterotréficas, Lactobacilus spp.
y Vibrio parahemoliticus), durante el cultivo intensivo foto-heterotréfico de camarén en

estanques con diferentes equipos de aireacion.

3.- Comparar el efecto del uso de diferentes tiempos de aireacion (24/dia y 12 h/dia) en el
desempeiio productivo (peso, tasa de crecimiento, factor de conversion aparente de alimento,
sobrevivencia y biomasa) del camardn en un cultivo intensivo foto-heterotrdéfico sin recambio

de agua.

4.- Caracterizar la calidad de agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH, salinidad, residuos
amoniacales), clorofila y microrganismos especificos (bacterias heterotroéficas, Lactobacilus spp.
y Vibrio parahemoliticus), durante el cultivo intensivo foto-heterotréfico de camardén en

estanques con diferentes tiempos de aireacion.

5.- Evaluar la respuesta fisiolégica de organismos provenientes de estanques con diferente
tiempo de aireacién, mediante la determinacién del consumo de oxigeno durante actividades
relacionadas con el metabolismo rutinario, y la definicion del punto critico de conformacién del

consumo de oxigeno.
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6.- Establecer si hay relaciones entre la respuesta fisiolégica de organismos procedentes de
estanques con diferentes tiempos de aireaciéon y la expresiéon génica en un micro arreglo

heterdlogo.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Preparacion de unidades experimentales

Las evaluaciones se llevaron a cabo en el sistema de estanques de cultivo del Parque de
Innovacion Tecnoldgica de CIBNOR, BioHelis®, en La Paz, Baja California Sur (24 ° 08'32 "N, 110 °
18'39" W) durante los meses de abril a octubre. Los estanques de 50 X 20 m estdn recubiertos
con geomembrana de polietileno de alta densidad (HDPE), tienen una superficie de 1,000 m?
(0.1 ha) y 1.35 m de profundidad. Cada estanque cuenta con suministro y drenaje de agua
independientes, mediante tubos y valvula de cierre rapido de PVC en 6 pulgadas para control de
flujos. El drenaje central estd ubicado en el extremo mas profundo y al centro del estanque. El
agua de mar proveniente de la Ensenada de La Paz se obtiene utilizando bombas centrifugas de
15 HP a través de tuberias de 6” desde una distancia de 600 metros y una profundidad de 6 m.
El agua pasa por un sistema de “peines” de tuberias ranuradas de PVC, colocados dentro de una
cama de grava de 5” para ser enviado a reservorios de 1,000 m? x 1.5 m de profundidad en
donde se utiliza una malla de 300 mm para prevenir el acceso de depredadores y competidores.
El agua de mar se bombea desde los reservorios pasando por un sistema de cuatro filtros de
arena de 20 micras, hasta los estanques experimentales. Debido a que el agua de la ensenada
tiene una salinidad promedio de 38 ppt y hay una tasa de evaporacién promedio de 5-9 mm/dia
(Hernandez-Gurrola, 2015), fue necesario adicionar 2% del volumen total de agua por semana,
para mantener el nivel de operacion de los estanques. Quince dias antes de iniciar la evaluacién
experimental se distribuyeron 5 kg/ha/dia de fertilizante NutriLake-P® (14,7% N; 6% P,0s; 3%
Si0,) diariamente, con la finalidad de promover el desarrollo de microalgas en los estanques

experimentales.

Por otro lado, se aplicé una mezcla fermentada de probidticos. Se utilizaron dos productos:
ALIBIO AC®, ALIBIO 2135®, que incluyen bacterias y levaduras (Bacillus spp., Lactobacillus spp.
Thiobacillus sp. Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp. y Sacharomyces spp.), con la intencién de
fomentar la generacidon de fléculos que contribuyan a la conversién de materia organica y

fomenten la respuesta inmune del camardn.
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Como fuente de nutrientes para estos microorganismos se incluyé una mezcla que incluye
carbohidratos simples, aminodcidos solubles en agua, vitaminas y oligoelementos (marca ALIBIO
BIONUTRE®). Durante los primeros siete dias se inoculd la mezcla fermentada diariamente v,
posteriormente, dos veces por semana. Siguiendo a Moreno-Figueroa (2017), se preparo el

equivalente a 70 L/ha de fermento de la siguiente manera:

1. Se esteriliz6 agua marina (70 I) con cloro comercial (0.1 ml/L) por 24 h.

2. Se agrego tiosulfato de sodio (0.02 g/L) con aireacidn constante por 5 h, para eliminar

remanentes de cloro.

3. Se afadieron los productos arriba mencionados a razén de: ALIBIO AC®, 100 g; ALIBIO
2135®, 100 g; ALIBIO BIONUTRE®, 50 g. Se mantuvo aireacidn constante por 24 h para
fermentar, antes de su aplicacién a cada estanque, a razon de 7 L del fermentado por

estanque.

6.2 Organismos experimentales

Se adquirieron postlarvas (PL) de camardn blanco, Litopenaeus vannamei, certificadas libre de
enfermedades especificas (WSSV, TSV, YHV, IMNV y NHP), de la empresa Larvas Gran Mar, S.A.
Los organismos fueron aclimatados a la temperatura y la salinidad de los estanques por 1 hora
antes de la siembra, la cual se realizé directamente del tanque de transporte a cada estanque
experimental utilizando mangueras de 1.5”. En cada evaluacion se realizdé una precria de 28
dias, hasta alcanzar un peso promedio de 0.2 g. La alimentacion durante esta fase consistié de
un alimento comercial micro peletizado para precria, con 35% de proteina cruda y 8% de lipidos,

marca Ziegler®, suministrado alrededor del estanque dos veces al dia (8:00 am y 6:00 pm).

Los resultados presentados por Hernandez-Gurrola (2015) y Moreno-Figueroa et al. (2017)
mostraron que era factible incrementar la densidad de cultivo, por lo que se determind una

densidad inicial de siembra de 150 PL/m? para las evaluaciones de diferentes equipos de
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aireacion y de diferentes tiempos de aireacion. La aireacion suministrada fue constante (24

h/dia) y equivalente a 20 HP/ha, con un aireador en cada estanque.

Una vez concluido el periodo de precria dio inicio la evaluacidon experimental de equipos y

tiempos de aireacién.

6.3 Evaluaciones experimentales

6.3.1 Evaluacion de diferentes sistemas de aireacion

Se utilizaron 6 estanques de 1,000 m? para evaluar 3 tratamientos por replicado:

1) Aireadores AIRE-O, (2 equipos de 2 hp/estanque)

2) Aireadores de Paletas (2 equipos de 2 hp/estanque)

3) Aireador AIRE- O, combinado con Aireador de Paleta (1 equipo de 2 hp de cada tipo por

estanque).

Los estanques contaron con una capacidad de suministrar el equivalente a 20 o 40 HP/ha de
aireacion. Al inicio del cultivo la biomasa en el estanque es limitada por lo que sélo se utilizé un
aireador por estanque. De acuerdo a lo planteado por Moreno- Figueroa et al. (2017), a partir
del dia 33 se encendieron los segundos aireadores en cada estanque, proporcionando el

equivalente de 40 HP/ha de aireacion.

El alimento utilizado tenia 35% de proteina cruda y fue suministrado 4 veces al dia (8, 12, 16 y
20 horas). La cantidad de alimento se calculé de acuerdo a la tabla de alimentacion del
proveedor (Tabla 1) y se ajusté de acuerdo al crecimiento del camarén. Para ello, semanalmente
se tomdé una muestra aleatoria de 120 camarones por estanque, en tres diferentes puntos, con

una atarraya de 5 mm de luz de malla. Se registré el peso del camardn individualmente en una
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balanza analitica Scout Pro® con precision de 0.01 g. La tasa inicial fue del 10% de la biomasa

total y progresivamente fue descendiendo hasta el 2% hacia el final del cultivo.

Al final de la prueba, se determind el peso final, la tasa de crecimiento (peso final — peso inicial /
numero de dias), la supervivencia (nimero final de organismos / nimero inicial de organismos x
100), la biomasa (peso promedio final * nimero final de organismos) y el factor de conversién

alimenticia (alimento suministrado / ganancia de biomasa).

Tabla 1. Racidon alimentaria con base en el peso humedo del camarén (Tomado de Zeigler
Bros.Co. https://issuu.com/zeiglerbrosfeed/docs/shrimp catalog).

Peso del camardén (g) % de la biomasa estimada

<0.49 10
05-1.9 8
20-49 6
5.0-6.9 4
7.0-9.9 3
>10.0 2

Los parametros de calidad de agua se establecieron de acuerdo a lo indicado por Villarreal et al.,
(2015). Brevemente, el oxigeno disuelto, pH, salinidad, temperatura se midieron tres veces al
dia (8:00 am, 12:00 pm y 6:00 pm) mediante una sonda multiparametros YSI Professional Plus®.
El amonio, nitritos, nitratos, fosfatos, alcalinidad y silicio se determinaron con un YSI 9500
direct-read photometer®. La clorofila-a se determind por fluorescencia utilizando una Sonda
Multiparamétrica Hydrolab DS5X®. Los sodlidos suspendidos totales se estimaron
gravimétricamente (APHA, AWWA & WEF, 2012); Para el analisis de sélidos sedimentables se
utilizaron conos Imhoff siguiendo el procedimiento establecido en la Norma Mexicana NMX-AA-
004-SCFI-2013. La turbidez se midi6 utilizando un disco Secchi. El DBOs se determind mediante
la cantidad de oxigeno molecular utilizado durante un periodo de incubacién de 5 dias para la
degradacion bioquimica de la materia organica y el oxigeno utilizado para oxidar los compuestos

inorganicos (APHA, AWWA & WEF, 2012). Para la evaluacion de la comunidad fitoplanctdnica se
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utilizé un microscopio binocular Lieder® y una camara de Neubawer de 0.1 mm. La comunidad
bacteriana se determind por el método de conteo de colonias inoculadas por dispersién en
superficie, utilizando los siguientes medios: agar TCBS (Bacterias del género Vibrio), Agar 2216

(Bacterias heterétrofas marinas) y medio MRS (Bacterias del género Lactobacillus).

