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RESUMEN

El presente informe reporta los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion
cuyo titulo es Utilizacion de bacterias nitrificantes como biorremediadoras del agua
de cultivo de Litopenaeus vannamei en Tumbes - Peru, llevado a cabo del 17 de
junio al 17 de agosto del afio 2009, en la Facultad de Ingenieria Pesquera de la
Universidad Nacional de Tumbes. El trabajo consistié de 5 tratamientos mas un
control cada uno de ellos con 2 repeticiones (T1: geotextil + perifiton espontaneo;
T,: geotextil + perifiton domesticado; T3: geotextil + perifiton espontaneo + azucar;
T4: geotextil + perifiton domesticado + azucar; Ts: Normal + azucar). El control (To)
se manejé como se hace tradicionalmente, sin geotexti. La densidad fue de 270
camarones/m?; la alimentacion fue el 4% de la biomasa calculada, el aztcar que
se adicion6 para agregar carbono al medio, fue de 0,1g por cada gramo de
alimento al 40% de proteina y sirvidé para ayudar a mejorar la metabolizacidon de
los microorganismos presentes en el agua, tal como se hace actualmente en el
cultivo de camardn, utilizando melaza como fuente de carbono.

Los parametros fisicos fluctuaron durante la experiencia se presentaron como se
indica: Temperatura de 23 a 24,5°C; salinidad de 35 a 40 ppt; el pH tuvo un
minimo de 7,44 a un maximo de 9,04. Los nutrientes presentes en el agua
fluctuaron de la siguiente manera: amonio 0,0005 a 0,36 ppm; ion amonio 0,007 a
2,61 ppm; nitritos 0,03 a 22,36 ppm; nitratos 0,25 a 13,0 ppm y fosfatos 0,46 a
4,99 ppm, siendo estos resultados mejores en los tratamientos con presencia de
bacterias nitrificantes, aunque no hubo diferencia significativa entre tratamientos.

Los analisis de ADN, mediante PCR y posterior migracion electroforética, indican
la presencia de bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter.

A simple vista, por transparencia, la mejor calidad del agua, correspondié a los
tratamientos que tenian geotextil.

Palabras clave: Microorganismos nitrato-reductasa, Litopenaueus vannamei, PCR,
geotextil, perifiton.
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ABSTRACT

This work report the results of the research, Use of nitrifying bacteria as water
bioremediate Litopenaeus vannamei culture in Tumbes - Peru, from 17 June to 17
August of 2009, in the Faculty of Fisheries Engineering, National University of
Tumbes. The work consisted of 5 treatments more one control each one of them
with 2 replications (T1: geotextile + spontaneous periphyton; T,: geotextile + tamed
periphyton; Ts: geotextile + spontaneous periphyton + sugar; T4: geotextil + tamed
periphyton + sugar; Ts: Normal + sugar). The control (To) was handled as is done
traditionally, without geotextile. The density was 270 shrimp/m®; the food was 4%
of estimated biomass, the sugar was added to carbon to the medium was 0,1 g per
gram of food to 40% protein and was used to help improve the metabolism in
microorganisms in the water, as is currently done in shrimp farming, using
molasses as carbon source.

The physical parameters fluctuated during the experiment were presented as
follows: temperature from 23 to 24,5°C, salinity from 35 to 40 ppt, the pH had a
minimal 7, 44 to a maximum 9,04. The nutrients in the water ranged as follows:
ammonia 0,0005 to 0,36 ppm; ammonium ion from 0,007 to 2,61 ppm; nitrite 0,03
to 22,36 ppm; nitrate from 0,25 to 13,0 ppm and phosphate from 0,46 to 4,99 ppm,
and these results better in treatments with nitrifying bacteria, although no
significant difference between treatments.

DNA analysis PCR and subsequent electrophoretic migration, indicating the
presence of genus Nitrosomonas and Nitrobacter.

At first sight, transparency, better quality water found in the treatments that had
geotextile.

Key words: Nitrate-reductase microbial, Litopenaueus vannamei, PCR, geotextile,
periphyiton.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Biopelicula. (Biofilm en Ingles), son organizaciones microbianas compuestas por
microorganismos que se adhieren a superficies duras, semiduras e incluso
blandas que se encuentran en lugares humedos 0 acuosos, gracias a la secrecién
de un exopolimero. Estas conformaciones microbianas presentan una gran

heterogeneidad y una diversidad de microambientes.

Biorremediacidén. Proceso de recuperacion del medio ambiente alterado por las
actividades humanas, haciendo uso de microorganismos, hongos, plantas o las

enzimas derivadas de ellos.

Geotextil. (Tapete) tela gruesa que se puede enrollar, cortar y cocer, se utiliza

como sustrato para la fijacion microbiana que formara las biopeliculas.

Nitrificacion. Oxidacion biolégica del amonio con oxigeno en nitrito, seguido por
la oxidacién de esos nitritos en nitratos. La nitrificacion es una etapa en el ciclo del
nitrdgeno y juega un importante rol en la remocion del nitrégeno organico de aguas

servidas, donde la remocién convencional es por esa nitrificacion bacteriana.

Nitrobacter. Bacterias aerobias que se convierten los nitritos en nitrato, nutriente
del agua menos perjudicial para los organismos cultivados, mas bien sirve como

fertilizante de las microalgas.

Nitrosomas. Bacterias nitrificadoras de tipo aerdbico, que convierten el amonio en

nitrito mediante la oxidacion del mismo.

Perifiton. Comunidad de microorganismos acuaticos que se adhieren a plantas
enraizadas, sustratos solidos y semisdélidos sumergidos. Forman una pelicula
incrustante creciente a medida que prosperan. Comprenden una gran variedad de

especies: algas de todo tipo, bacterias, cianobacterias, protozoos, eftc.

11
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l. INTRODUCCION

Debido al crecimiento demografico en el planeta, y consecuentemente el aumento
de las necesidades basicas, entre ellas, la produccion de mayor cantidad de
alimentos; cada dia se van multiplicando los problemas que se le ocasiona al
medio ambiente, tal como la eliminaciéon de residuos sodlidos y liquidos, que
l6gicamente van en crecimiento. Entre el aumento de los contaminantes, no solo
es el incremento de las aguas domesticas residuales municipales, sino también,
de los residuos solidos y liquidos industriales; todo esto, como consecuencia de

una civilizacion industrializada y su demanda por una mejor calidad de vida.

El objetivo principal de la presente investigacion, fue encontrar una solucion al
arrojo de efluentes sin tratar, producto de la acuicultura de camaron en la Region
Tumbes en Peru. Esta posible solucion, se plante6 utilizando microorganismos
que transformen los nutrientes presentes en el agua de cultivo a formas
asimilables por las microalgas, tal como los nitratos, a través del proceso de

nitrificacion.

En tal sentido, en la presente memoria de investigacién se pretende explicar el
proceso de nitrificacion y la importancia de los microorganismos nitrato-reductasa
NR, que se encuentran presentes en el agua, los mismos que, deben ser usados
como biorremediadores del agua, para mejorar la calidad de los efluentes de la
acuicultura, permitiendo de esta manera, un menor impacto al ecosistema de
manglar y zonas aledanas, o como se dice en la actualidad; hacer uso de una

acuicultura amigable con el medio ambiente.

12
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1.1. JUSTIFICACION

En nuestros tiempos, la acuicultura, es una actividad con un alto despliegue en
ciencia y tecnologia, la misma que asocia a muchas disciplinas que interactuan
con ella, tales como la biologia, la ingenieria, la economia y la administracién de
negocios, entre otras; siendo las ramas biolégicas, como la fisiologia, la genética,
la ecologia, la patologia y la biotecnologia, las que presentan mayor implicancia en

la produccién de los organismos acuaticos.

La biotecnologia es la ciencia que aporta los medios para aumentar la produccién
en la acuicultura, actividad que se ha incrementado cuantitativamente en la ultimas
décadas, gracias a una serie de aportes, entre los cuales destaca la biotecnologia
aplicada a diversos ambitos como reproduccion, nutricion, patologia y
mejoramiento genético de las especies cultivadas, asi como también, el
mejoramiento de la calidad del agua utilizada en el cultivo, a través de la

biotecnologia ambiental.

La acuicultura, probablemente, es el sector de mas rapido crecimiento en la
producciéon de alimentos, en la actualidad casi el 50% del pescado que se
consume en el mundo es producto de ella, siendo pues, una actividad potencial
para satisfacer la creciente demanda de alimentos acuaticos. Asi pues, teniendo
en cuenta la creciente poblacidn proyectada para los préximos dos decenios, se
calcula que al menos un adicional de 40 millones de toneladas de alimentos
acuaticos, seran necesarios en el aino 2030 para mantener el actual consumo per

capita por persona que es de 16,4 kg/afo (FAO, 2006).

La industria camaronera en el Peru, se ha desarrollado en el extremo norte de la
costa peruana, especificamente en la Regién Tumbes, actividad que viene
funcionando de manera comercial desde la década de los 70s. Actualmente
existen cerca de 3 500 Hectareas (ocupando el 0,26% del area mundial destinada
para el cultivo del camardn) en estanques de produccion, agrupados en casi 50

empresas que exportan anualmente cerca de 6 000 TM (casi 0,9% de la

13
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produccion mundial) de camaréon de mar por un valor comercial de casi 60

millones de dolares (Talavera, Sanchez y Zapata 1999).

