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Introducción

El f i top lancton es el t ipo de
plantas que predomina en
piscinas acuícolas donde es un
componente esencia l  de la
comunidad microbiana por su rol
sobre la concentración de oxígeno
disuelto y los ciclos de nutrientes
(Boyd y Tucker 1998).   Está
considerado como la principal
fuente de oxígeno disuelto en las
piscinas sin sistema de aeración,
determinando la carga máxima de
animales acuáticos que pueden
ser cultivados.  En asociación con
las bacter ias,  el f i top lancton
contro la e l  c ic lo  de nitrógeno,
cont r ibuye al rec ic la je  de la
materia orgánica y constituye la
base de la cadena t róf ica.   En
estanques que reciben alimento
art i f ic ial ,  aún las poblaciones
fitoplanctónicas son consideradas
benef ic iosas manteniendo
condiciones adecuadas medio-
ambientales para el cultivo.

Al inicio del ciclo de cult ivo del
camarón se aplican fertil izantes
para incrementar la población
fitoplanctónica y la disponibilidad
de a l imentos natura les.   Sin
embargo,  en la mayor parte de los
casos, además del programa de
fer t i l i zac ión,  se sumin is t ra
alimento formulado para conse-
guir  una mayor producción.   A
medida que el cultivo progresa, se
incrementa la cant idad de
alimento y desechos metabólicos
de los camarones, resultando en
un incremento de la carga
orgánica y concentraciones de
nitrógeno y fósforo inorgánicos en
la columna de agua.   Grandes
suministros de nutrientes, altas
temperaturas del agua y alta
radiac ión solar  est imulan un
rápido crecimiento del fitoplancton
y el desarro l lo  de densas
biomasas de algas.  A medida que
se incrementa la concentración de
nutr ientes disueltos, se incre-
menta la presencia de ciano-
bacterias tanto en biomasa como
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en su contr ibución relat iva a la
comunidad total del fitoplancton
(Paer l  y Tucker 1995).   Las
cianobacter ias de los géneros
Anabaena , Aphanizomenon ,
Microcystis y Oscillatoria pueden
formar extensivas y persistentes
f lorac iones en estanques de
acuicul tura con una sa l in idad
menor a los 10 g/l.  Sin embargo,
las cianobacterias no representan
una buena fuente de producción
pr imar ia,  forman capas super-
ficiales molestosas, aportan con
poco oxígeno al medio, presentan
colapso repentino asociado con
disminución de oxígeno disuelto,
y a lgunas pueden produci r
metabol i tos olorosos que dan
sabores indeseables a los
animales cultivados, mientras que
otras producen compuestos
tóxicos (Paerl y Tucker 1995;
Paerl 2000).

En gran parte,  tox ic idad es un
término antropomórf ico deter-
minado por impactos negativos de
varios metaboli tos secundarios
(alcaloides, péptidos, organo-
fosforados, ésteres, etc.) causan-
do muerte en mamíferos incluyen-
do los humanos (Paerl 2000).  La
mayoría de c ianotox inas (o
toxinas de las cianobacterias)
pueden probablemente ser
consideradas como metabolitos
secundarios en la formación de
los fo top igmentos que se
acumulan en el  citoplasma en
determinadas situaciones (Dow y
Swoboda 2000; Roset et al . 2001).
Están clasificadas dentro de dos
grupos generales:   1)  las que
causan envenenamiento letal
agudo como las neurotoxinas y
hepatotoxinas; y 2) las que no son
altamente letales en animales
pero exhiben más bioact iv idad
select iva;  las c i totoxinas.  Los
factores que contr ibuyen a la
producc ión de toxina en
c ianobacter ias  son poco
entendidos.  Sin embargo, hay
evidencias que la producción de

toxinas se incrementa durante la
fase de crecimiento exponencial o
cuando las condic iones de
crec imiento son ópt imas
(temperatura, pH y luz) (Philip y
Jones 1998; Roset et al. 2001).