A fin de comparar eficiencias de cada tratamiento experimental se establecié la capacidad de
movimiento de la masa de agua y los sélidos en el estanque, el consumo eléctrico y la eficiencia
de uso de agua por kilo de produccién de camardn. Para el movimiento de agua, se determind la
velocidad de la corriente de agua generada por los diferentes equipos de aireacién. Esta se
midio en 3 ocasiones utilizando un correntémetro (Villarreal et al, 2015) al inicio, a la mitad del
cultivo y una semana antes de finalizar la evaluacién. De manera similar se determiné con un
miliamperimetro el consumo eléctrico de los equipos utilizados durante la prueba al inicio, a la
mitad y al final de la evaluacion experimental. De ahi se establecié el requerimiento eléctrico,
gue es la cantidad de energia eléctrica utilizada para producir un kilogramo de camardn (Boyd y

Clay, 2002) y que se calculé con la siguiente férmula:

RE=(E*t)/B (1)

Dénde RE es el requerimiento eléctrico (kW/kg), E es la energia eléctrica consumida (kW), t es el

tiempo (horas de uso) y B es la biomasa total de camardn (kg).

De manera similar, se establecié el requerimiento de agua, como la cantidad de agua que se

utiliza para producir un kilogramo de camardn. Esta se calculé de acuerdo a lo descrito por

Moreno-Figueroa et al., (2017):

Ra=Vi+(Vr*t)/B (2)

Dénde:
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Ra es el requerimiento de agua (m>/kg), V, es el volumen inicial de agua en estanques (m?), Vg es
el volumen de agua utilizada para reposicién por dia (m?), t es el tiempo (dias) y B es la biomasa

total de camarén (kg).

Para establecer posibles diferencias en la viabilidad econédmica del cultivo, se establecieron Ila
utilidad (u;) y el beneficio-costo (by/c;) como parametros de evaluacion, de acuerdo a lo
planteado por Moreno-Figueroa et al., (2017):

Us = it —Ct (3)
b/Ctz it /Ct (4)

Ddonde el ingreso (i;) se define multiplicando la biomasa del camardn por el precio de venta (pv)

en la fecha de cosecha y c;representa el costo total de produccion:
c:= cper + cPL + cfer + cpe + cma + cc+ CA; + cpr+cra;+ ce; (5)

Donde los costos son: cper, personal (incluyendo costos administrativos); cPL, postlarva; cfer,
fertilizante; cpe, preparacién del estanque; cma, mantenimiento; cc, cosecha; ca;, alimento; cpy,

probidticos; cra;, reemplazo de agua y ce; energia eléctrica (Tabla 2).

6.3.2 Evaluacién del tiempo de aireacion.

., . - 2
Para la segunda evaluacién experimental se utilizaron 4 estanques de 1,000 m* para evaluar 2

tratamientos por replicado:
1) Aireacion constante por 24 horas/dia con equipos AIRE-O; (2 equipos de 2 hp/estanque)
2) Aireacidn parcial por 12 horas/dia con equipos AIRE-O; (2 equipos de 2 hp/estanque)
Los estanques contaron con una capacidad de suministrar el equivalente a 40 HP/ha de
aireacién. Mientras que la aireacidon del tratamiento de 24 horas/dia fue constante, el

suministro de aireacidn complementaria para el tratamiento de 12 horas/dia fue

predominantemente nocturno, ya que se realizd6 de 6 pm a 6 am. Las condiciones de
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preparacion de estanques, fertilizacidn, inoculacion de probidticos y alimentacién, como el
registro de parametros de calidad de agua y las biometrias (incremento de peso) fueron iguales

a las de la primera evaluacién.

De manera similar se establecieron requerimientos de energia y agua, asi como los indicadores
de utilidad y beneficio/costo. Debido a una falla del equipo, no fue posible establecer la

velocidad de corriente en las unidades experimentales.

Tabla 2. Costos de operacidon para produccién de camarén en Baja California Sur (Tomado
de Moreno-Figueroa, 2017).

Costo Operativo Valor ($)
Alimento ($/t)° 22,246.5
Postlarva ($/1000 PL)° 67.1
Personal ($/estanque/dia)* 20.66
Energia- aireacion ($/kW/h)° 0.59
Mantenimiento ($/estanque)® 4831
Cosecha ($/estanque)’ 3,116.7
Probidticos ($/ 2 kg)® 1,498.7
Fertilizante (S/ 50 kg) 1,030.0
Reemplazo de agua ($/estanque/dia)" 0.9
Preparacion del estanque ($/estanque)’ 51.7

4Ziegler ™ intensive-35 pellet v-pak (35% proteina cruda).

b postlarva (PL14) de 0.04 g de peso proveniente del laboratorio Gran Mar Larvas.

“Incluye 0.2 trabajadores/estanque (1.60 $/estanque/dia), 0.005 gerente de produccidon/estanque (9.80
S/estanque/dia), 0.005 supervisor de campo/estanque (2.32 S/estanque/dia), 0.005 secretaria/estanque
(1.60 S/estanque/dia), 0.005 contador/estanque (4.81 $/estanque/dia), servicios y material de oficina
(0.53 $/estanque/dia).

9 Costo asociado a la energia eléctrica utilizada para la aireacién de los estanques (0.59 $/kWh; SENER,
2017).

¢ Incluye limpieza y reparacion de la membrana pléstica (3600 $/ciclo) y el mantenimiento de los
aireadores (1230 S/ciclo).
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f Incluye 8 trabajadores por dia/estanque ($2670) y 100 kg de hielo/estanque para el manejo y
preservacion del producto ($450).

€ Probidtico Alibio 2135® y Alibio AC® (1kg cada uno).

" Costo asociado a la energia eléctrica utilizada por las bombas para mantener el nivel de agua en los
estanques.

' Costo asociado a la energia eléctrica utilizada por las bombas para llenar los estanques a una
profundidad de 1.35 m al inicio de cada ciclo.

6.3.3 Evaluacién de tasa metabdlica estandar y punto critico de conformacién respiratoria

La determinacion de la tasa metabdlica estandar y el punto critico de oxigeno se realizd de acuerdo
a lo planteado por Villarreal (1989), Carrefio-Ledn et al. (2014) y Hernandez-Gurrola (2021). Durante
la cosecha de los estanques de la segunda evaluacidn experimental, se seleccionaron
aleatoriamente 150 organismos de cada estanque, se colocaron en unidades experimentales de
pldstico de 1,500 L y fueron mantenidos con aireacién constante, alimentados a saciedad una vez al
dia. La temperatura del agua se mantuvo en 28+ 1°C con la ayuda de un sistema de control de
temperatura, SITMA. Veinticuatro horas antes de la evaluacidon de consumo de oxigeno, se transfirié
una muestra aleatoria de cada tanque de mantenimiento, y se colocaron en unidades de 60 | con
agua a 28+ 1°C y aireacién constante. Estos tanques no fueron alimentados a fin de que los
camarones pudieran vaciar el tracto digestivo. Esto contribuye a disminuir las variaciones en la
lectura de consumo de oxigeno en el respirémetro por efecto de los procesos digestivos (Carrefio-
Ledn et al., 2014). La evaluacidn se llevé a cabo en 10 respirémetros y 2 blancos herméticos de 1 L,
con agua desinfectada a 28+ 1°C y saturada con oxigeno. Se colocé un organismo en cada
respirémetro y blanco, manteniéndolos con aireacidn continua por 2 horas a fin de que los
organismos se aclimataran a las condiciones de la unidad experimental. Después de 2 horas, los
organismos en los blancos fueron retirados. Esto permitié la transferencia de microorganismos
asociados al camardn, al agua del respirémetro (Villarreal, 1989). Se utiliz6 un equipo PreSens
Precision con sensor de oxigeno de fibra éptica de 505 nm, Needle-Type housing (NTH-L10-TS-
NS40/0.4) para la medicion del cambio en el oxigeno disuelto, como referencia de la tasa
metabdlica. La concentracion de oxigeno disuelto (OD) se midid al inicio del experimento para
cada respirometro y cada 15 minutos por espacio de una hora, a fin de obtener una curva de
consumo de oxigeno de cinco puntos. Los organismos experimentales se pesaron al finalizar la

medicidon con una balanza digital Ohaus (0.001 g). El consumo registrado en los blancos se
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promedia y se le resta al consumo de cada respirometro para definir el consumo neto de
oxigeno de cada organismo. La tasa metabdlica estdndar se establece en base al peso del

organismo experimental utilizando la ecuacién:
TME = ([ODf] - [ODi] / P) (6)
Dénde:
TME= Tasa metabdlica estandar.
[ODf]= Concentracidn neta de oxigeno disuelto final (mg/I).
[ODi]= Concentracion de oxigeno disuelto inicial (mg/I).

P= Peso del organismo (g).

El punto critico de saturacidon de oxigeno disuelto se establecié de manera similar a lo descrito
arriba. En este caso, se determind la concentracion inicial de oxigeno disuelto (OD) para cada
respirdmetro y blancos y se registré la concentracion cada 15 minutos hasta que las lecturas
reflejaron una variacion minima en por lo menos tres registros consecutivos. Siguiendo lo
propuesto por Hernandez-Gurrola (2021), se calculé el punto critico de oxigeno utilizando el

software SegReg (www.waterlog.info/segreg.htm), que ajusta matematicamente lineas de

regresion a los datos, lo que permite calcular dos segmentos con un punto de inflexién cuando
el coeficiente de determinaciéon (R2) se maximiza a una significancia de 95% (Sokal y Rohlf,

1995).