El cultivo del “langostino blanco” Litopenaeus vannamei, llamado también
“‘camaron de mar”, viene siendo por varias décadas, una actividad econémica de
gran importancia para la Region Tumbes, en Peru; pues a través de ella, muchas
personas, entre personal altamente capacitado (Ingenieros Pesqueros y Bidlogos
Pesqueros), asi como personal técnico, entre otros; como personal de apoyo,

dependen econdmicamente, tanto directa como indirectamente, de esta industria.

Como toda actividad antropogénica presenta sus problemas, uno de ellos y quiza
el mas notable, es el arrojo de efluentes sin tratar al medio ambiente con una gran
carga de metabolitos, producto de la alimentacién del camardn y su metabolismo;
por consiguiente, estos efluentes se encuentran cargados de materia organica en
descomposicion, tal como, alimento no consumido, heces de los organismos que

habitan los estanques; camarones, bacterias y microalgas muertas, entre otros.

Toda esta gran carga de contaminantes perjudica las aguas del medio natural,
adicionando una abundante cantidad de nutrientes como nitrégeno y fosfato,
presencia de solidos en suspension; elementos que en su conjunto impiden la
normal transferencia de los rayos solares, favoreciendo de esta manera la
eutrofizacion del medio y la proliferacion de microorganismos que dafian la calidad
del agua del medio natural; entre ellos, los esteros que colindan con el ecosistema

de manglar de Tumbes y las empresas camaroneras.

Todo esto se puede evitar si se utiliza una fauna microbiana que favorezca la
nitrificacion de la materia organica en suspension, transformandola a formas
asimilables por las microalgas, tal como los nitratos, estos ultimos, producto del
proceso de nitrificacion, proceso que es llevado a cabo por las bacterias y
microalgas nitrato-reductasa, objeto de este estudio. Estos microorganismos
degradan con facilidad los nutrientes presentes en el agua, dentro de los
estanques de crianza, con lo cual se tiene un agua de mejor calidad para el

cultivo, por otro lado, los efluentes eliminados al medio ambiente, son también de

14
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mejor calidad que los que se arrojan actualmente, y por ultimo se sabe también,
que esta heterogénea flora y fauna de microorganismos que conforman el
perifiton, es consumido como alimento por los camarones, disminuyendo de esta
manera en un buen porcentaje los piensos balanceados que se les administra, por
consecuencia se disminuira también, en buena parte los costos de produccién de

éste crustaceo.

Es por este motivo, la gran importancia que tendria el conocimiento y manejo de
los microorganismos nitrato-reductasa presente en la produccion de camarones,
pues con ello se lograria una mejor calidad de los efluentes arrojados al medio
natural, a la vez que servirian como fuente de alimento para el crecimiento de los

camarones.

15
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1.2. OBJETIVOS

El presente trabajo plantea los siguientes objetivos:

1.2.1. Objetivo general

Mediante la técnica Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizando varios juegos
de cebadores especificos para individuos y genes nitrato-reductasa, evaluar a los
microorganismos que nitrifican la materia organica presente en el agua de cultivo

de Litopenaeus vannamei en Tumbes - Peru.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Determinar la biorremediacion del agua de cultivo de Litopenaeus vannamei

utilizando bacterias nitrato-reductasa

2. ldentificacion de microorganismos nitrato-reductasa que forman parte del
perifiton en el cultivo de Litopenaeus vannamei, haciendo uso de la técnica

Polymerase Chain Reaction (PCR).

3. Caracterizacion de microorganismos nitrato-reductasa por PCR en el cultivo de

Litopenaeus vannamei.

4. Cuantificar a los microorganismos nitrato-reductasa presentes en el cultivo de

Litopenaeus vannamei.

16
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1.3. HIPOTESIS

El presente trabajo plantea la presente hipotesis de trabajo:

Existen varios microorganismos nitrificantes entre ellos algunas bacterias y
microalgas que forman parte del perifiton en el cultivo de Litopenaeus vannamei,

que degradan la materia organica hasta nitrato.

1.4. ANTECEDENTES

a) Impacto ambiental:

Como toda actividad humana, la crianza de organismos acuaticos causa un
deterioro en el medio ambiental (Féray et al., 1999; Dacho and Mustafa, 2008;
Pardo, Suarez y Soriano, 2006; Sousa et al., 2006), por su parte Ramos, Vinatea
& Da Costa, 2008, refieren que los principales problemas ocasionados por la
acuicultura son el arrojo de efluentes no tratados, con lo que se contamina los
cuerpos de aguas naturales con nutrientes y materia organica; en tal sentido,
actualmente se busca realizar una acuicultura de menor impacto al
medioambiente, en la que se usen microorganismos tal como bacterias y
microalgas que sirvan como biorremediadores de los efluentes, asimismo, se les
utilice como fuente de alimento natural para las especies en cultivo (Thakur and
Lin, 2002; Abreu et al., 2007; Khatoon et al., 2007; Crab et al., 2007).

Un apropiado manejo en el cultivo de camaroén es lo que se requiere actualmente,
ya sea un sistema cerrado, con recambios minimos de agua (Thakur and Lin,
2002) o el uso del perifiton como alimento y como biorremediador del agua
(Abraham et al., 2004) este tipo de acuicultura, es a la que se tiene que llegar y de

manera urgente.
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b) Uso de Perifiton en acuicultura:

Las Biopeliculas de bacterias, con frecuencia en asociacion con algas, protozoos y
hongos, se encuentran en todas las estructuras sumergidas en los ambientes
marinos (Callow and Callow, 2006; Hodoki, 2005), una sola especie bacteriana
puede formar una biopelicula, pero en el medio ambiente natural, se forman a
partir de diversas especies (Kumar and Prasad, 2006). Estas biopeliculas
microbianos son comunidades estratificadas, que estan compuestos de un
complejo de bacterias y cianobacterias (Bender et al., 2004; Bender and Phillips,
2004), crecen en lugares humedos y con superficies duras especialmente inertes,
al mismo tiempo que se recubren por una matriz extracelular polimérica o
glicocalix que esta formada por exopolisacaridos (Herrera, 2004). EI bambu se
recomienda como sustrato para crecimiento de perifiton, en vista de su producciéon
de alta calidad, su disponibilidad en los trépicos, la facilidad de uso y durabilidad,
asi mismo por que no presenta ningun efecto adverso sobre parametros de
calidad del agua (Azim et al., 2001).

c) Acumulacion de nutrientes en el agua de cultivo:

La acumulacion de nitrégeno disuelto especialmente amonio como resultado de la
adicion de alimento y la excrecion de los organismos cultivados en alta densidad,
es uno de los principales problemas en los sistemas de cultivo intensivo de
camarén, afectando su ingestion de alimento, crecimiento y porcentaje de
supervivencia (Tomasso, 1994; Wasielesky et al., 1994; Ostrensky and
Wasielesky, 1995 and Cavalli et al., 1996, citados por Lopes, Abreu and
Wasielesky, 2002). Estos componentes nitrogenados pueden ser eliminados del
agua a través de la asimilacién por parte de microorganismos como bacterias y
microalgas (Cervantes-Carrillo, Pérez y Gémez, 2000). Los desechos producidos
por la acuicultura son, principalmente alimentos no consumidos por los peces,
excretas y antibidticos. Estos desechos, rapidamente incrementan Ilas

concentraciones de nutrientes (fésforo total, amonio, nitrégeno organico y materia
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organica), en el sedimento y la columna de agua, descendiendo la concentracion
de oxigeno disuelto y aumentando el nivel tréfico en el cuerpo de agua (Tartarotti
et al., 2004), el resultado de todo esto es la eutrofizacion de las aguas por la
materia organica a través de amonio, nitrito, fosfatos y silicatos (Gonzalez-Félix y

Pérez-Velazquez, 2006; Urakawa et. al., 2006).

El amonio es producido principalmente por la excrecion directa de los camarones
en los estanques de cultivo, asi como la descomposicién del material organico que
contiene nitrégeno bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas, los cuales son
descompuestos principalmente por bacterias. Con el aumento de la alimentacion,
aumenta la acumulacion del ion amonio (NH4). El amonio no ionizado (NH3) es la
forma de amoniaco liberado hacia el medio ambiente. Al aumentar el pH, desde
7,5 a 8,5 y la temperatura desde 25 a 35°C, se incrementa la forma de amonio no
ionizado, el cual, al igual que el nitrito, es mas téxico para los camarones (Boyd,

1990 en Talavera, Zapata y Sanchez, 1997).

La continua descarga de nutrientes, principalmente fosfatos y nitrégeno en el agua
residual estimulan el crecimiento de algas y otras formas de vida acuatica
fotosintéticas, acelerando la eutrofizacion del medio receptor, reducen
significativamente la concentracion del oxigeno disuelto y producen cambios

indeseables en las poblaciones acuaticas (Knobelsdorf, 2005 y Ruiz, 2008).