Aunque las cianobacter ias son
muy comunes en pisc inas de
camarón, son pocos los reportes
de supuestos efectos tóx icos.
Lightner (1978) asoció necrosis de
la envoltura epitelial del intestino
de Litopenaeus styl irostis  con
presencia de un florecimiento de
Spirulina  subsalsa  en tanques y
raceways de crecimiento y reportó
que el  contenido estomacal de
camarones aparentemente sanos
y moribundos revela la ingestión
de grandes cantidades de esta
alga.  El presente estudio está
enfocado en aislar, identif icar y
cultivar las principales especies
de cianobacterias encontradas en
piscinas camaroneras con baja
salinidad para experimentar en
condiciones de laborator io su
potencial toxicidad sobre larvas de
Litopenaeus vannamei .

Materiales y métodos

De febrero a abril del 2002, en la
Provinc ia del Guayas,  se
muestreó un total de 32 estanques
de cul t ivo de camarón que
presentaron salinidades entre 5 y
15 g/l, de los cuales uno presentó
problema de mal sabor (“sabor a
choclo”).   Las muestras fueron
tomadas cerca de la compuerta de
sal ida a unos 15 cm bajo la
super f ic ie  del agua.  En el
laborator io  se a is laron seis
especies de c ianobacter ias
filamentosas, dentro de las más
encontradas en las muestras:
Osci l la tor ia  angust iss ima ,
Oscillatoria  brevis  asociada con
producción del olor lodo-tierroso
en cul t ivo ( refer ida como O.

brevis * en este t rabajo) ,
Oscillatoria  brevis  no  asociada
con producción del olor lodo-
tierroso en cultivo (referida como
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O. brevis  en este t rabajo) ,
Osci l la tor ia  subt i l iss ima , una
mezcla de Anabaena circinalis  y
Anabaenopsis circular is  y  una
Anabaena no identificada hasta el
nivel de especie (Figura 1).

El cultivo monoespecífico de las
algas se mantuvo a una salinidad
de 5 g/l ,  en tubos de ensayo
tapados con algodón y colocados
en gradi l la  con i luminac ión
permanente de lámparas
f luorescentes (1500 lux) y
temperatura ambiente (24-28°C).
Para llegar a mayor volumen, las
mejores cepas de cada alga
fueron transferidas a fiolas de 250
ml con 100 ml del  medio de
cul t ivo.   Durante la fase
exponencia l  de la curva de
crecimiento y una vez que se ha
alcanzado suficiente biomasa, se
transfirió 100 ml de este cultivo en
f iolas de 500 ml con 200 ml de
medio de cu l t ivo ester i l izado,
ev i tando que las algas
sedimentadas pasaran al nuevo
medio .   A  su vez,  los cult ivos
intermedios se emplearon como
inóculo para un cultivo en fiolas de
2 l .   Estos cult ivos intermedios
fueron agitados con aire filtrado
manteniendo condiciones de luz y
temperatura igual que para las
cepas aisladas.

El b ioensayo de tox ic idad
consistió en exponer larvas de L.

vannamei  con peso promedio
entre 0,22 g y 0,36 g procedentes
del Laboratorio de Larvicultura del
CENAIM, a las especies de
cianobacterias aisladas.  Se utilizó
la sala de bioensayos de toxicidad
en el CENAIM con bandejas
cuadradas conteniendo cada una
23 botel las de 2 L.   Las larvas
fueron t ransfer idas a la sala y
aclimatadas a una salinidad de 5
g/l en un tanque de 250 l durante
dos días con alimento formulado.
Se aseguró que la mortal idad
fuera menor al 5% y que las larvas
llegaran en buenas condiciones
para el bioensayo.