6.3.4 Extraccion de RNA

Una vez definidos los pardmetros de respuesta fisiolégica del organismo, se determind la
respuesta en expresion génica de los organismos sometidos a cultivo de 24 horas/dia y 12
horas/dia de aireacién. Para ello, se tomaron muestras aleatorias de los organismos
experimentales procedentes de cada unidad experimental durante la cosecha. Se colectaron 50

organismos de cada estanque vy se realizé la extraccion de RNA a partir de 100 mg de tejido del
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hepatopancreas, el cual se colocd en 1 ml de TriPure ISolation Reagent para su homogenizacion.
Se realiz6 la extracciéon de RNA utilizando la técnica de extraccion con tiocianato-fenol-
cloroformo de guanidinio acido descrita por Chomczynski y Sacchi (1987) con minimas
modificaciones. La resuspension del ARN fue en 40 ulL de agua desionizada DEPC a 60 °C. Se
cuantifico la concentracién obtenida en cada extraccién utilizando un espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Scientific). La calidad del ARN se evalud en electroforesis en gel de agarosa

al 1% bajo condiciones desnaturalizantes (75-80 volts; 90 A; 30-45 min) (Ulaje-Fernandez, 2015).

Las muestras se mandaron a la unidad de microarreglos de la Universidad Nacional Autéonoma
de México (UNAM) para realizar el anadlisis posterior preliminar por parte del personal técnico.
Brevemente, se realiza una seleccidon de genes a partir del analisis de datos obtenidos en el

microarreglo heterdlogo de Drosophila melanogaster, de los programas Blast2GO y DAVID.

Los genes seleccionados se ingresaron en el programa en linea KEGG Mapper, que mostrd un
mapa de genes sobreexpresados y subexpresados para cada tratamiento, y se compararon con
las bases de datos disponibles en UniProt y NCBI para confirmar estas caracteristicas. (Ulaje-

Fernandez, 2020).

Los genes seleccionados son evaluados utilizando gqRT-PCR con el kit GoScript Reverse
Transcription System (Promega), de acuerdo a lo recomendado por el fabricante. La

amplificacién se realizé en un termociclador de tiempo real StepOne System.

El microarreglo fue analizado mediante el programa GenArise desarrollado en la Unidad de
Computaciéon del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, realizando transformacion de
genes, correccion de ruido de fondo, normalizacidn, filtrado de intensidad, andlisis de réplicas y
expresion diferencial. El programa calcula la desviacion estandar de la media de cada punto
para definir el Z-score:

Zi = (Ri —media (R)) / Sd (R) (7)
Dénde:

Zi: Z-score para cada punto. Ri: Log-radio de cada punto.
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Sd (R): desviacion estandar del Log-radio.

Bajo este criterio, tanto los genes sobre-expresados como los reprimidos con Zscore>1.5 fueron
considerados como genes expresados diferencialmente. Una vez obtenidos los genes con
valores de Z-score mayor a 1.5, se obtuvieron los nimeros de identificacién de cada uno de ellos
y se realizé la anotacién ontolégica de cada gen utilizando el programa en linea DAVID
(http://david.niaid.nih.gov) para obtener los diferentes procesos bioldgicos en los que estan
involucrados y las rutas metabdlicas modificadas para cada uno de los tratamientos. (Ulaje-

Fernandez, 2020).

6.4 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa STATISTICA® Versién 10,
StatSoft, Inc. Los datos fueron sometidos a las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y
Shapiro-Wilk’s W; y al analisis de homogeneidad de varianzas de Levene. Cuando los datos no
cumplieron las condiciones de normalidad, estos fueron transformados utilizando Logl0.
Cuando la transformacion no fue suficiente para establecer una distribucidn normal, se utilizé el

analisis no-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Se realizaron pruebas t-Student para la comprobacién de los valores de biomasa, sobrevivencia,
peso individual promedio, y de la utilidad de ambos ciclos de produccién. De la misma manera,
se compararon los valores promedio diarios de temperatura (T), oxigeno disuelto (OD), pH y
salinidad (S), y se analizaron los cambios en las desviaciones estandar utilizando el coeficiente

de variacion (CV = desviacidon estandar/media) de los distintos parametros para los dos ciclos.

Los parametros del desempefio productivo, asi como los valores de tasa metabdlica y punto
critico de oxigeno fueron comparados utilizando el analisis de varianza de una via (ANOVA) con
una significancia de P<0.05. (Sokal y Rohlf, 1995). Los datos de supervivencia fueron

transformados a arco seno para comparar porcentajes.

Se realizé un ANOVA para evaluar diferencias en expresién génica entre los tratamientos.
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7. RESULTADOS
7.1 Evaluacion de diferentes sistemas de aireacion

7.1.1 Parametros de calidad de agua

Los pardametros de calidad de agua registrados durante la evaluacion, se mantuvieron dentro de
los intervalos dptimos reportados para la especie en cultivo intensivo (Boyd y Clay, 2002). La
Tabla 3 muestra los valores promedio de los parametros fisicoquimicos de calidad del agua
registrados, durante la engorda de Litopenaeus vannamei con diferentes sistemas de aireacién

de 2 HP. No hubo diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos evaluados.

Como se evidencia en la Tabla 3, los tratamientos con aireadores de paletas mostraron
temperaturas mas bajas con respecto a los otros tratamientos, ya que las temperaturas
promedio fueron de 26.20°C para los estanques aireados con paletas, la combinacién de paletas

y aspirador alcanzaron un promedio de 27.35°C y las paletas de 28.95°C, respectivamente.

La Figura 5 muestra las temperaturas registradas diariamente en los estanques, alas 8 amy 6
pm. No se establecieron diferencias en crecimiento asociadas a variaciones en la temperatura
en los estanques. La Figura 6 presenta los niveles de oxigeno disuelto en los estanques de
cultivo intensivo de camardn. De acuerdo a Moreno-Figueroa et al. (2017), se utilizaron 20
HP/Ha de aireacidn hasta que el nivel registrado alcanzara niveles cercanos a 3 mg/l, ya que
estos valores son apropiados para el cultivo de la especie (Villarreal et al.,, 2015). No hubo
diferencias significativas entre los estanques experimentales y, a partir del dia 30, se utilizaron

40 HP/Ha.

El valor promedio de pH se encontré en el intervalo de 7.4 a 8.3, con los valores mas bajos
registrados en el tratamiento con aspiradores. No hubo diferencias significativas entre
tratamientos. Para este tipo de sistemas de cultivo, valores de pH de 7 a 7.5 son deseables
(Boyd y Clay, 2002) y son caracteristicos de sistemas foto-heterotréficos estables, que

maximizan el rendimiento.
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Tabla 3. Pardmetros fisicoquimicos de calidad del agua, durante la engorda intensiva de
Litopenaeus vannameij utilizando sistemas de aireacion diferentes. Promedio + desviacion

estandar*.

Parametro

Tratamiento

Aireador tipo Aireador de Combinacion
Aspirador Paleta Aspirador-Paleta
(A) (P) (C)
Temperatura (°C) 08:00 am 28.95 + 1.4° 26.20+1.5° 27.35+1.7%
06:00 pm 31.75+1.3° 29.50+1.7° 30.10+£1.8°

Oxigeno disuelto (mg/l) 08:00 am 4.5+0.6° 53+0.5° 4.8+0.5"

06:00 pm 6.0+0.7° 6.1+0.7° 6.0+ 0.5
pH 08:00 am 7.4+0.2° 7.5+0.3° 7.6 £0.5°

06:00 pm 7.7 £0.6° 8.3 +0.3° 8.0 +0.4°
Salinidad (ppm) 46.55+0.5° 47.10+0.6° 46.62 +0.6°
Amonio (mg/1) 0.83 £0.3° 0.80 +0.4° 0.80+0.5°
Amonio no-ionizado (mg/1) 0.01+0.02° 0.01+0.01° 0.01+0.02°
Nitritos (mg/I) 0.11 +0.08° 0.13 £ 0.06° 0.12 +0.09°
Nitratos (mg/l) 3.7 £0.6° 3.8+0.7° 4.1+0.5°
Fosfatos (mg/l) 3.5+1.8° 3.6+1.7° 3.3+1.3°
Alcalinidad (mg/I) 189 + 47° 187 + 66° 187 + 55°
Silice (mg/1) 25.9+6.8° 26.0+8.7° 26.2 £9.0°
Turbidez (cm) 26 +09° 28 +15° 30+17°
Sélidos suspendidos totales (mg/l) 189 + 38" 117 + 48° 120 + 45°
Sélidos sedimentables (mg/1) 6.5 +4.7° 5.8 +3.5° 6.4 +21°
DBOs (mg/I) 18.3+8.5° 20.7 £ 7.6° 20.3+9.2°
Clorofila-a (mg/l) 62.0 +35.1° 173.2 +122.0° 147.8 + 113.8%
Heterétrofas marinas (10° ufc/ml) 9.2 +4.3° 4,77 £2.7° 7.1+3.5°
Lactobacillus spp. (ufc/ml) 55.3 +30.8° 43.3+37.1° 42.0 +43.3°
Vibrio spp. (10° ufc/ml) 1.55+1.71° 1.99 + 1.37° 1.87 +£1.35°

*Valores promedio con la misma letra para cada linea no son significativamente diferentes (P > 0.05).
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Figura 5. Variacion de la temperatura, (A) a las 8 am y (B) a las 6 pm, en estanques de cultivo
intensivo de camardn blanco con diferentes equipos de aireacion de 2 HP: Aspirador (A1, A2),
Paletas (P1, P2) y Combinacion aspirador-paletas (C1, C2). La linea roja y el nimero, representan

el momento en que el nivel de aireacién se incrementé de 20 hp/ha a 40 hp/ha.
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Figura 6. Variacion de la concentracidon de oxigeno disuelto (A) a las 8 am y (B) a las 6 pm, en
estanques de cultivo intensivo de camarén blanco con diferentes equipos de aireacién de 2 HP:
Aspirador (A1, A2), Paletas (P1, P2) y Combinacién aspirador-paletas (C1, C2). La linea roja y el
numero representan el momento en que el nivel de aireacidn se incrementé de 20 hp/ha a 40
hp/ha.