Debido a sus bajas tasas de crecimiento y su muy alta sensibilidad al pH,
concentracion de oxigeno disuelto, temperatura y componentes toxicos, la
nitrificacion se considera la clave en el proceso de eliminacion biolégica de
nitrogeno (Zgajnar and Zagorc-Koncan, 2009). La nitrificacion es un proceso de
dos fases llevadas a cabo por dos grupos de bacterias quimoliticas autotréficas: la
oxidacion de amonio a nitritos representada por las bacterias Nitrosomonas y
Nitrosospira, y la oxidacion de nitrito a nitrato representada por las bacterias
Nitrospira y Nitrobacter (Risgaard-Petersen et. al., 2004; Zhang et al, 2008). La
oxidacion de ion amonio (NO4) a nitrito (NO2) es realizado por bacterias

oxidantes de amonio (AOB); la oxidacion de nitrito (NO2) a nitrato (NO3’), el
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llevado a cabo por bacterias oxidantes de nitrito (Risgaard-Petersen et. al., 2004),
asi pues, todas las grandes transformaciones del nitrégeno inorganico en el medio
ambiente, tales como la asimilacion de nitrogeno, la nitrificacion y desnitrificacion
se llevan a cabo exclusivamente por microorganismos (Abeliovich, 1992). La
nitrificacion transforma el amoniaco a nitrito y nitratos, es un importante proceso
del ciclo del nitrégeno en los ecosistemas acuaticos (Feliatra, Nursyiwani y
Bianchi, 2003; Risgaard-Petersen et. al., 2004; Risgaard-Petersen et. al., 2004)

d) Microorganismos nitrato-reductasa como biorremediadores del agua de

cultivo:

En la mayoria de eucariotas de dominio funcional nitrato reductasa (Euk-NR), las
diatomeas de genes NR, por lo general son idénticas en 50% a 60% con los de
plantas y algas al nivel de aminoacidos (Allen and Ward, 2005); muchas veces el
perifiton presenta abundancia de diatomeas, microorganismos que producen las
mas altas tasas de desnitrificacion (Risgaard-Petersen et. al., 2004; Ishida et al.,
2007).

El incremento de biomasa del perifiton a través del periodo de cultivo y sus efectos
sobre la turbidez del agua, afectan el proceso de oxigenacion del estanque y la
calidad del agua, debido a las diferentes profundidades del fondo (Azim et al.,
2003). Segun Lin et al., 2004, demuestran que las células en los microorganismos,
efectivamente, remueven los sodlidos suspendidos totales de 55 a 66%, la
demanda bioquimica de oxigeno en 5 dias es de 37-54%, el amonio total de 64—
66% Yy nitrito de 83—94%.

Muchos lugares del mundo limitados en recursos hidricos han dado lugar a un
mayor uso de agua reciclada para fines agricolas e industriales (Kaplan, Wilhelm
and Abeliovich, 2000).
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La abundancia natural de los is6topos estables de carbono y nitrégeno (3'°C y
5'°N) se han empleado con el fin de determinar la contribucién de la riqueza
natural y artificial como fuente de alimento para el crecimiento de los camarones
penaeus. La biopelicula suministra mas del 70% del nitrégeno requerido en el

cultivo del camarén de mar Farfante paulensis (Abreu et. al., 2007).

Un buen manejo de los nutrientes presentes en los efluentes de la acuicultura del
camaroén, se logra midiendo y controlando las cantidades de amonio, nitrito y
fosfatos que estan presentes en el estanque de cultivo y son arrojados al medio

ambiente natural (Limsuwan, 2005; Ramos, Vinatea & da Costa, 2008).
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. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar y fecha del estudio. El presente trabajo de investigacion se llevo a
cabo del 17 de junio al 17 de agosto del afo 2009, en el laboratorio de
Acuicultura | de la Facultad de Ingenieria Pesquera de la Universidad Nacional
de Tumbes, Peru (3°30°17,94"" Sy 80°23°36,81"" O (Fig. 1), algunos analisis se
realizaron en el laboratorio de Biologia molecular, también de la misma Facultad
(analisis de fragmentos nitrato-reductasa por PCR), asi como también otros
analisis se realizaron en los laboratorios de la empresa camaronera Marinaazul

(determinacion de amonio, nitrito y fosfato del agua de cultivo).

Fig. 1. Facultad de Ingenieria Pesquera de la
Universidad Nacional de Tumbes

(foto Google Earth 2007)
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2.2. MATERIAL
A) Material Biologico:

360 poslarvas de Litopenaeus vannamei, PL12
Bacterias nitrato-reductasa: Shewanella algae (1-A), Shewanella algae

(8-A), Shewanella sp. (17-A), Bacillus sp. (76-G) y Bacillus denitrificante
(21-D)
B) Material de campo:

12 acuarios de 110 L de capacidad (0,9 x 0,4 x 0,3) m

1 kg de alimento balanceado KR1 40% de proteina.

4 kg de alimento balanceado acabado 35% de proteina.
0,8 m? de geotextil

1 kg de melaza 6 azucar

5 m de celosia

5 L de hipoclorito de sodio al 5%

C) Material de laboratorio:

Termociclador marca TECHNE TC-312 para 25 tubos

Centrifuga con refrigeracién (15000 rpm) marca SIGMA

Equipo para bafio maria

Refrigeradora

Transiluminador

Camara fotografica

Equipo para electroforesis Termo EC Medicell R Primo TM

Lector fotométrico de marca Labsystems Multiskan RC

Balanza de precision portatil digital Ohaus-Traveler™.

Micropipetas 0,5-10uL; 10-20uL; 10-100 pL; 20-200 yL y 100-1000 pyL
Puntas con filtro de 10 uL, 100 uL, 200 pL, 1000 pL

Tubos eppendorf de 1,5 mL

Reactivos necesarios para realizar PCR

Cebadores para genes nitrato-reductasa

Kit para analisis de agua (SALT water aquaculture, La Motte Model AQ-4)
Termdmetro de inmersion.(La Motte 5 a 50°C)

Potenciometro (Mettler Toledo MP220)

Refractometro (VISTA AA366ATC de 0 a 100ppt)

Microscépio confocal a barrido laser Marca Olympus FV1000
Maquina de Elisa (Labsystems Multiskan RC).
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e Microplacas de 96 pozos
e Algoddn

e Agua desionizada

e Agua destilada

e Papel aluminio

o Papelfiltro

2.3. METODO

2.3.1. Poblacion del estudio. La poblacion de camardn del estudio, estuvo
conformada por 360 larvas PL12, habiéndose colocado a razon de 30 en cada
uno de los 12 acuarios, lo que hace una densidad de siembra de unos 270

larvas/m>.
2.3.2. Crianza del camaroén:

Preparacion v llenado de los acuarios.

Los acuarios para el cultivo de camardn fueron lavados con detergente, luego de
ser enjuagados, se les adiciond agua con hipoclorito de sodio a 20 ppm, con el fin
de eliminar las bacterias u otro organismo no conveniente para este estudio. Una
vez realizado el lavado y después de dejar escurrir los sobrantes de agua por 24
horas, se les lleno con agua de mar previamente tratada con hipoclorito de sodio a

20 ppm.

Aclimatacion y siembra. Las larvas de camarones fueron traidas del laboratorio

de reproduccion de la Empresa Marinaazul localizado en Punta mero, unos 65km
al lugar del experimento, llegaron en bolsas de polietileno con aireacion a una
salinidad de 33 ppt y una temperatura de 24°C, en tal sentido se tuvo que realizar
una aclimatacion a la salinidad y a la temperatura por dos horas, pues la salinidad
del agua de los acuarios fue de 35 ppt y temperatura de 25°C. Una vez
aclimatadas las larvas se colocaron en 12 acuarios de 110 litros de capacidad

cada uno (Fig. 2), a una densidad de 270 larvas/m® (30 por acuario).
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Fig. 2. Bateria de 12 acuarios de 110 litros de capacidad utilizados
durante el experimento

Alimentacién. La alimentacion se realizd diariamente por las mafanas,
proporcionandoseles alimento balanceado, primeramente y hasta los 20 dias KR1
de 40% de proteinas y luego, hasta el final del experimento, alimento acabado de

35% de proteinas, a una tasa del 4% del peso de la biomasa total (Fig. 3).

A
Alimento para juveniles
. Acabado 35% proteinas

Alimento para larva
KR1 40% proteinas

Fig. 3. Dos tipos de alimento balanceado usados durante el cultivo del camaron,
el primero de granulo mas fino que el segundo
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Muestreos biométricos. El calculo del peso y la supervivencia de los camarones,

se realizaron cada 10 dias, para ello se pesd a cada uno de los ejemplares que
aun quedaban vivos. Luego se promedié el peso en gramos y se calculo el
porcentaje de supervivientes en el muestreo. Acto seguido fueron devueltos a sus

respectivos acuarios.

Para la toma del peso, se procedid de la siguiente manera: En el primer muestreo,
debido a que no se podia usar un método apropiado para pesarlos, pues estaban
demasiado pequefios, se les midié al milimetro mediante una regla graduada,

para luego transformar la longitud a peso mediante la formula siguiente:

P = Anti log (3,037 x log (L) — 5,197) (Alimentos Ralston Purina, 1984).
Donde:

P: peso en gramos

L: longitud en milimetros

En el segundo y tercer muestreo se uso una probeta de 10 mL, asi por
desplazamiento de volumen y con una correccion del 1,03 debido al peso

especifico del agua de mar, se calculo el peso promedio de los camarones.

A partir del cuarto muestreo, se utilizd una balanza analitica de buena

sensibilidad, para pesar a cada uno de los camarones.

La supervivencia se calculé cada 10 dias, aprovechando que se extrajeron los
camarones para pesarlos, se les contdo y luego se obtuvo el porcentaje de

supervivientes a la fecha de muestreo.