Las larvas fueron expuestas
durante 15 días a tres diferentes
concent rac iones de c iano-
bacter ias (100 f i lamentos/ml ,
1.000 f i lamentos/ml  y 10.000

f i lamentos/ml  al in ic io del
bioensayo), con 4 répl icas y 2
controles sin algas a una misma
salinidad.  Las concentraciones de
filamentos de las cianobacterias
en los cult ivos para iniciar la
prueba fueron ca lcu ladas
mediante conteos en cámara de
Sedgewick-Raf ter  y  se realizó
diluciones con medio de cult ivo
ester i l izado para asegurar  el
número de filamentos adecuados.
Para comprobar la presencia de
toxinas, las larvas fueron también
expuestas durante cuatro días a
un f i l t rado del cu l t ivo más
concentrado del alga en estudio
(10.000 f i lamentos/ml )  con
reposic ión diaria del 80% del
volumen.  Los filamentos fueron
concent rados por medio de
centrifugación a una velocidad de
4.500 rpm durante 30 minutos y
luego se filtró el sobrenadante con
una membrana de ni t rato de
celulosa (5,0mm). Las pruebas
con los f i l t rados tuvieron dos
controles que fueron tratados de
la misma manera.   Además se
adicionó una botella sin camarón
para cada concentración de algas
para controlar el crecimiento de
las cianobacterias en las bandejas
de la sala de bioensayo.  El diseño
fue en bloques con una especie de

cianobacteria por bandeja, pero
dentro del bloque los diferentes
tratamientos fueron repartidos de
manera aleatoria.

Las larvas fueron pesadas en
grupo de 10 y colocadas en 1,2 L
de cult ivo de alga o agua.  Las
larvas fueron alimentadas una vez
al día con dieta ba lanceada
comercial (35% de proteínas) a
razón de 2% de la biomasa total.
Se eliminó la suciedad del fondo
(heces, restos de alimento, etc.)
de todas las botellas cada 3 días
a través de un sifón.  Todas las
bote l las tuv ieron aerac ión y
temperatura constante de 28 ±
1°C.  Se revisaron las botel las
diar iamente y se removió las
larvas muertas.  Con la ayuda de
un estereomicroscop io  se
evaluaron probables adherencias
de cianobacterias en cuerpo de
las larvas o su presencia en el
t racto d igest ivo.   A l  f inal  del
tiempo de exposición se evaluó la
sobrevivencia en cada botella y se
estimó el peso promedio de las
larvas.

Los datos de los bioensayos de
toxic idad no presentaron una
dis t r ibuc ión normal  (prueba
Kolmogorov-Smirnov)  ni
homogeneidad de var ianza

Figura 1. Diagrama de las cianobacterias aisladas en el estudio:  A) Oscillatoria angustissima; B)
Oscillatoria brevis; C) Oscillatoria subtilissima; D)  Mezcla de Anabaena circinalis y Anabaenopsis
circularis y E) Anabaena  sp.  En cada diagrama la barra representa 10 µm.
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(prueba de Bart lett) por lo cual
fueron cons iderados non-
paramétricos y evaluados con una
prueba de Kruskal-Wallis.  Cuando
se encont raban d i ferenc ias
significativas (p<0,05) entre las
concentraciones de algas, se
procedió a analizar dos por dos
con la prueba U de Mann-Whitney
para diferenciarlas.

Resultados y discusión

Muchas f loraciones de
cianobacterias son completamente
inofensivas pero algunas pueden
causar episodios tóxicos (Silke y
Jackson 1993).  Ocasionalmente,
cianobacterias tóxicas causan
enfermedad y muerte en animales
salvajes, domésticos y el hombre
(Paerl  1988; Dow y Swoboda
2000).   Aunque dichas toxinas
parecen ser más tox icas para
mamíferos que para organismos
acuáticos, varios experimentos
han demostrado que afectan a
animales acuáticos incluyendo
crustáceos y estadios larvarios en
peces (Dow y Swoboda 2000).  En
algunos casos,  la s imple
identificación de una especie de
alga o c ianobacter ia  no es
suf ic iente para determinar su
tox ic idad ya que cepas con
di ferente tox ic idad pueden
pertenecer a la misma especie.
En consecuencia, para determinar
si la especie identificada contiene
cepas tóx icas,  se debe
caracterizar la toxicidad a través
de un bioensayo.