La engorda se realizé con una salinidad promedio entre 46 y 47 ppt. Como estrategia de cultivo
para mantener la salinidad estabilizada y no afectar el crecimiento del camardn, se realizaron
ajustes semanales del nivel de agua, a partir del dia 15. Al finalizar la evaluacién, el recambio fue

equivalente a 1.6% de recambio de agua/dia.
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Este valor es significativamente mas bajo que otros valores reportados para sistemas intensivos
y con bajo recambio de agua (p. ej. Boyd y Clay, 2002). Los niveles de amonio, amonia, nitritos y
nitratos se mantuvieron por debajo de los niveles considerados téxicos para el camardn, y
significativamente mas abajo de los reportado para sistemas intensivos con bajo recambio de
agua (Boyd y Clay, 2002). Para la produccién intensiva de camardn se recomienda mantener
niveles por encima de 80 mg/l y debajo de 300 mg/I de alcalinidad. En la presente evaluacion, la
estrategia de recambio de agua en pulsos permitié que no hubiera diferencias significativas
entre los tratamientos, con la alcalinidad promedio cercana a 190 mg/l. Los niveles de silice
alcanzaron un pico de 52 mg/I después del dia 40 de cultivo, que, asociado a niveles bajos de
nitrato y altos de clorofila, probablemente representa el punto de cambio de ciclo de micro
algas a bacterias en el sistema foto heterotréfico. Por su parte, los niveles de fosfato muestran
un punto de inflexién al incrementar su concentracion de manera gradual hasta alcanzar niveles
de fosfato alrededor de 6 mg/| hacia el dia 70 de cultivo, probablemente como consecuencia de
la cantidad de alimento utilizada de acuerdo a la talla del camardn y un proceso en el que el

biofloc no se ha consolidado (Avnimelech, 2012).

No hubo diferencias significativas entre los tratamientos, en términos de turbidez,
encontrandose dentro de los valores recomendados para la especie. La cantidad de sodlidos
suspendidos y sedimentables se incrementa a medida que el cultivo avanza hasta el dia 70,
estabilizandose hasta el final del cultivo. Esto es esperado, en funcién al incremento de la
biomasa de camardn y la cantidad de alimento suplementario utilizado, por un lado, y la
capacidad de aireacién empleada. La demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) mostré valores
promedio cercanos a 20 mg/l, incrementandose hacia la mitad del cultivo, cuando la capacidad
de aireacién mantiene los niveles por debajo de los valores maximos recomendados para el
cultivo intensivo de la especie (Boyd y Clay, 2002). El valor promedio mas alto de Clorofila-a se
registrd en el tratamiento con aireadores de paleta y el mdas bajo en el tratamiento con

aspiradores.

El total de bacterias heterdtrofas mostrd variaciones durante la engorda en forma ciclica. Esto

se relaciona con la proporcion de carbono-nitrégeno (C:N) disponible en el sistema. Los valores
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estan dentro de lo recomendado para el cultivo intensivo de la especie (Avnimelech, 2012). Para
el caso de lactobacilos, los valores promedio no fueron diferentes entre los tratamientos,
registrando los valores mds altos al momento de encender el segundo aireador en los estanques
de cultivo. Esto se relaciona con la re suspensién de materia organica, mayor movimiento de
agua Yy valores mas altos de oxigeno. Por otro lado, Vibrio spp. registré incrementos a partir de
ese dia, con un comportamiento ciclico. Los valores se mantuvieron por debajo de los niveles

criticos para sistemas intensivos en todos los casos (Moreno- Figueroa et al. 2017).

7.1.2 Respuesta de variables productivas.

La Figura 7 muestra el incremento en peso del camardn en el tiempo para cada tratamiento. Los
pesos promedio al final del cultivo para los tratamientos no fueron significativamente diferentes

entre si (P>0.05).

La Tabla 4 presenta los resultados de variables productivas de Litopenaeus vannamej cultivados
con diferentes equipos de aireacion de 2 HP. La sobrevivencia mostro diferencias significativas,
siendo estadisticamente mds baja para el aspirador (A). Por otro lado, la biomasa, factor de
conversion alimenticia (FCA) y tasa de crecimiento absoluta (TCA) para los diferentes

tratamientos evaluados no mostraron diferencias significativas.

Los resultados muestran que, para las condiciones de manejo, el tiempo de cultivo y el peso
cosechado, se alcanzd la maxima capacidad de carga de los estanques en todos los tratamientos
evaluados, con valores alrededor de 17 ton/ha, independientemente del tipo de aireador

utilizado.
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Figura 7. Incremento en peso de Litopenaeus vannamei a través del tiempo durante la engorda
con diferentes equipos de aireacidon de 2 HP: Aspirador (A), paletas (P) y combinacién aspirador-
paletas (C).

Tabla 4. Promedio (+ desviacion estdndar) de los parametros de produccién de Litopenaeus
vannamei cultivado con diferentes equipos de aireacién de 2 HP, después de 105 dias de
engorda.

Variable Tratamiento

(A) (P) ()
Peso final (g) 13.93  0.65° 13.05 + 0.34° 12.96 £ 0.17°
TCA (g/dia) 0.1403 +0.01° | 0.1333+0.002° | 0.1317 +0.0002°
Sobrevivencia (%) 82+0.7° 86.42 +2.12° 86.5+0.7°
Biomasa (ton/Ha) | 17.133+0.07° | 16.917 +0.09° 16.621 + 0.06°
FCA 1.47 +0.09° 1.52 +0.06° 1.55 +0.07°

* Valores promedio en cada renglén con la misma letra no son significativamente diferentes (p>0.05).
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7.1.3 Uso de energia eléctrica

A fin de considerar variaciones en el consumo de energia en los equipos de aireacion se registré
el voltaje y amperaje de cada equipo al inicio, al dia 50 y al final de la engorda de camardn. La
Tabla 5 muestra los valores de amperaje y voltaje registrados durante la engorda de
Litopenaeus vannamei. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos y los valores se
encontraron dentro de los intervalos esperados para el motor que utilizan. De manera similar
no se identificd una tendencia al cambio de los valores en el tiempo, indicando que el
incremento de biomasa y en la cantidad de alimento suministrado no resulté en modificaciones

al consumo eléctrico.

Tabla 5. Valores de amperaje y voltaje registrados durante la engorda de Litopenaeus
vannamei para diferentes sistemas de aireacion de 2 HP: aireador tipo aspirador (A1, A2),
aireador de paletas (P1, P2) y combinacidon aspirador-paletas (C1, C2).

Dia1 Dia 50 Dia 100
Tratamiento Amperaje| Voltaje Amperaje | Voltaje | Amperaje Voltaje
A 5.13 221 4.67 223 4.80 225
P 5.07 221 5.03 225 5.30 228
C(A) 5.03 221 4.97 226 4.93 225
(P) 5.08 221 4.81 227 4.88 226

El calculo de kilowatts (KW) consumidos durante la evaluacidon experimental se realizé con base
a lo descrito por Boyd y Clay (2002), para lo cual se asume una eficiencia del 90% de los
motores. Se operd con 1 aireador de 2 hp los primeros 32 dias, lo que equivale a 20 hp/ha de
aireacion, y los 73 dias restantes con 2 aireadores, lo que equivale a 40 hp/ha. El uso de KW se

calculé de la siguiente manera:

(X hp/0,90) x 0.745 KW/hp x 24 horas/dia. (8)
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Entonces:
(20 hp/0.90) x 0.745 KW/hp x 24 hr 32 dias = 12,714.6 KWhr
(40 hp/0.90) x 0.745 KW/hp x 24 hr 73 dias = 58,010.6 KWhr.
Lo que resulta en un total de 70,725.2 KWhr/ha, en 105 dias de engorda.

La Tabla 6 muestra los rendimientos y el requerimiento de KWhr por kilogramo de camarén
producido, en estanques con equipos de aireacion de 2 hp. Boyd y Clay (2002), reportan un

requerimiento promedio de 4.35 KWhr/kg de camardn para un rendimiento de 13,600 kg/ha.

Tabla 6. Rendimiento promedio y requerimiento de KWhr por kilogramo de camardn
producido, para estanques con diferentes equipos de aireacidon de 2 HP.

Tratamiento | Biomasa KWhr/kg
(kg/ha) de camarén
Aspirador 17,130 4,13
Paleta 16,920 4.18
Combinacién 16,620 4.26
Promedio 16,890 4.27

7.1.4 Requerimiento de agua

El uso de agua durante la evaluacion fue muy eficiente, dado que no se utilizé recambio de
agua. Se realizd una adicidon de agua en pulsos cada 5-7 dias a partir del dia 10 de cultivo, con la
finalidad de mantener la salinidad en 46-47 ppt y recuperar las pérdidas de agua por
evaporacion. El nivel de operacién promedio en los estanques fue de 1.25 m. La adicion de agua
en pulsos represento llenar 2.6 veces el estanque (3,350 m>). El promedio de rendimiento en los
estanques fue de 1,689 kg, por lo que el requerimiento de agua por kilogramo de camardn

producido es de 1.98 m°.

7.1.5 Velocidad de corriente

La Figura 8 muestra respuestas de la corriente generada por aireadores de aspiracion y de
paleta al inicio y al final de la evaluacién. No hubo diferencias significativas en la velocidad de

corriente de agua generada en los estanques con diferentes sistemas de aireacion. El Anexo
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presenta las figuras de mediciéon de corriente por tipo de aireador para los tres tiempos de

medicion.
AIREACION CONTINUA Velocidad de corriente
Dia 5 Distancia: 4 m Distancia: 8 m
2 I. 2 . $an
. Pectsrerded i) ad Pezbireidnd fori
Aspirador « Paleta - Aspirador « Paleta
Dia 100 Distancia: 4 m Distancia: 6 m
g - 2
++ Aspirador -« Paleta « Aspirador « Paleta

Figura 8. Velocidad de corriente generada por aireadores de aspiracion y de paleta en los dias 5
y 100 de cultivo intensivo de camarén blanco L. vanammei.