Fertilizacion. La fertilizacion se realiz6 semanalmente para aumentar el
crecimiento del bloom algal en los acuarios de cultivo, se uso abono inorganico
conocido como Nutrisil a razén de 10 k por hectarea 6 1 g por cada 1m3 de agua,

lo que correspondié a 0,1g por acuario.
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Adicién _de carbono. Se le adiciond carbono al agua de cultivo, a través de

azucar con la finalidad de aumentar el metabolismo microbiano y como
consecuencia aumentar el proceso de nitrificacion. Se adicioné solo a los

tratamientos que asi lo requerian (T3, T4y Ts), se realizé dejando un dia.

Recambio de aqua. El agua de cultivo, no se recambio totalmente durante el

experimento, solo se le agregd lo suficiente para recuperar el nivel cuando se
limpiaba el alimento no consumido por mas de una semana. El agua que se

adiciono siempre fue tratada previamente con hipoclorito de sodio a 20 ppm.

Aireacion de los acuarios. La aireacion al cultivo fue constante, mediante un

blower de 3 HP (Fig. 4). Solo se dejo de agregar aire una hora por cada 8 horas de
funcionamiento del equipo, pues en este tiempo se apagd para dejarlo enfriar por

un momento.

Fig. 4. Blower de 3 HP usado durante le fase de experimentaciéon
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2.3.3. Microorganismos nitrato-reductasa

Uso de geotextil como sustrato. El geotextil se coloco en los tratamientos que lo

requirieron, habiéndose colocado a razén de 1m? de tapete por cada 1m? de agua,
lo cual, segun el volumen de agua de los acuarios (110 litros) hizo un area de
geotextil de 0,1 m? (1 000 cm?), utilizando para el caso tapetes de 50cm x 20cm
(Fig. 5). Se les colocé dentro de los acuarios de manera vertical al nivel del agua y
dentro de una envoltura de celosia para que el perifiton fijado en ellos no sea

consumido por los camarones.

] -

Fig. 5. Geotextil dentro de una celosia, tapetes de 50 cm x 20 cm,
utilizados para el experimentopara inpregnar las bacterias
nitrificantes
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Inoculacion de bacterias nitrato-reductas cultivadas al geotextil. Cuatro

tapetes de geotextil se colocaron dentro de un depdsito que contenia un cultivo de
bacterias nitrato-reductasa: Shewanella algae (1-A), Shewanella algae (8-A),
Shewanella sp. (17-A), Bacillus sp. (76-G) y Bacillus denitrificante (21-D), durante
5 dias para que se impregnen en él. A esto se le llamé perifiton domesticado

(tratamientos To y Ty).

Impregnacion de bacterias espontaneas nitrato-reductasa al geotextil. Cuatro

tapetes de geotextil se colocaron en el estero también por 5 dias, para que se
impregnen de bacterias nitrato-reductasa del medio natural. A esto se le llamo

perifiton espontaneo (tratamientos T4y T3).

2.3.4. Andlisis del agua y de microorganismos

a) La toma de parametros fisicos del agua (temperatura, salinidad y pH) se realiz6

diariamente por las mafanas.

La temperatura se registr6 en grados centigrados mediante un termémetro de

inmersion de rango 5 a 50°C.

La salinidad se midi6 en partes por mil (ppt) mediante un refractdmetro ATAGO

con rango de 0 a 100.

El pH se midié con un potencidmetro digital marca Mettler Toledo MP220, con

escala de 0 a 14 y un error de +0,001.

b) Determinacion de nutrientes en el agua (amoniaco, amonio total, lon amonio,

nitritos, nitratos y fosfatos), se realizé semanalmente.

La determinacion del amonio, lon amonio, nitritos y fosfatos, se llevé a cabo en la
empresa Marinaazul. Las muestras se llevaron refrigeradas en tubos falcén con

una capacidad de 50 mL. El analisis de estos parametros se realizo bajo la técnica
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de microplacas de 96 pozos en un lector fotométrico de marca Labsystems
Multiskan RC. Los limites de deteccion de los parametros son: Amonio y Amonio
total, se trabajoé con una longitud de Onda de 540 nm con una sensibilidad de 0 —
5 ppm; el Nitrito se trabajo, con una longitud de Onda de 510 nm con una
sensibilidad es de 0 — 5,5 ppm; el Fosfato se trabajé con una longitud de Onda de

620 nm con una sensibilidad de 0 — 9,5 ppm.

Los nitratos se calcularon en la Universidad Nacional de Tumbes el mismo dia en
que se llevaron las muestras de agua a la empresa Marinaazul. Estos se
determinaron en la Facultad de Ingenieria Pesquera, por colorimetria, mediante un
Kit (SALT water aquaculture, La Motte Model AQ-4).

2.3.5. Analisis de fragmentos de ADN. Estos analisis consistieron en la
evaluacidon de los microorganismos nitrato-reductasa mediante PCR, migracion

electroforética y secuenciacion de los amplicones.

Para determinar la presencia de microorganismos nitrato-reductasa se utilizd los

siguientes cebadores especificos:

e 16SrRNA AOB (identificacion de bacterias)

e 16SrRNA Nitrobacter sp. (identificacion de bacterias)

o 16SrRNA Nitrospira sp. (identificacion de bacterias)

¢ Ammonium monooxygenase (amoA) (identificacion de gen)

¢ Nitrite of nitrobacter sp. (identificacién de gen)

¢ Nitrite reductase (nirK oxidoreductase (nxrB) (identificacion de gen)
¢ Nitrite reductase (nirS) (identificacion de gen)

¢ N0 reductase (nosZ) (identificacion de gen)
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Extraccion del ADN de los microorganismos.

De los tratamientos que tuvieron geotextil, se colocé un pequefio trozo de 1cm? o
1mL de agua de cultivo de los tratamientos que no tuvieron geotextil, todo ello en
un tubo eppendorf que contenia 200 uL de sustancia buffer alcalina (solucion de
lisis para extraccion de ADN), luego pasé al vortex, para posteriormente incubar el

contenido por 10 minutos a 95°C.

Después de este tiempo se centrifugd por 30 segundos y se recuperd 150 uL de
sobrenadante y se precipité con 450 uL de etanol al 95%, acto seguido se
centrifugd por 10 minutos a 15 000 rpm, dejandose a temperatura ambiente por 10

minutos.

Se elimina el alcohol y se lava con etanol al 70%, se secd y se resuspendié con

20pL de TE.

Amplificacién del PCR.

Se adiciond por cada reaccion en un tubo de PCR:

- H20O ultra pura 34,80 uL
- Buffer 5x 10uL
- dNTPs 1ul

- Praimer (Forward) 1ulL

- Praimer (Reverse)  1ulL

- TaqgDNApol 0,20uL
- ADN 2uL
- Volumen total 50uL

31

Universidad Internacional de Andalucia 2010



Programacion del termociclador.

- Desnaturalizacion 94°C, 5 minutos
40 ciclos de:

- Desnaturalizacion 94°C, 45 segundos

- Hibridacion 55°C, 45 segundos

- Polimerizacién 72°C, 90 segundos

- Polimerizacioén final 72°C, 7 minutos

- Conservacion 4°C, indefinido

Migracion electroforética.

La migracion de los amplicones se realizd en geles de agarosa al 3%, conteniendo

Bromuro de etidio como sustancia de revelado (0,5 mg * mL™).

Se utiliz6 como tampdn de migracion TAE 0,5X (Tris-Acido acético-EDTA) y como
tampdén de depdsito azul de bromofenol al 5%. El voltaje empleado fue de 93

voltios durante 30 minutos.

2.3.6. Diseilo experimental. Se wusaron 12 acuarios de 110 litros

capacidad para colocar los tratamientos con sus dos repeticiones:

To: Control (sin geotextil).

T4: geotextil + perifiton espontaneo.

T,: geotextil + perifiton domesticado.

T3: geotextil + perifiton espontaneo + azucar.
T4: geotextil + perifiton domesticado + azucar.

Ts: Sin geotextil + azucar.
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2.3.7. Disefio de contrastacion. Los datos se colocaron en tablas
debidamente ordenados, segun muestreo y fecha. A estos datos se les aplicd un
analisis de varianza (ANVA) con a = 0,05 para determinar la relacion existente
intra e inter tratamientos. Se considerd significante si el F (tabular) fue menor al F

(calculado).
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lIl. RESULTADOS

3.1. Cultivo del camaron. El cultivo del camardn tuvo una duracién de 61 dias,
con un crecimiento individual promedio que se encontré entre el rango de 0,88g a
1,49g. No existi6 significacion estadisticamente ante un analisis de varianza
(ANVA), a un nivel de significacion del 5%, entre los diferentes tratamientos, pues
el F tabular fue de 2,477 frente a un F calculado de 0,122; aunque observando las
figuras parecen ser diferentes. La tabla 1 y fig. 6, muestran el crecimiento en peso
durante los 60 dias de cultivo en cada uno de los 5 tratamientos experimentales y

el tratamiento testigo.

Tabla 1: Evolucion del crecimiento en peso (@) paracada uno de los tratamientos y sus respectivas repeticiones

Fecha Dias ToRy TaRa2 Promedio Fecha Dias TiRy TiR:z Promedio
17-Jun 0 0.002 0.002 0.002 17-Jun 0 0.002 0.002 0.002
26-Jun 9 0.008 0.004 0.006 26-Jun 9 0.004 0.007 0.006
07-Jul 20 0.09 0.1 o1 07-Jul 20 0.13 012 0.13
1B-Jul 29 017 0.18 0.1a8 16-Jul 29 0.33 0.15 0.24
27-Jul 40 0.3 0.49 0.4 27-Jul 40 0.47 05 0.49
05-Ago 49 0.43 07 057 05-Ago 49 077 0E9 073
17-Ago 51 0.75 1.01 0.88 17-Ago 51 1.34 1.42 1.38
Fecha Dias TzR4 TzR: Fromedio Fecha Dias TRy T:R: Promedio
17-Jun 0 0.002 0.002 0.002 17-Jun 0 0.002 0.002 0.002
26-Jun g 0011 0.009 0.01 26-Jun 9 0.012 n.01g 0.015
07-Jul 20 o1 o1 011 07-Jul 20 0.12 0.1 011
16-Jul 29 0.z 0.45 0.35 16-Jul 29 0.2 02a 024
27-ul 40 055 0.55 055 27-Jul 40 0.4 054 0.49
05-Ago 49 09z 09 0.91 05-Ago 49 0.83 097 0.9
17-Ago 61 1.42 1.56 1.49 17-Ago B1 1.35 16 1.48
Fecha Dias TaF4 TaFs Promedio Fecha Dias TsRy TsRa Prormedio
17-Jun 0 0.002 0.002 0.002 17-Jun 0 0.002 0.002 0.002
26-Jun g 0.16 0.007 0.0835 26-Jun 9 0.013 0.003 0.008
07-Jul 20 0.1 0.06 0.085 07-Jul 20 0.10 .05 0.075
16-Jul 29 0.44 01 0.27 16-Jul 29 0.28 0.16 022
27-Jul 40 053 0.27 04 27-Jul 40 0.48 0.51 0.495
05-Ago 49 1.1 0.29 0.695 05-Ago 49 0.87 089 088
17-Ago B1 1.81 0.69 1.25 17-Ago 61 1.31 1.33 1.32

Ty tratamiento control (sin geotextl) Ta: geotexil + perifiton espontaneo + carbono (azicar)

Tq: geotextil + perifiton espontaneo T4: geotextil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

T5: geotexil + perifiton domesticado T5: sin geotextil (s6lo carbono)
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Tiempo transcurrido {Dias)
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Tiempo transcurrido {Dias)
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Tiempo transcurrido (Dias)

Fig. 6: Crecimiento en peso (g} en cada uno de los tratamientos, durante el experimento

Tq - tratamiento control (sin geotexdil)
Ty geotexdil + perifiton espontanso

To: geotexil + perifiton domesticado

35

T3 geotextil + perifiton espontanec + carbono {azicar)
T4: geotexdi| + perifiton domesticado + carbono (azucar)

T5: sin geotexdil (sdlo carbono)
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La supervivencia promedio se encontr6 entre el rango de 70% a 81,7%.
Estadisticamente ante un analisis de varianza (ANVA), a un nivel de significaciéon
del 5%, no existe significancia entre los diferentes tratamientos, pues el F tabular
es 2,477 frente a un F calculado de 1,403, con una probabilidad < 0,246 de que se
presente lo contrario, aunque comparando las figuras parecen ser diferentes. En la
tabla 2 y fig. 7 se muestra la supervivencia en porcentaje durante los 60 dias de

cultivo en cada uno de los 5 tratamientos experimentales y el tratamiento testigo.

Tabla 2: Evolucion de la supervivencia (%) en los diferentes tratamientos durante el experimento

Fecha Dias TRy ToRa Promedia Fecha Cias TRy TiR2 Fromedio
17-Jun 0 100 100 100 17-Jun 0 100 100 100
26-Jun 9 933 867 a0 26-Jun 9 96.7 a0 934
07-Jul 20 &0 867 83.4 07-Jul 20 53,30 86.7 a0.0
16-Jul 29 &0 867 83.4 16-Jul 29 93.3 733 83.3
27-Jul 40 &0 g0 80.0 27-Jul 40 a0 733 767
U5-Ago 49 80 80 80.0 05-Ago 49 80 70 75
17-Ago 61 80 767 78.4 17-Ago 1 80 70 75
Fecha Dias TzR4 TzR: Promedio Fecha Dias TzRy TsR2 Promedio
17-Jun 0 100 100 100 17-Jun 0 100 100 100
26-Jun 9 867 96.7 a1.7 26-Jun 9 90 867 &84
07-Jul 20 867 767 B1.7 07-Jul 20 86.70 867 867
16-Jul 29 867 67 B1.7 16-Jul 29 86.7 867 86.7
27-Jul 40 867 767 g81.7 27-Jul 40 80 867 834
05-Anga 49 887 767 81.7 05-Aogo 49 80 867 g3.4
17-Agn A1 f6.7 76.7 81.7 17-Ago B1 73.3 86.7 g0
Fecha Dias TaF4 TaR: Promedio Fecha Dias TsR4 TsR: Pramedio
17-Jun 0 100 100 100 17-Jun 0 100 100 100
26-Jun 9 =] 100 85 26-Jun g 100 100 100
07-Jul 20 7B.7 733 75 07-Jul 20 100 933 967
16-Jul 29 6.7 733 75 16-Jul 29 100 93.3 95.7
27-Jul 40 70 733 .7 27-Jul 40 BT 933 85
05-Ano 49 70 70 70 05-Ago 49 67 80 834
17-Agn A1 70 70 70 17-Ago g1 733 80 81.7

Ty tratamiento control (sin geotextil) T3 geotexdil + perifiton esponténeo + carbono (azucar)

Ty geotextil + perifiton espontaneo T4: geotextil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

To ' geotextil + perifiton domesticado T5: sin geotexdil (sdlo carbono)
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Fig. 7: Supervivencia (%) del camardn en cada tratamiento, durante el experimento

Tn: tratamiento control (sin geotexdil)
Ty geotexdil + perifiton espontaneo

T geotesil + perifiton domesticado

T4 geatextil + perifiton espontaneo + carbono (azlicar)
T4: geotedil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

Tg: sin geotextil (sdlo carbono)

3.2. Parametros fisicos del agua. Los parametros fisicos del agua estuvieron

dentro de los rangos permitidos en el cultivo de éste crustaceo, aunque la

temperatura bajo considerablemente bajo la media anual. La temperatura del agua

fluctud entre una minima de 23°C y una maxima de 24,8°C (fig. 8); la salinidad se

encontré de 35 ppt a 40 ppt (fig. 9); el pH se presentd entre un limite de 7,44 a

9,04 (fig. 10).
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Fig. 8: Fluctuacién de la temperatura (“C) en los diferentes tratamientos durante el experimento

Ty tratamiento control (sin geotexdtil)
Ty geotextil + perifiton espontaneo

T5: geotexdil + perifiton domesticado

38

- geotextil + perifiton espontaneo + carbono (azldcar)
- geotexdtil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

- sin geotexdil (sdlo carbono)
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Fig. 9: Fluctuacion de la salinidad (ppt) en cada uno de los tratamientos durante el experimento

Tn: tratamiento control (sin geotesdil) Tq: geotextil + perifiton espontanec + carbono (azdcar)
Ty geotextil + perifiton espontaneo T4: geotexdl + perifiton domesticado + carbonao (azucar)
T geotexti| + perifiton domesticado Tg: sin geotexdil {sdlo carbono)
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Fig. 10: Fluctuacion del pH en los diferentes tratamientos durante el experimento

T tratamiento control (sin gectextl) Ta: geotextil + perifiton espontanso + carbono (azlcar)

Ty geotextil + perifiton espontaneo T4 geotextil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

Ta: geotexil + perifiton domesticado T5 sin geotexdil (sola carbono)

40

Universidad Internacional de Andalucia 2010



3.3. Bacterias domesticadas. Las bacterias nitrato-reductasa NR, que intervienen
en el proceso de nitrificacién de los nutrientes presentes en el agua de cultivo de
Litopenaeus vannnamei en la investigacion, se mantuvieron hasta el final del
cultivo, los mismos que son los que a continuacién se mencionan: Cepa 1-A
Shewanella sp., Cepa 8-A Shewanella sp., Cepa 17-A Shewanella sp y Cepa 76-G
Bacillus sp. Esto se comprobé mediante la técnica de PCR, aplicada con

cebadores especificos a los tratamientos con bacterias cultivadas.

3.4. Microorganismos espontaneos. Los microorganismos que presentan gen
nitrato-reductasa NR, detectados mediante técnicas de PCR en el presentes en
los tratamientos con bacterias espontaneas o naturales, y que participan del
proceso de nitrificaciéon de los nutrientes en el agua de cultivo de Litopenaeus
vannnamei, son especies de los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter. Esto se
comprobd mediante la técnica de PCR, aplicada con cebadores especificos para

identificacion de bacterias y genes, a los tratamientos con bacterias espontaneas.