La Figura 9 muestra los estanques después de la cosecha al final de la evaluacién con diferentes
equipos de aireacién. La velocidad generada y el buen manejo del alimento no permitieron la
acumulacién significativa de sedimento en el fondo de los estanques en ninguno de los

tratamientos.
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7.1.6 Analisis de costos, ingresos y utilidad neta

7.1.6.1 Costos de produccion

Se calculd el costo de produccidn por hectarea considerando personal y postlarvas como costos
fijos, y alimento, electricidad y amortizacién, como costos variables (Tabla 7). El costo del
alimento se calculé en funcién del FCA y se utilizé una amortizacién de 6 afos para el valor del
aspirador y de 3 afos para el aireador de paleta. Esto basado en el desgaste evidenciado en
cada tipo de equipo (ver Figura 10) y la experiencia previa de operacién (Dr. José Naranjo, com

pers., 2021).

Figura 9. Estanques vacios de 1,000 m” en BioHelis al final de la evaluacién con diferentes
equipos de aireacion de 2 HP.
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7.1.6.2 Ingresos y utilidad neta

Por otro lado, se establecié el ingreso por venta para cada tratamiento, con base al rendimiento
y el valor comercial del camarén de acuerdo al peso promedio final obtenido. La utilidad se
obtuvo de la diferencia del ingreso por venta y el costo de operacion (Tabla 8). El promedio de la
utilidad neta mas alto se presentd para los aspiradores (5692,971/ha), seguido de estanques
con paletas ($653,222/ha) y estanques con combinacién de aireadores ($631,833/ha). Las
diferencias encontradas, se relacionan a la estimacién de un costo mas alto por amortizacién de
los equipos de paletas, que han mostrado una menor duracién operativa. Sin embargo, no hay

diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 7. Costos fijos y variables en estanques de engorda intensiva de camardn con (A) 2
aspiradores de 2 HP c/u, (P), 2 paletas de 2 HP c/u y (C) combinacién de un aspirador de 2
HP y una paleta de 2 HP por estanque.

Costos de operacion A P C
Costos fijos
Personal 28,000 28,000 28,000
Postlarva 100,500 100,500 100,500
Subtotal 128,500 128,500 128,500
Costos variables
Alimento 560,290 572,043 573,092
Electricidad 56,580 56,580 56,580
Amortizacion de equipo 17,964 27,600 22,780
de aireacién
Subtotal 634,834 656,223 652,452
TOTAL 763,334 784,723 780,952
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Figura 10. Condicion de desgaste de (A) aireador de paleta y (B) aspirador al final de la
evaluacién de cultivo intensivo de camardén blanco.

Tabla 8. Rendimiento, peso final, precio de venta, costo de operacion, ingresos por venta,
utilidad neta y beneficio/costo en estanque de engorda de camardn con diferentes equipos
de aireacion de 2 HP.

Variable A P C

Rendimiento (kg/Ha) 17,133 16,917 16,621
Peso final (g) 13.93 13.05 12.96
Precio de venta (S/kg) 85 85 85
Costo de operacién ($/Ha) 763,334 784,723 780,952
Ingresos por venta ($/Ha) 1°456,305 | 1°437,945 | 1°412,785
Utilidad (S) 692,971 653,222 631,833
Beneficio/Costo 1.91 1.83 1.81

7.2 Evaluacidn de tiempos de aireacion

7.2.1 Parametros de calidad de agua

Los pardmetros de calidad de agua registrados durante la evaluacién se mantuvieron dentro de
los intervalos 0ptimos reportados para la especie (Boyd y Clay, 2002) en cultivo intensivo. La
Tabla 9 muestra los valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos de calidad del agua
registrados, durante la engorda de Litopenaeus vannamei con 2 tiempos diferentes de
aireacion. Los parametros de calidad del agua no mostraron diferencias significativas (p>0.05)

entre los tratamientos evaluados.
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7.2.2 Respuesta de variables productivas

El peso promedio final del camardn L. vannamei, fue significativamente diferente (P<0.05) entre
los tratamientos. La Figura 11 muestra el incremento en peso de los organismos experimentales
en un periodo de 105 dias de cultivo para dos estrategias de aireacion diferentes. Aunque a los
28 dias el peso promedio en el tratamiento con 12 horas de aireacién/dia fue mas bajo, no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos. Esta se presenta por primera vez a los 77 dias

de cultivo.

Tabla 9. Valores promedio (+ desviacidn estdndar) de los parametros fisicoquimicos de
calidad del agua, durante la engorda (105 dias) de Litopenaeus vannamei con diferentes
tiempos de aireacion.

Parametro Tiempo de aireacion/dia
24 hr 12 hr
Temperatura (°C) 08:00a. m. 27.90+ 2.50 27.74 +3.10
06:00 p. m. 29.60+ 2.20 30.12+£3.20
Oxigeno disuelto (mg/l) 08:00 a. m. 3.21+0.83 3.15+£0.53
06:00 p. m. 6.44 £ 0.92 6.25+2.03
pH 08:00 a. m. 8.58+0.41 8.62 +0.29
06:00 p. m. 8.91+1.32 8.93+0.93
Salinidad (ups) 08:00a. m. 47.22 +3.88 47.33+3.51
06:00 p. m. 46.82 £ 4.09 47.13+3.23
Nitritos (mg/l) Fondo 0.03+0.02 0.08 £0.19
Superficie 0.065 £ 0.16 0.15+0.20
Nitratos (mg/l) Fondo 0.025+0.10 0.05 £ 0.06
Superficie 0.020 £ 0.05 0.05+0.09
Amonio (mg/l) Fondo 2.24+2.19 6.12 +4.88
Superficie 2.49+2.51 6.17 +4.59
Bacterias Heterétrofas
(ufc/ml) Fondo 2,332,734 + 1,310,000 | 1,080,055 = 1,300,000
Superficie 1,475,328 £ 525,000 1,125,382 +452,000
Bacterias Vibrio (ufc/ml) Fondo 1,778 £ 325 1,879 £ 625
Superficie 2,015 +£400 1,223 £ 615
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El peso promedio final mas alto (15.4 g) se obtuvo en el tratamiento con 24 horas de
aireacién/dia, con una tasa de crecimiento absoluta (TCA) de 0.96 g/semana, siendo
significativamente diferente (P<0.05) del peso obtenido con 12 horas de aireacion/dia (10.85 g),
lo que representa una TCA de 0.65 g/semana (Tabla 10). La sobrevivencia final no fue
significativamente diferente con un promedio de 80.8%, mientras que la biomasa final fue
significativamente diferente (P<0.05) entre los tratamientos, obteniéndose el valor mas alto

(18.8 t/ha) con 24 horas de aireacién por dia.

18

Peso (g)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tiiempo (dias)

=24 hr aireacion ==m==12 hr aireacion

Figura 11. Incremento en peso a través del tiempo de L. vannamei en cultivo intensivo sin
recambio de agua y con diferentes niveles de aireacién.
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Tabla 10. Promedio (+ desviacion estandar) de peso inicial y final, sobrevivencia, factor de
conversion alimenticia (FCA), tasa de crecimiento absoluta (TCA) y biomasa del camarén
Litopenaeus vannamei en cultivo intensivo durante 105 dias con dos niveles de aireacion,
en estanques experimentales de 1.000 m? revestidos de membrana de HDPE.

Parametro 24 hr Aireacion 12 hr Aireacion

Peso Inicial (g) 1.04 £0.07 a 1.05+0.08 a
Peso final (g) 15.40+0.21a 10.84+£0.07 b
Sobrevivencia (%) 81.60+0.56 a 81.00+0.70 a
FCA 1.35+0.07a 1.45+0.07 a
TCA (g/semana) 0.96 £+0.018 a 0.63+0.001 b
Biomasa (Kg/Ha) 18,851 + 3250 a 13,179+390b

* Valores promedio en cada rengldn con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).

7.2.3 Costos, ingresos y utilidad neta

La Tabla 11 presenta los resultados del calculo de costo de produccidn en funcion a los datos
presentados en la seccidon anterior, los ingresos y la utilidad neta de los tratamientos que
recibieron aireacion de 24 y 12 horas/dia, respectivamente. El costo estd afectado
diferencialmente por el alimento utilizado y el gasto de energia para aireacién, mientras que el
ingreso por venta estd influenciado por el precio para la talla promedio final obtenida. Se

obtuvo una utilidad neta 40.23% superior en el tratamiento con aireacion de 24 horas/dia.

Tabla 11. Rendimiento, peso final, precio de venta, costo de operacién, ingresos por venta
y utilidad neta en estanque de engorda de camardn con diferentes tiempos de aireacidn.

Variable 24 hrs 12 hrs

Rendimiento (kg/Ha) 18,851 13,179
Peso final (g) 15.40 10.84
Precio de venta ($/kg) 80 70
Costo de operacion (S/Ha) 827,469 640,696
Ingresos por venta (S/Ha) 1,508,080 922,530
Utilidad (S) 700,611 281,834
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7.3 Tasa metabdlica estandar (TME) y punto critico (PC).

Como estrategia para evidenciar el impacto en el organismo de la diferencia en tiempo de
aireacion en el estanque de cultivo, se utilizd la evaluacidon de la tasa metabdlica estandar

(TME). TME evalua el gasto energético del organismo durante la actividad motora rutinaria.

La Figura 12 muestra el consumo de oxigeno del camarén blanco en el dia 80 de cultivo, con 2
esquemas diferentes de aireacion suplementaria. El gasto energético para poder cumplir las
funciones fisioldgicas rutinarias fue 47.62% mayor en el tratamiento con 12 hr de aireacion
(0.3875 mg0,/g/hr), comparado con la tasa en camarones procedentes de estanques con 24
horas de aireacidn/dia (0.2625 mgO,/g/hr). Cuando esto sucede hay menos energia disponible

para el crecimiento (Villarreal, 1989).