3.5. Nutrientes en el agua.

El amonio se mantuvo en una constante subida, a medida que pasaban los dias
del cultivo, teniendo un minimo de 0,0005 ppm a un maximo de 0,36 ppm, aunque
estadisticamente no hubo diferencia significativa, si se aprecié que en los
tratamientos con geotextil estuvieron mas bajos que los tratamientos sin geotextil,

tal como se muestra en la tabla 3 y la figura 11.
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Tabla3. Resultacdos del amonio durante el experimento

Fecha Dias TaF1) (TaFz) Prarnedio Fecha Dias MRy TRz Prarnedio
17/06/2009 0 0.006 0.005 0.0055 17062009 0 0.006 0.006 0.006
24062009 7 0.004 0.061 0.0325 24/06/2009 7 0.061 0.042 0.0515
02407 /2009 15 0.002 0.135 0.0585 02407 22009 15 0.135 0.051 0.113
0307 22009 2 0.002 0 0.001 03072009 2 0 0.004 0.002
15/07/2009 28 0.002 0.005 0.0035 15/07/2009 28 0.008 0.002 0.005
2370772009 36 0.007 0.073 0.04 2370772009 36 0.006 0.01 0.008
3140772009 44 0.038 0.078 0.057 31072009 44 0.008 0.018 0.013
03/08/,2009 43 0.007 0.005 0.008 03/08/2009 43 0.00g 0019 0.0135
13/08/2009 57 0.015 0.192 0.1035 13/08/2009 57 0.003 0.01 0.0065

Fecha Dias (T=R1) (TzRz) Pramedio Fecha Dias (TzRy) (TzR2) Pramedino
17/06/2009 0 0.005 0.004 0.0045 171062009 0 0.01 0.008 0.008
24/06/,2009 7 0.057 0.007 0.032 24/06,/2009 7 0.66 0.067 0.3635
02407 /2009 15 0127 0.01 0.0685 02407 2009 15 0.14 0.149 0.1445
0807 22009 21 0.001 0.002 0.0015 08107 22009 21 0.007 0.001 0.004
15/0772009 28 0.004 0.017 0.0105 15/072009 28 0.022 0012 0.017
2370772009 36 0oz 0.013 0.0125 237072009 36 0.003 0.0 0.0065
310772009 44 0.015 0192 0.1035 3140742009 44 0.014 0.018 0.016
05/08/2009 49 0.01 0.023 0.0165 05/08/2009 49 0.008 0.01 0.009
13/08/2009 57 0.003 0.027 0.015 13/08/2008 57 0.003 0.011 0.007

Fecha Dias TaR1) (TaRz) Prarnedio Fecha Dias TsRy) [ TsFz) Prarnedio
17/06/2009 0 0.004 0.005 0.0045 17062009 0 0.006 0.006 0.006
24/06/2009 7 0.08% 0.082 0.0855 24/06/2009 7 0.061 0.042 0.0515
0207 /2009 15 0.202 0.185 0.1935 021072009 15 0.135 0.091 0.113
0307 22009 2 0 0.001 0.0005 03072009 2 0 0.004 0.002
15/07/2009 28 0.005 0.009 0.007 15/07/2009 28 0.008 0.002 0.005
2340772009 36 0.012 0.014 0.013 2340742009 36 0.006 0.01 0.008
31072009 44 0.006 0.014 0.01 31072009 44 0.008 0.018 0.013
05/08/2009 43 0.004 0.003 0.0035 05/08/2009 43 0.00g 0018 0.0135
13/08/2009 57 0.012 0.018 0.0155 13/08/2009 57 0.005 0.01 0.0075

Tp: tratamiento control (sin geotexdil)
Tq: geotextil + perifiton espontaneo

To: geotextil + perifiton domesticado

Universidad Internacional de Andalucia 2010

Ty geotextil + perifiton espontaneo + carbono (azucar)

T4: geotextl + perifiton domesticado + carbono (azucar)

T5: sin geotexdil (s6lo carbono)
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Fig. 11. Fluctuacion del Amonio durante el experimento

Ty« tratamiento control {sin geotexdil)
Ty geotexdil + perifiton espontaneo

Ta: geotextil + perifiton domesticado

Ta: geotextil + perifiton espontaneo + carbono (azicar)
T4: geotextil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

T5: sin geotextil {s6lo carbono)
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El ion amonio tuvo subidas y bajadas a medida que pasaban los dias del cultivo,
teniendo un minimo de 0,007 ppm a un maximo de 2,61 ppm, aunque
estadisticamente no hubo diferencia significativa, si se aprecié que en los
tratamientos con geotextil estuvieron ligeramente mas bajos que los tratamientos

sin geotextil, tal como se muestra en la tabla 4 y la figura 12.

Tabla 4. Resultados del ion amonio durante el experimento

Fecha Dias  (TaR4)  (TaRz) Promedio Fecha Dias (T,Ry  (T4Rz) Promedio
17/06/2009 0 0076 0073 00745 17/068/2009 0 0,087 0,076 00815
24j06/2009 7 0057 0329 0443 24/06/2009 7 0,84 0573 07065
02/0772009 15 0034 1838 0935 02072009 15 1,843 1,236 15385
08/07/2009 21 0021 0 00105 08072009 21 0,002 0,05 0026
15/07/2009 25 0027 0074 00505 15/07/2008 28 O 0,031 00705
230772009 35 o101 032 02105 23072009 36 0,082 0,139 01105
31072009 44 0524 1033 07735 Au0F2o09 440 0114 0,244 0179
05/08/2009 49 0098 0065 00815 05/08/2009 49 0105 0,265 0185
13/08/2009 57 0197 2805 1401 13/08/2009 57 0,063 0,132 00975
Fecha Dias  (T.R4)  (T:Rz) Promedio Fecha Dias (T:Ry (TR} Promedio
17/06/2009 0 0067 006 00635 17/06/2009 0O 014 0,087 01135
24/06/2009 7 078 0,09 0435 24/06/2009 7 03898 0916 08907
02/07/2009 15 173 0,131 09305 020772009 15 1908 2022 1,965
080772009 21 0M 0,027 00185 080772009 21 o092 0,011 00515
15072009 28 0057 0,225 0,141 15/07/2009 23 0203 0161 0232
23072009 3B 0161 0175 0168 230772009 36 o047 0139 0093
3072009 44 02 2,605 14025 072009 44 o185 0227 0,208
05/08/2009 49 0132 0,317 02245 05/06/2009 49 0103 043 0,2665
13/08/2009 57 0035 037 02025 13/08/2009 57 0043 0155 0085
Fecha Dias  (T4R4)  (T4R2) Promedio Fecha Dias (TsRy (TR0 Promedio
17/06/2009 0 0056 0082 0059 17/068/2009 0 o107 0,08 00935
24j06/2009 7 1212 1,114 1,163 24/06/2009 7 1269 1,052 1,1605
02/0772009 15 2753 2518 28355 020772009 15 2819 2,349 2584
08/07/2009 21 0 0,007 00035 080712009 21 0oz 0522 0271
15/07/2009 25 oo 0122 0,095 15/07/2009 25 o114 0,031 00725
230772009 35 0161 0195 0178 230772009 35 o188 025 0,209
31072009 44 oogs 0183 0137 3072009 44 0142 0247 01945
05/08/2009 49 0051 0,047 0049 05/08/2009 49 0159 0142 01505
13/08/2009 57 0165 0,253 0,209 13/08/2009 57 0035 0018 00265

Ty tratamiento control {sin geotexdil) T3 geotextil + perifiton espontaneo + carbono (azucar)

Tq: geotexil + perifiton espontaneo T4: geotexdi| + perifiton domesticado + carbono (azucar)

To: geotexdil + perifiton domesticado Tg: sin geotexil (solo carbono)
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Fig. 12.Fluctuacion del lon amonio durante el experimento

T tratamiento control {sin geotexil)

Ty geotextil + perifiton espontaneo

T>: geotextil + perifiton domesticado

45

Ta: geotexdil + perifiton espontaneo + carbono (azicar)
T4: geotextil + perifiton domesticado + carbono {(azucar)

T5: sin geotextil {s6lo carbona)
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Los nitritos subieron por algunas semanas, pero luego disminuyeron hasta

estabilizarse teniendo un minimo de 0,03 ppm a un maximo de 22,36 ppm, aunque

estadisticamente no hubo diferencia significativa, si se aprecid que en los

tratamientos sin geotextil estuvieron ligeramente mas altos que los tratamientos

con geotextil, tal como se muestra en la tabla 5 y la figura 13.

Tabla 5. Resultados de los nitritos durante el experimento

Fecha Dias ToR1) (TaRz) Promedio
17062009 u} 0019 0.068 0.0435
24/06/2009 7 1.824 0.995 1.4
020772009 15 423 2.079 3185
08,/07/2009 21 4,923 4,647 4785
15/07/2009 28 165,783 13.686 14,7345
230772009 36 1276 10.42 11.59
310772009 44 13615 8821 11.218
05,/08/2009 49 22 566 189 20,733
13/08/2009 a7 13,586 £.001 9.7935

Fecha Dias TzR1) {TzRz) Promedio
17062009 u} 023 0.154 0192
24062009 7 1.213 1.796 1.5045
020772009 15 2.359 3.986 31725
08,/07/2009 21 4714 6.112 5413
15/07/2009 28 12,065 9.279 10,6735
230772009 36 16.153 8.372 12 2625
31072009 44 15687 8.0 11.9505
05/08/2009 49 18550 13.05 15.8045
13/08/2009 a7 17.369 2.013 9691

Fecha Dias TaRy) TaRz) Pramedio
17/06/2009 u} 0173 018 0.1765
24062009 7 1.077 1.004 1.0405
020772009 15 2283 2.103 2193
08./07/2009 el 4377 4693 4 485
16/07/2009 28 21.906 12.068 16982
230772009 36 13657 9.854 11.7555
31072009 44 13.81 993 11.87
05/08/2009 49 2117 11.236 16.2135
13/08/2009 a7 16.55 5464 11.007

T tratarmiento control (sin geotesdil)
Ty geotextil + perifiton espontanso

T geotextil + perifiton domesticado

Ta: geotexdil + perifiton esponténeo + carbono (azlcar)

Fecha Dias (TiR7) TRz Promedio
17062009 0 0.019 0.23 0.1245
24062009 7 1.462 1.213 1.3375
020772009 15 3.385 2.359 2.872
08072009 21 4,654 4714 4,684
15/07/2009 28 13.238 12.065 12,653
23072009 36 7 B9 16.153 11.9215
31/07/2009 44 12757 15.687 14,3135
05082009 49 17.018 18.550 17.7885
13082009 a7 17 645 17.369 17 467

Fecha Dias {TzR1 (TzR%) Promedio
17062009 0 0.032 0.028 0.03
24062009 7 0.968 0.583 07785
02072009 15 2215 1.338 17765
08072009 21 5,372 4.966 5,669
15/07/2009 28 13.803 11.756 12,7795
23072009 36 11.405 11.902 11.6535
3/07/2009 44 11.451 12 BR3 12.057
05/08/2009 49 18.539 17.35 17 9445
13082009 a7 18.64 165.292 16.916

Fecha Dias TsR1) { TsRz) Promedio
17062009 0 0.049 0.071 0.06
24062009 7 075 0.183 0.469
02072009 15 1.685 0.344 1.0145
0807 /2009 21 4 663 5687 5125
16/07/2009 28 22,305 16.563 19.434
23072009 36 12,799 11.5802 121505
3/07/2009 44 15.546 13.335 14,4405
05/08/2009 49 25 862 13.027 19.8945
13082009 a7 25 481 19.232 22,3565

T4: geatexdil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

T5: sin gectesxdil (s6lo carbono)
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Fig. 13. Fluctuacion de los nitritos curante el experimento

T« tratarmiento control (Sin geotextil) T3 geotextil + perifiton espontaneo + carbono (azlicar)

Tq: geotextil + perifiton espontaneo T4: geotextil + perifiton domesticado + carbono (azucar)

Ta: geotextil + perifiton domesticado T5: sin geotextil (sdlo carbona)
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Los nitratos se mantuvieron en un constante subida, a medida que pasaban los
dias del cultivo, pero después de la tercera semana se mantuvo casi constante,
teniendo un minimo de 0,25 ppm a un maximo de 13,0 ppm, estadisticamente no
hubo diferencia significativa entre los tratamientos con geotextil y los tratamientos

sin geotextil, tal como se muestra en la tabla 6 y la figura 14.

Tabla 6. Resultados de los nitratos durante el experimento

Fecha Dias TaR4) ToR2) FPromedio Fecha Dias MRy T1R2) Promedio
17062009 0 025 0.25 0.25 17.06/2009 0 0.25 0.25 025
24/06/2009 7 1 08 09 24/06/2009 7 0z 0.3 025
0240772009 15 12 35 775 0207 /2009 15 & 35 475
03/07/2009 21 12 12 12 08/07 /2009 21 12 I} 1.5
15/07/2009 28 1.5 12 11.75 15/07/2009 28 N 12 1.5
23/07/2009 36 12 1 1.5 23/07/2009 36 12 I} 1.5
310772009 44 12 12 12 31/07/2009 44 12 115 11.75
05/08/2009 49 12 17 12 05,/08/2009 49 12 12 12
13/08/2009 57 12 12 12 13/03/2009 a7 12 I} 1.5

Fecha Dias T2R4) T2Ra) Promedio Fecha Dias HEED] TaR3) Promedio
17062009 0 1 05 0.75 17.06/2009 0 0z 0.25 0.225
24/06/2009 7 1 1.3 1.15 24/06/2009 7 0z 0.3 025
0240772009 15 4 9 6.5 02/07 /2009 15 4 245 3.25
030772009 21 12 10 11 08/07 /2009 21 12 12 12
15/07 /2009 28 12 1 15 15/07/2009 28 12 13 125
2340772009 36 12 1 15 23/07/2009 36 12 125 1225
0772009 44 12 15 1175 310772009 44 12 125 1225
05/08/2009 49 12 12 12 05/03/2009 49 12 12 12
13/08/2009 57 12 10 11 13/05/2009 a7 12 12 12

Fecha Dias TaR4) TaRa) Promedio Fecha Dias MsRq) [ TsRa) Promedio
17062003 a 0.4 1 07 17/06/2009 0 0.2 0.25 0225
24/06/2009 7 025 08 0625 24/06/2009 7 0.2 03 025
02/07/2009 15 4 4 4 02/07 /2009 15 3 1 2
08/07/2009 21 13 13 13 05/07 /2009 21 13 1 12
15/07 /2009 28 ih 1 11 15/07/2009 28 I} 13 12
2340772009 36 125 1 1175 2370772009 36 I} 12 115
0772009 44 125 1 1175 310772009 44 N 12 15
05/08/2009 49 12 15 1175 05/03/2009 49 115 12 11.75
13/08/2009 a7 12 10.5 11.25 13/08/2009 a7 12 115 11.75

Ty tratamiento control (sin geotexdil) Ty geotextil + perifiton esponténeo + carbono {azucar]
Tq: geotexdil + perifiton espantanso T4: geotexd| + perifiton domesticado + carbono (azucar)
T4 geotextil + perifiton domesticado T5: sin geotexil (sdlo carbono)
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Fig. 14. Fluctuacion del nitrato durante el experimento

T tratamiento control (sin geotextil)
Ty geotextil + perifiton espontaneo

Ty geotextil + perifiton domesticado
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Los fosfatos se mantuvieron en un constante subida, a medida que pasaban los

dias del cultivo, teniendo un minimo de 0,46 ppm a un maximo de 4,99 ppm,

aunque estadisticamente no hubo diferencia significativa, si se aprecié que en los

tratamientos sin geotextil estuvieron ligeramente mas altos que los tratamientos

con geotextil, tal como se muestra en la tabla 7 y la figura 15.

Tabla 7. Resultados de los fosfatos durante el experimento

Fecha Dias (ToRy) (ToFz) Prarnedio
17/06,2005 a 0152 07 0.4565
240672005 7 0844 0,543 0.8535
0207 /2009 15 1.713 1.238 1.4755
0807 /2009 21 2211 1629 182
15407 /2009 25 1,965 1.586 1776
230772009 ] 1916 1.391 1.6535
30772009 44 2571 1.985 228
05,0872005 49 3375 27m 3.033
13/08/2002 57 5229 3.6M 4515

Fecha Diag (T2R4) (TzR2) Promedio
1706/2008 o 0.405 0.646 0.5255
240672009 7 0575 1.216 0.897
02407 72005 15 0.509 1977 1.3593
0807 /2009 21 2264 1.924 2.094
15407 /2002 25 1.843 228 20615
230772009 5] 1.943 2146 2.0445
310772009 44 2682 276k 2724
050872009 49 3559 4138 3.8485
13/08/2004 a7 4,43 5747 4. 5585

Fecha Dias TRyl (TaFz) Prarnedio
17/06,/2009 a 1.301 0.749 1.025
240672005 7 1550 1.564 15565
0207 /2009 15 1.904 2628 2266
0807 /2009 21 242 3.045 2734
15407 /2009 25 2065 2852 24535
230772009 ] 2245 2257 2241
0772009 44 2769 269 27395
05,0872005 49 4.03 4161 4 0565
13/08/2002 57 4,846 2,088 3.467

T tratamiento control {sin geotexdil)
Ty geotextil + perifiton espontaneo

To: geotextil + perifiton domesticado

Universidad Internacional de Andalucia 2010

Fecha Dias MRy MRz) Prarmedio
17/06/2009 1 0.204 0112 0155
24/0B/2009 7 0735 0.547 06415
02/07/2009 15 1.445 1.127 1.286
0807 /2009 21 1.563 1.633 1.545
150772009 28 2,061 1679 1.82
230772009 5] 1472 1.41 1.441
310772009 44 2372 2724 2.545
0&,/08/2009 49 3.103 3.781 3442
13/08/2009 a7 42202 4,845 4,534

Fecha Cias (TzRy) (TzR4) Promedio
17/06/2009 1] 0922 0.103 0513
24/06/2009 7 1.135 0534 0587
020772009 15 1.429 1.809 1619
0507 /2009 21 1.104 1924 1514
15/07/2009 28 1.295 1.835 1.567
230772009 i3] 1.334 1614 1.424
310772009 44 1.6586 2268 1.977
05/08/2009 49 257 3452 3.011
13/08/2009 a7 2,709 4.781 3.745

Fecha Dias TsR1) [ TsFz) Prarmedio
17/06/2009 1 0574 0.452 0718
24/0B/2009 7 1.218 0.58 0.549
02/07/2009 15 1.544 0.87 1.257
08/07 /2009 21 2399 1.68 1.9045
150772009 28 1.454 22654 1.864
230772009 5] 2387 2058 22205
310772009 44 2548 2138 2343
0&,/08/2009 49 3119 2789 2854
13/08/2009 a7 3.973 3.169 3571

Tq: geotexdil + perifiton espontanen + carbono (azicar)

T4: geotexil + penfiton domesticado + carbono (azucar)

Tg: sin geatexdil (solo carbono)
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Fig. 15. Fluctuacion del fosfato durante el experimento

Tq - tratamiento control {sin geotexdil) T5: geotextil + perifiton espontaneo + carbono (gzdcar)

Ty geotexdil + perifiton espontaneo T4: geotexdi| + perifiton domesticado + carbono (azucar)

To: geotexil + perifiton domesticado T5: sin geotextil (sdlo carbono)
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V. DISCUSION

El uso de bacterias nitrificantes, como biorremediadores de efluentes, tanto
bacterias de los géneros nitrobacter como nitrosomas, es de gran importancia en
la degradacién de la materia organica presente en endosos del agua de cultivo de
camarones. Estas bacterias con ayuda del oxigeno oxidan los nutrientes,
convirtiéndolos en primer lugar de amonio a nitrito y luego de nitrito a nitrato, este
ultimo menos toxico para los organismos cultivados y ademas sirve como
fertilizante del agua, tal como lo mencionan Azim et. al., 2003 y Bender et. al.,
2004.