Por otro lado, se determind el punto critico de conformacién metabdlica, que se presenta
cuando el organismo deja de regular su consumo de oxigeno y empieza a conformar su actividad
metabdlica para sobrevivir. La Figura 13 muestra el punto critico del camardn blanco después de
80 dias de cultivo, para 24 horas de aireacién por dia (0.75 mg O,/l) y para estanques con 12
horas/dia de aireacion (1.30 mg O,/1). Un valor mas bajo representa una mejor capacidad de

tolerancia de condiciones de estrés (Villarreal, 1989).
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Figura 12. Consumo de oxigeno del camardn blanco Litopenaeus vannamei, después de 80 dias

de cultivo con 2 esquemas diferentes de aireacion suplementaria.
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Figura 13. Punto critico de conformacién metabdlica del camardn blanco Litopenaeus vannamei,
después de 80 dias de cultivo intensivo con 2 esquemas diferentes de aireacién suplementaria.

7.4 Expresion génica.

Una vez establecido que la respuesta fisioldgica del camardn cultivado con 12 horas de aireaciéon
mostraba una menor capacidad que aquellos producidos con 24 horas/dia, se decidié explorar si
algunos mecanismos de expresion a nivel del genoma pudieran establecer lineas generales de
respuesta del organismo. El microarreglo es una herramienta que puede ser aplicada en
estudios diferenciales de expresion de genes, por lo que se utilizé un microarreglo heterélogo
de D. melanogaster para evaluar la expresion de extracciones de hepatopancreas del camarén

para los dos sistemas de aireacién. Se sobre expresaron 323 genes, de los cuales se identificaron
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153 para D. melanogaster. De los 300 genes suprimidos se identificaron 160 para D.
melanogaster. La Figura 14 muestra la distribucidn en los transcritos sobre-expresados vy
suprimidos en hepatopdncreas del camardn en cultivo intensivo con 12 horas de aireacion por

dia, utilizando la base de datos DAVID.

TRANSCRITOS TRANSCRITOS
SOBREXPRESADOS SUPRIMIDOS

Rutas
metahdlica
K%
Procesos
bioldgicas
3%

Procesos
moleculares

4% / Componentes
Celulzres
fig)!

Figura 14. Distribucidn de transcritos sobre-expresados y suprimidos utilizando la base de datos
DAVID, para procesos moleculares y biolégicos, componentes celulares y rutas metabdlicas de
camaron blanco Litopenaeus vannamei sometido a cultivo intensivo por 105 dias.

Las Figuras 15, 16 y 17 presentan un analisis parcial de los genes suprimidos mientras que las
figuras 18, 19 y 20 presentan los genes sobre-expresados, respectivamente, para procesos
biolégicos, componentes celulares y funciones metabdlicas en camardn blanco cultivado de

manera intensiva.
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Figura 15. Genes suprimidos para: Procesos bioldgicos en camardn blanco. L. vanammei,
cultivado de manera intensiva por 105 dias.
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Figura 16. Genes suprimidos para: Componentes celulares en camardn blanco. L. vanammei,
cultivado de manera intensiva por 105 dias.
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Figura 17. Genes suprimidos para: Funciones metabdlicas en camarén blanco. L. vanammei,
cultivado de manera intensiva por 105 dias.

El andlisis con el microarreglo de D. melanogaster evidencid una afectacidn de la capacidad de
producir eficientemente ATP, asociado a procesos de fosforilacidon oxidativa, que interviene en
la ruta por la que se produce el 90% de energia celular y que, probablemente, esta asociado a
las enzimas involucradas en la catdlisis en la reaccion de formacion de ATP, asi como una
reduccion en la eficiencia del transporte y almacenamiento de lipidos. Esto se refleja en una

pérdida en la capacidad de crecimiento.

En ese sentido, los genes de actividad ATP, actividad endopeptidasas y actividad peptidasa

parecen ser buenos indicadores de respuesta. Por otro lado, la sobre expresion de los genes de
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ligadura de ATP y ligadura de nucledtidos pueden ser buenos indicadores. Se evidencia la
actividad del amino-acido serina, que se relaciona con la activacidén de la cascada fenoloxidasa,
la cual se asocia a la disminucién en la capacidad de respuesta inmune del organismo en
condiciones de estrés. Su sobre-expresion se refleja también como una disminucién en la

capacidad de crecimiento en los organismos en el cultivo sub-dptimo.

Heterdlogo D. melanogaster genes sobre-expresados
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Figura 18. Genes sobre-expresados para: Procesos biolégicos en camardn blanco. L. vanammei,
cultivado de manera intensiva por 105 dias.
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Heterdlogo D. melanogaster genes
sobre-expresados
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Figura 19. Genes sobre-expresados para: Componentes celulares en camardn blanco. L.
vanammei, cultivado de manera intensiva por 105 dias.
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Figura 20. Genes sobre-expresados para: Funciones metabdlicas en camarén blanco. L.
vanammei, cultivado de manera intensiva por 105 dias.
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8. DISCUSION
8.1 Evaluacion de diferentes sistemas de aireacion

8.1.1 Parametros de calidad de agua

Los estanques con paletas de 2 HP registraron una salinidad mas alta que los estanques con
aspiradores. Abdelrahman & Boyd (2015) y Moreno-Figueroa et al. (2017) mostraron que la tasa
de evaporacién cuando se utilizan paletas es mas alta (2 mm/dia), que cuando se utilizan
aspiradores (<0.9 mm/dia), lo que se puede relacionar con la accién mecanica de la paleta, la
cual lanza gotas de agua al aire como estrategia para realizar el intercambio de gases. En
condiciones desérticas esto es relevante ya que se fomenta la evaporaciéon. Moreno-Figueroa et
al. (2017) reportaron una evaporacion superior a 9.4 mm por dia. Por otro lado, si el cultivo se
realiza en zonas de condicidn hipersalina, como la Ensenada de La Paz (Espinoza, 1978), esto
puede afectar la viabilidad de cultivo comercial si no se realiza una adicion o recambio de agua,
afectando los niveles de otros parametros de calidad de agua. La Tabla 3 muestra que esto no
fue el caso en el presente estudio, debido al manejo utilizado, manteniéndose dentro de lo
recomendado por Boyd (2001) para L. vannamei. La especie es halotolerante (Pante 1990),
viviendo en salinidades de 0 a 50 ppt, con un 6ptimo alrededor de 20 ppt, sin afectar su
sobrevivencia significativamente (Decamp et al., 2003). La sobrevivencia en este estudio fue alta

(> 80%) lo cual se considera apropiado para el cultivo.

La diferencia en la temperatura promedio de las paletas con el tratamiento mixto de aireacién o
los aspiradores se debe a que el movimiento de las paletas provoca que el agua tenga mayor
contacto con el aire. En zonas desérticas o semidesérticas, como La Paz, la temperatura del aire
puede cambiar significativamente al enfriarse la tierra durante la noche, generando vientos con
direccién tierra-mar. Por otro lado, durante el dia, la temperatura del suelo tiende a elevarse
significativamente, por encima de la que mantiene el mar, provocando vientos en sentido
contrario (Espinoza, 1978). Wyban et al. (1995) y Boyd (2001) encontraron que existen

diferencias en crecimiento de L. vannamei entre 27 y 30°C.
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En este estudio, la tasa de crecimiento del camardn fue ligeramente mayor en los estanques
que mantuvieron temperaturas mas altas, aunque la diferencia no fue significativa. Reportes
sobre la respuesta metabdlica de la especie (Villarreal et al, 1994, 2003) indican que valores
entre 26 y 30°C no producen diferencias significativas en el metabolismo rutinario de la especie,
por lo que no se esperaba que el diferencial de temperatura registrado necesariamente afectara

las tasas de crecimiento en los estanques.

Por otro lado, la temperatura aumentd conforme avanzé el cultivo, afectando la solubilidad del
oxigeno disuelto (Boyd, 2001). A esto es necesario agregar las demandas para la respiracion del
oxigeno conforme aumenta su biomasa, del consumo de oxigeno del alimento no consumido y
compuestos metabdlicos, y de los organismos que conforman la productividad natural en el
estanque (Egna & Boyd, 1997). Por ello fue necesario incrementar el volumen de aireacidn, de
20 a 40 hp/dia, a fin de mantener niveles por encima de la concentracion de oxigeno disuelto
letal en camarones que se reporta entre 1y 2 mg/l (Boyd, 2001), y de condiciones que propicien
el lento crecimiento (1-3 mg/l, Sonnenholzner, 2014), garantizando niveles superiores a 4 mg/|
gue propician un crecimiento éptimo en aguas cdlidas (Boyd, 2001). En el presente estudio, los
niveles de saturacién de oxigeno disuelto promedio se encontraron por encima de 4 mg/l en
todos los tratamientos. Es importante mencionar que los estanques con aspiradores mostraron
menores concentraciones de OD, comparados con estanques aireados con paletas. Esta se
relaciona con la capacidad de los primeros de mezclar mejor la columna de agua, manteniendo
en suspensién un mayor porcentaje de la materia organica, lo que se tradujo en una demanda
superior de oxigeno. La Tabla 3 confirma esto en funcién a los niveles de sélidos suspendidos en
los estanques, en donde los estanques con combinacidn de aireadores se encuentran en niveles
intermedios de temperatura, oxigeno y solidos suspendidos. Ademas de la temperatura, la
transferencia de gases aire-agua, la respiracién animal, de materia organica y del sedimento,
otro factor que impacta el nivel de oxigeno disuelto es la fotosintesis. Los niveles de clorofila
gue se muestran en la Tabla 3 fueron significativamente mas altos en estanques con paletas,
gue en estanques con aspiradores. Esto se relaciona con el movimiento mecdnico de cada uno,
en donde la paleta expone mas eficientemente al sol y al intercambio de gases las capas

superiores del agua del estanque, propiciando una mayor produccion de microalgas.
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Es relevante mencionar que, durante la noche, las microalgas no producen oxigeno, sino que lo

consumen, lo que afecta los niveles de saturacion en el agua.