El nitrégeno es uno de estos nutrientes; el mismo que es introducido a los
sistemas de cultivo principalmente a través de la adicion de alimentos
balanceados e incorporado en biomasa de camardn. Sin embargo, los sistemas de
cultivo pueden ser ineficientes en transformar el nitrdgeno en biomasa, su
eficiencia puede ser determinada por medio de un calculo del nitrégeno en el
estanque de cultivo (Gonzalez-Félix y Pérez-Velazquez, 2006). Por su parte
(Gomez y Ramirez, 2004), manifiestan que la mayoria de los contaminantes tiene
un efecto directo sobre diferentes procesos fisiolégicos y biolégicos de la biota,
manifestandose algunos de sus efectos toxicos, ejemplo, la reduccion del
crecimiento, inhibicion de la fotosintesis, variacion en el contenido de pigmentos
fotosintéticos celulares, inhibicion de la actividad enzimatica y degeneracion de
cloroplastos y mitocondrias, entre otros. Generalmente, los efluentes industriales
se consideran como mezclas complejas que contienen sustancias organicas
disueltas, incluyendo toxicos, materiales biodegradables y persistentes, sustancias
inorganicas disueltas, nutrientes, sustancias organicas insolubles y solubles, con
un impacto negativo sobre el ecosistema. Todo esto se puede corroborarr en
menor o mayor grado como un impacto ecoldgico al ecosistema de manglar que

colinda con la industria camaronera de (Tumbes) Peru y Ecuador.

La nitrificacion es un proceso biolégico aerobio realizado por microorganismos

Gram-negativos litroautotréficos que pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae,
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cuya funcidn es la eliminacion del nitrégeno presente en las aguas residuales, este
proceso consiste en dos etapas que consiste en la conversion de el amonio a
nitrito y este a su vez en es convertido nitrato, mediante las bacterias especificas
de los géneros Nitrosomas y Nitrosolobus para la primera fase y los géneros
Nitrobacter y Nitrosococcus para la segunda fase (Cervantes-Carrillo, Pérez y
Gomez, 2000).

La nitrificacion se ve limitada por la temperatura, por debajo de 5°C y por encima
de 40 °C la nitrificacién es muy baja. En este trabajo no hubo este problema, pues
la temperatura del agua oscilé en el rango de 23°C, con un promedio de 24,5°C,
siendo aun muy baja para la zona, pues el promedio anual es de 27°C; segun
(Limsuwan, 2005), la temperatura 6ptima de cultivo debe fluctuar entre 27 y 31° C,
por debajo de este rango el crecimiento es lento y arriba de 31° C el animal pierde

peso por alto metabolismo necesitando consumir mas alimento balanceado.

Los componentes de nitrbgeno desempefian un papel clave en la gestion de la
calidad del agua de la acuicultura, el cultivo de especies acuaticas semiintensiva
depende de la produccion primaria, que puede ser mejorada por la aportacion de

nitrdgeno en la columna de agua a través de la fertilizacién.

Por su parte, el pH es un factor decisivo en la nitrificacion, por debajo de pH 5 no
se registra nitrificacion en cultivos puros. Para el trabajo se registré un pH minimo
de 7,44 a un maximo de 9,04; por consecuencia, oscil6 entre el rango
recomendado por la literatura, para que las bacterias realicen la nitrificacion. El
rango optimo del pH para el cultivo de camarén es de 7,5 en la mafianay 8,5 en la
tarde (Limsuwan, 2005).

Las bacterias espontaneas reportadas por la técnica de PCR, usando cebadores
especificos para genes nitrato-reductasa, corresponden a los géneros géneros
Nitrosomonas y Nitrobacter, siendo similares a las bacterias que presentan gen
nitrato-reductasa, importantes en el proceso de nitrificacion de los desechos

organicos presentes en el agua de cultivo de camarén en Tumbes y que se
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cultivaron para ser utilizadas como bacterias domesticadas como son Bacterias

nitrato-reductasa: Shewanella sp. y Bacillus sp.

Aunque estadisticamente, en lo que respecta al crecimiento del camardén, no hubo
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y el control, si se pudo
notar aritméticamente que los resultados favorecieron a los tratamientos donde se
colocé geotextil; por otro lado, entre las bacterias espontaneas y las domesticadas
no se pudo notar diferencia estadistica ni aritmética alguna, mucho menos en
donde no se colocd geotextil pero si azucar como fuente de nutrientes para el

metabolismo de las bacterias.

Con respecto a la supervivencia de los camarones, no se pudo mostrar diferencia
estadistica alguna entre los diferentes tratamientos y el control, siendo el
porcentaje de supervivientes entre 70 a 80% similar a como se maneja en el

cultivo de este crustaceo en la region Tumbes desde hace varios afios.

Los parametros fisicos del agua, salinidad y pH se encontraron dentro de los
rangos recomendados para el cultivo de este crustaceo por Boyd, 2000, mas no
asi la temperatura que se manifest6 muy por debajo de la media anual,

provocando con ello el lento crecimiento del camaron.

La oxigenacion de los acuarios fue constante, pues se trabajo con un blower de 3
HP, el mismo que dejé de airear s6lo una hora por 8 horas de trabajo, todo esto,
considerando que el oxigeno es importante en la nitrificacion ya que las bacterias

nitrificantes quimioautotroficas son aerobios obligadas.

En el cultivo de camardn, la melaza, junto con los nutrientes mayores (nitrégeno,
fésforo), el carbono organico aportado por la melaza es requerido por las bacterias
y algas, en la constitucion de sus membranas y organelos y como fuente de
energia principalmente en el proceso de fotosintesis (Talavera, Sanchez y Zapata,
1998). En este trabajo se utilizd, en 6 tratamientos, azucar como fuente de
carbono organico, observandose en los tratamientos con geotextil, un mejor

desarrollo bacteriano.

54

Universidad Internacional de Andalucia 2010



V. CONCLUSIONES

1. La presencia de nutrientes como amonio ionizado, nitrito y nitrato son reducidos
a través del proceso de nitrificacién por parte de las bacterias nitrificantes, siendo
esto ligeramente mayor en los tratamientos con tapetes de geotextil y
microorganismos de este tipo.

2. Los tratamientos con presencia de tapetes de geotextil, como sustrato de
fijacion de microorganismos (entre ellos bactérias nitrificantes), fueron los que
presentaron mejor calidad de agua en el cultivo y efluente, ya sea por
transparencia del agua o por la menor cantidad de ion amonio y nitritos.

3. Las bacterias que presentan genes nitrato-reductasa NR, presentes en el agua
de cultivo de Litopenaeus vannamei, identificadas a través de la técnica molecular
PCR, son las que a continuacion se mencionan: especies Nitrosomonas y
Nitrobacter.

4. No hubo diferencia significativa entre las bacterias cultivadas (domesticadas) y
las que se encuentran presentes en el medio (espontaneas) en lo que a
nitrificacion corresponde.

5. La adicion de carbono ayudo a mejorar la metabolizacién bacteriana pues en los
tratamientos en que se agregd azucar se encontr6 mayor concentracion de
bacterias.

6. El crecimiento del camardn se presento muy lento, debido a la baja temperatura
que se presentd en la época, siendo ésta menor al promedio anual que se observa
en la zona.

7. La supervivencia del camardn si estuvo dentro de los rangos recomendados por
los criadores de camaron de la zona.

8. Los parametros fisicos como salinidad y pH se mantuvieron dentro del rango de
cultivo de camardén en Tumbes, mas no asi la temperatura que para la época bajo
por el nivel medio anual (27°C), observandose como consecuencia un bajo
crecimiento del camaron.
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Fig. 16. Fotografias del geotextil en microscopio confocal 40x, en rojo las bacterias presentes y
en verde las microalgas (presencia de clorofila) se nota las diatomeas presentes

L L . - i it L = £
Fig. 17. Fotografias del los microorganismos presentes en el agua mediante microscopio confocal
40x, en rojo las bacterias, en verde la presencia de clorofila de las diatomeas
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Fig. 18. Fotografias de algunos instrumentos usados en el laboratorio de Acuicultura

Fig. 19. Fotografias de algunos instrumentos usados en el laboratorio de Biologia molecular
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Fig. 20. Camarones de mar Lifopenaeus vannamei cosechados al termino de la experiencia
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