8.1.2 Respuesta de variables productivas.

Cuando la temperatura se encuentra dentro del intervalo dptimo para el cultivo de la especie,
otros factores que pueden afectar el desarrollo del organismo incluyen pH, amonio y salinidad.
En el presente estudio, los datos de pH y amonio se encontraron dentro de los niveles
adecuados para el camarén blanco. En cuanto a la salinidad, Le et al. (2009) indicaron que
cuando el estrés osmoético es menor, las demandas metabdlicas disminuyen, liberando energia
para el crecimiento y mejorando la eficiencia de conversion de alimento. Gong et al. (2004)
indican que para L. vannamei el punto isosmotico es 25-26 ppt. No todas las regiones donde se
cultiva la especie permiten mantener la salinidad ideal para el cultivo. Burford et al. (2003)
mostraron que es factible producir tallas de 13 g y 11 toneladas/ha en Belice a bajas salinidades
con temperaturas alrededor de 26-28°C cuando se siembran 120 postlarvas/m?, mientras que
Moreno-Figueroa et al. (2017) alcanzaron 13 ton/ha en las mismas condiciones de cultivo, pero
con una salinidad de 45 ppt. Utilizando el mismo sistema de producciéon en nuestro estudio, se
demostré que se puede alcanzar tallas similares pero una biomasa significativamente mayor
(16.6-17.1 ton/ha), cuando se incrementa la densidad de siembra a 150 PL/m?, ya que no hubo
un efecto negativo en la sobrevivencia o el factor de conversion del alimento. Mcintosh (2000)
ha indicado que el disefio y el manejo de los estanques de cultivo son fundamentales para
obtener producciones significativas en sistemas intensivos con recambio de agua limitado. El
sistema fotoheterotrofico (Villarreal et al., 2019) utilizado resulta en un ecosistema homogéneo
de produccidén, que suspende los residuos de materia organica con aireadores a fin de optimizar
las condiciones de calidad de agua por la presencia de bacterias quimiotroficas (Nitrosomonas,
spp., Nitrobacter spp.), y aprovechar las bacterias y levaduras heterdtrofas para convertir la

materia orgdnica en una fuente significativa de alimento para el camarén (Amnivelech, 2012).
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8.1.3 Uso de energia eléctrica

No hubo diferencias significativas de amperaje y voltaje entre los tratamientos durante la
engorda de Litopenaeus vannamei y no se identificd una tendencia al cambio de los valores en
el tiempo, indicando que el incremento de biomasa y en la cantidad de alimento suministrado
no resultd en modificaciones al consumo eléctrico. No existen muchos reportes de consumo
eléctrico para cultivos intensivos de camardn. Boyd y Clay (2002), reportaron un requerimiento
de 4.35 KWhr/kg de camardn para un rendimiento de 13.6 ton/Ha, mientras que Moreno-
Figueroa et al., (2017) reportaron produccion de 13.4 ton/ha para un costo de 4.71 KWhr/kg. La
Tabla 6 muestra que, en el presente estudio, el rendimiento promedio fue de 16.89 ton/ha de
camardn. Con ello, la eficiencia energética por kilo de camardn fue de 4.27 KWhr/kg, que es
similar a la reportada por Boyd y Clay (2002) vy significativamente menor a lo reportado por

Moreno-Figueroa (2017).

8.1.4 Requerimiento de agua

Durante el cultivo no se utilizé recambio de agua, pero se agregd una cantidad semanalmente,
de acuerdo a la evaporacién, para mantener el nivel de operacién del estanque vy limitar el
incremento de salinidad. Se agregaron 3,350 m? por estanque. El promedio de rendimiento en
los estanques fue de 1,689 kg, por lo que el requerimiento de agua por kilogramo de camardn
producido es de 1.98 m>. Boyd y Clay (2002) reportaron un requerimiento promedio de 2.3
m3/kg de camardn cosechado, mientras que Moreno-Figueroa (2017) reportan un consumo de

2.68 m3/kg de camardn; ambos valores significativamente mas altos.

8.1.5 Velocidad de corriente

Existen diversos trabajos que determinan la velocidad minima necesaria para poder suspender
la mayor cantidad de particulas de materia organica en estanques acuicolas, dependiendo del
tamafio de particula sedimentable a considerar (Villarreal et al., 2018). En la presente
evaluacidn, se establecié un valor minimo de velocidad de agua de 0.1 pie/segundo (Mclintosh,

2000; Boyd y Clay, 2002), por debajo del cual se presentan niveles significativos de
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sedimentacion de materia organica en los estanques. Los resultados muestran que, a4y 6 m de
distancia del aireador, no hubo diferencias marcadas en la velocidad de corriente de agua
generada en los estanques con diferentes sistemas de aireacion en la fase inicial del cultivo.
Como es de esperarse, sistemas de superficie (paletas) muestran una tendencia a generar
mayor velocidad en la parte superior. La caida en la velocidad de corriente con la profundidad

es clara para estos equipos.

Por otro lado, los aireadores de aspiracidn estan disefiados para un movimiento central de agua.
Esto se refleja como velocidades mas consistentes en el estanque. En ambos casos se mantuvo
una mezcla adecuada en la columna de agua, que propiciéd una calidad de agua homogénea,
comparado con sistemas en los que no se propicia el movimiento de agua por medio de
aireadores. En algunos casos, los datos de velocidad muestran variaciones e inconsistencias
atribuibles a la implementacion del proceso de medicidén (colocar a una persona sosteniendo el
correntdmetro en el agua a la distancia deseada). No hubo una tendencia clara que reflejara la
disminucion de la velocidad de la corriente de agua generada por los aireadores cuando se
comparan las velocidades al dia 50. Sin embargo, después de 100 dias de cultivo la capacidad de
los aireadores para mantener la velocidad de corriente por encima de la velocidad minima
deseada (0.1 pies/segundo, 0.031 m/s) fue afectada por la biomasa del camardn, la cantidad de
alimento suplementario distribuido, y el peso de la materia organica sedimentada y en
suspension. Boyd y Clay (2002) han indicado que la funcién de los equipos de aireacidn es
transferir oxigeno a la columna de agua. Avnimelech (2012), por su parte, menciona que el
papel de los aireadores es fundamental para lograr una mezcla homogénea de la columna de

agua. En el presente estudio, ambas funciones se lograron de manera satisfactoria.

8.1.6 Analisis de costos, ingresos y utilidad neta

Los costos de produccion fueron muy consistentes para todos los tratamientos. Las diferencias
se establecieron en funcién a la cantidad de alimento suplementario suministrado, que estd
asociado al factor de conversion de alimento, y a las diferencias en la amortizacién del tipo de

equipo de aireacion, en donde el tiempo de operacion viable es menor para un aireador de
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paletas que para un aspirador. A pesar de ello, las diferencias en la utilidad neta (Tabla 9) son
limitadas, indicando que la produccion de camardn fue exitosa, independientemente del tipo de
aireador utilizado. Se obtuvo un costo y una utilidad promedios por hectarea de $776,336 y
$659,342, respectivamente, que compara favorablemente con otros estudios. Por ejemplo,
Moreno-Figueroa (2017) presentd costos de produccion de $777,540/ha y una utilidad
promedio de $222,930/ha en condiciones similares de cultivo. El beneficio-costo reportado por
este autor fue de 1.39, mientras en el presente estudio fue de 1.85, lo cual esta relacionado
principalmente al precio de venta y a la mayor biomasa obtenida. Si se realiza un ajuste para
utilizar los precios de venta estimados por Moreno-Figueroa (2017), de $67/kg, la utilidad neta

seria de $355,316, que es 59% mas alta que la reportada por este autor.

Por otro lado, en el caso de cultivo en granjas semi-intensivas en México, FIRA (2007), SAGARPA
(2009) e ISAPESCA (2017) reportaron que las utilidades se encuentran entre $13,000 y
$45,000/ha. Estas son altamente influenciadas por el peso del camardn (Hernandez-Llamas y
Magallén-Barajas 1991; Hernandez-Llamas et al. 2004), y el costo del alimento (Hatch et al.,,
1987; Hernandez-Llamas et al., 2004; Sdnchez-Zazueta y Martinez-Cordero, 2009 y Hernandez-
Lamas et al., 2013).

8.2 Evaluacion de diferentes tiempos de aireacién

8.2.1 Parametros de calidad de agua

Los parametros de calidad de agua registrados durante la evaluacién se mantuvieron dentro de
los intervalos dptimos reportados para la especie (Boyd y Clay, 2002) en cultivo intensivo. Los
valores promedio de amonio fueron mas altos para el tratamiento de 12 horas de aireacién y los
niveles de bacterias heterotréficas fueron mas bajos, aunque no hubo diferencias estadisticas.
Estos cambios pueden estar asociados a la falta de movimiento de agua durante el dia, que
permite sedimentaciéon de materia orgénica, por lo que la cantidad de bacterias nitrificantes y
heterétrofas disminuye (Avnimelech, 2012). Naranjo et al. (2022) han mostrado que cuando la
aireacion se limita, la velocidad de crecimiento disminuye en la langosta de agua dulce, Cherax

quadricarinatus. Esto puedo estar asociado con un tiempo de degradacion mdas largo para
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metabolitos, como el amonio que, aunque se encuentre en niveles no letales para la especie,
puede afectarlas a nivel crénico. Colt y Tchobanoglous (1976), Armstrong et al. (1978),
Wasielesky et al. (2006) y Sampaio et al. (2002) han mostrado que los niveles subcriticos de
amonio tienen un efecto en el crecimiento de especies como Macrobrachium rosenbergii,

Ictalurus punctatus, Mugil platanus y Litopenaeus paulensis.

8.2.2 Respuesta de variables productivas

Normalmente, el recambio de agua se utiliza para prevenir la acumulacién de metabolitos en
estanques (Chamberlain, 1988; Hopkins et al. 1993). La aireacidn se utiliza como estrategia para
mejorar la calidad de agua, mejorar la produccién y reducir la cantidad de recambio de agua
(Sandifer et al. 1988; Martinez-Cérdova et al. 1995, 1997, 1998). Por otro lado, existen reportes
de limitacion del recambio de agua y aireacién sin efectos negativos en el cultivo semi-intensivo
e intensivo de camarén (Martinez- Cérdova et al. 1995, 1997, 1998; Moreno-Figueroa et al.
2017). Esto es importante, ya que una reduccién en los costos de energia por concepto de

recambio de agua o uso de aireadores mejora la rentabilidad del cultivo.

Varios reportes muestran que el uso de aireacién como estrategia para reducir el recambio de
agua en cultivo de Litopenaeus vannamei da buenos resultados (Hopkins, et al., 1993; Martinez
et al. 1997; Hopkins et al., 1996; Fast y Menasveta, 2000; Boyd y Clay, 2002). En ese sentido, el
uso de membranas de recubrimiento en los estanques puede ayudar a reducir la friccién del
agua en movimiento, en comparacién con estanques de arcilla, permitiendo alcanzar una
velocidad de agua cerca de 6 pies/min (0.031 m/seg) (Browdy et al., 2001; Mclntosh, 2000), lo
gue contribuye a mantener materia organica y sélidos en suspensién. Esto es critico en sistemas
intensificados. Cuando se limita el movimiento de agua como, por ejemplo, en estanques sin
aireacion, ocurre una acumulacién de sedimentos orgdanicos e inorgdnicos en el fondo del
estanque que pueden afectar la alimentacién y el consumo de oxigeno por los organismos (Boyd
y Clay, 2002). Para especies de fondo, como Machrobrachium spp., Cherax, spp. y Penaeus spp.,
estas micro condiciones en la capa adyacente al fondo pueden afectar al organismo. Este

problema se ha reportado en Litopenaeus vannamei (Ritvo et al., 2000; Yusoff et al., 2003;
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Abraham, 2004). En el presente estudio, el peso promedio final del camardn fue
significativamente menor en el tratamiento de 12 horas de aireacion a partir del dia 77 de
cultivo. Al final del cultivo el promedio del FCA fue ligeramente inferior para el tratamiento de
24 horas de aireacién y no hubo diferencias en sobrevivencia entre los tratamientos. Naranjo et
al., (2022) indicaron que esto ocurre cuando se limita la disponibilidad de oxigeno, lo que
provoca una menor eficiencia de oxidacion de compuestos nutricios del alimento, destinando la
energia para funciones prioritarias, como la respiracidn y la sobrevivencia, y limitando la energia

disponible para el crecimiento.

8.3 Tasa metabdlica estandar (TME) y punto critico (PC).

La tasa metabdlica estandar (TME) evalua el gasto energético del organismo durante la actividad
motora rutinaria, siendo mayor en el tratamiento con 12 hr de aireacién. Cuando esto sucede,
hay menos energia disponible para el crecimiento para poder cumplir las funciones fisioldgicas
rutinarias (Villarreal, 1989). Por otro lado, el punto critico de conformacién metabdlica, cuando
el organismo deja de regular su consumo de oxigeno y empieza a conformar su actividad
metabdlica para sobrevivir, mostré una mayor resiliencia cuando los camarones son cultivados
con aireacion continua. Carrefio et al. (2014) y Villarreal (1988), entre otros, han indicado que la
disponibilidad de nutrientes o de oxigeno disuelto, no son suficientes para maximizar la
produccién cuando el organismo pasa de ser regulador metabdlico a conformador. En otras
palabras, los organismos en cultivo en estanques con 12 horas de aireacién sufrieron mayor
cantidad de estrés critico, que redujo su capacidad para maximizar el crecimiento. Esto se
evidencié en TME mas elevadas y un PC mas alto. Esto se explica al entender que la demanda de
oxigeno es mas alta en el fondo que en la columna de agua, ya que la concentracién de materia
organica, nutrientes y microorganismos es mas alta, ademas de la biomasa de camardn. Si el
fondo del estanque no se maneja de manera adecuada al permitir que haya sedimentacién
ciclica (cada 12 horas), la degradacion de materia organica va a exceder la capacidad de
renovacion de oxigeno, posiblemente generando zonas andxicas, con compuestos
potencialmente toxicos para el organismo, como los sulfuros (Teichert-Coddington et al. 1994),

gue reducen la tasa de alimentacién, reducen el crecimiento, pueden incrementar la mortalidad
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y la susceptibilidad a enfermedades (Hopkins et al., 1991; Sandifer et al., 1993; Ritvo et al.,
2000; Avnimelech and Gad, 2003; Yusoff et al. 2003).

8.4 Expresion génica.

Los camarones cultivados en estanques con 12 horas de aireacidn resultaron en un peso
promedio final menor y una menor biomasa final. Al realizar la evaluacion del estado fisioldgico
de los organismos se encontrd que estos camarones mostraban una tasa metabdlica estandar
mas alta y un punto critico de conformacién mas alto, en comparacidn con organismos
procedentes del cultivo con 24 horas de aireacidn. La explicacion productiva y fisiolégica se
presentd en las secciones anteriores. Sin embargo, los resultados ofrecian una oportunidad para
evaluar la respuesta en términos de expresidon génica, para lo que se utilizé un microarreglo
heterdlogo. Los resultados mostraron una sobreexpresion de 323 genes, de los cuales se
identificaron 153 para D. melanogaster. De los 300 genes suprimidos se identificaron 160 para

D. melanogaster.

Se evidencidé una afectacidon de la capacidad de producir eficientemente ATP, asociado a
procesos de fosforilacidon oxidativa, que interviene en la ruta por la que se produce el 90% de
energia celular y que, probablemente, esta asociado a las enzimas involucradas en la catalisis en
la reaccién de formacién de ATP, asi como una reduccién en la eficiencia del transporte y
almacenamiento de lipidos. Esto se refleja en una pérdida en la capacidad de crecimiento. (Wu,

2002).

Por otro lado, Ulaje-Fernandez (2015) demostré que la exposicidon crénica a hipoxia en L.
vannamei tiene un efecto en la reduccion en el uso de energia, asi como en la sintesis de
proteina, lo que contribuye a explicar la diferencia en peso entre el tratamiento de 24 horas y el
de 12 horas de aireacion. La investigacion futura debera evaluar si se presenta un aumento en
la expresion de genes con actividad en rutas de obtencién de energia por oxidacién de

compuestos organicos de manera similar a lo reportado por Storey (2000).
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En el caso del camardn chino (Fenneropenaeus chinensis), la principal respuesta a la hipoxia es
la activacién de genes involucrados en las rutas de glucélisis y gluconeogénesis (Jiang, et al.,
2009). En un estudio realizado en el langostino de rio oriental (Macrobrachium nipponense), por
Sun et al. (2015) mostraron la asociacion de expresién de genes en hepatopdancreas, tejido
muscular y branquial en condiciones de hipoxia con actividad de la transferasa y
oxidorreductasa, y la sefalizacion de vias de fosforilacion oxidativa, glucélisis/gluconeogénesis y

ciclo TCA. Esto es similar a los resultados del presente estudio.

Por otro lado, la evidencia de sobre-expresiéon de la actividad del amino-acido serina, que se
relaciona con la activacion de la cascada fenoloxidasa (PO) puede asociarse a la caida de la
capacidad de respuesta inmune del organismo en condiciones de estrés. (Huang et al, 2010).
Este proceso generaria una demanda adicional de energia que puede relejarse en una

disminucion en la tasa de crecimiento.

Como se menciona arriba, estos resultados son preliminares por lo que la investigacién futura
deberd estudiar la expresidon de genes que puedan asociarse a una disminucion en la capacidad

de crecimiento en los organismos en condiciones sub-dptimas de cultivo.
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9. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la mezcla adecuada de agua crea un ambiente mds estable en el
estanque de cultivo, lo que se refleja en el bienestar, sobrevivencia y crecimiento del
organismo. La corriente de agua generada por los aireadores propicia la suspensién de materia
organica y el desarrollo de fléculos bacterianos, facilitando la descomposicion aerébica de la
materia orgdnica. (Avnimelech, 2007, 2012; Boyd y Clay, 2002; Moreno et al. 2017; Sandifer y
Hopkins, 1996). Estos sistemas se han llamado biofloc, mixotréficos o fotoheterotroficos
(Avnimelech, 2012; Shishehchian, 2012; Moreno-Figueroa et al. 2017; Nufiez-Amao et al., 2019),
gue buscan reducir el recambio de agua y la descarga de materia orgdanica, ofreciendo un cultivo
mas sustentable y rentable (Torrans, 2012; Boyd and Clay, 2002; Timmons et al., 2002; Gelfand
et al., 2003; Browdy and Moss, 2005). Los rendimientos alcanzados en la evaluacién con equipos
de aireacién de 2 HP, tipo aspirador o paletas, no mostraron diferencias significativas en
términos de variables productivas, incluyendo peso final, sobrevivencia, TCA, biomasa y FCA,
confirmando que el sistema fotoheterotréfico utilizado fue eficiente para alcanzar mas de 18
ton/ha por ciclo de produccion. Por otro lado, la limitacion de aireacidén propicié un cambio
significativo en la respuesta fisioldgica que se traduce en una pérdida de capacidad para
acumular tejido, resultando en un peso final menor. Las implicaciones econdmicas de esto son
significativas, por lo que la identificacion de criterios, como es el caso de la expresion génica,

gue permitan establecer cambios en la respuesta del organismo, es deseable.
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11. ANEXOS

Comparaciones de velocidad de corrientes en estanques de engorda de camardn, al inicio, mitad y final del cultivo con equipos de
aireacion de 2 HP y 1 HP.
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