Después de cuatro días de
exposición a los f i l t rados con
reposición diar ia del  80% para
simular una producción continua
de las toxinas, la supervivencia
promedio de las larvas en cada
tratamiento osciló entre 75 y 93%
(Tabla 1).  Estos resultados no son
di ferentes a los controles que
tuvieron supervivencia promedio
ent re  85 y  100%.  Con base a
estos resultados se rechazó la
hipótesis de una producción activa
de toxina bajo las condiciones del
bioensayo por parte de las cepas
de cianobacterias aisladas.  Sin
embargo,  var ios estudios
demostraron que taxones de

Anabaena y Oscillatoria

pueden producir
cianotoxinas y ser
causantes de
mortalidades en piscinas
acuícolas (Sevrin-
Reyssac y Pletikosic
1990; Dow y Swoboda
2000).  Una mortalidad
masiva de langosta
(Pacifastarus leniusculos)
en el sur de Suecia
coincidió con un
florecimiento de
Oscil latoria sancta  y
muestras de agua analizadas
(oxígeno disuelto, amonio y nitrito)
no revelaron niveles letales para la
langosta (Liras et al . 1998).
Florecimiento de cianobacterias
de la familia de las Oscillatoriales,
con predominancia de Oscillatoria

corakiana (240 a 360 filamentos/
ml) y presencia de Spirulina  sp.,
Lyngbya  sp., y Nodular ia  sp.,
coincidieron con mortalidades de
Penaeus monodon  en estanques
de cul t ivo en Austral ia (Smith
1996).  Probablemente, toxinas
solubles en agua y liberadas en
concent rac iones sub- le ta les
causaron el  debi l i tamiento del
camarón haciéndolo propenso a
in fecc iones bacter ia les  y
ocasionándole su muerte como
efecto secundario (Smith 1996).

A diferencia de los resultados con
los f i l t rados,  la presencia de
filamentos de O. brevis redujo la
sobrev ivenc ia  de la rvas de L.

vannamei después de 15 días de
exposición (p = 0,0374 para O.
brevis * y p = 0,0073 para O.

brevis ;  Tabla 2) .   Para la cepa
asociada con producc ión del
compuesto lodo- t ie r roso,  la
mortalidad más alta fue asociada

con los tratamientos 100 y 10.000
filamentos por ml, llegando a una
sobrevivencia final promedio de
20 y 38%, respectivamente.  Para
la segunda cepa, la sobrevivencia
disminuye en re lac ión con el
incremento en concentración de
los f i lamentos,  l legando sin
sobreviviente en el tratamiento
10.000 f i lamentos/ml .   No se
encontraron efectos significativos
con las  demás cianobacter ias
para las cuales la sobrevivencia
promedio al final del ensayo osciló
entre 43 y 90%, comparable a los
controles (Tabla 2).

Con la excepción de las dos cepas
de O. brevis , los conteos de
filamentos en las botellas controles
incrementaron.  Este crecimiento fue
exponencial para O. angustissima,
O. subtilissima  y Anabaena  sp.,
apoyando la observación de un
crecimiento rápido durante la fase
de preparación de los cultivos.  Sin
embargo, en las botellas con
camarones la biomasa de estas
mismas algas bajó indicando una
ingestión de las algas por las larvas.
Esta ingestión no fue asociada con
mortalidad (Tabla 2) y en el caso
particular de O. angustissima  resultó

Tabla 2.  Porcentaje de sobrevivencia de larvas de L. vannamei (promedio ± desviación estándar
de cuatro réplicas) después de 15 días de exposición a las cianobacterias aisladas. Se incluye un
control (2 réplicas) para larvas no sometidas a las cianobacterias.   Promedios con letra diferente
indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos (Pruebas de Kurskal-Wallis y U de
Mann Whitney).

Tabla 1. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de L. vannamei
(promedio ± desviación estándar de cuatro réplicas) después
de 4 días de exposición a un fi l trado del cultivo de las
cianobacterias aisladas.  Se incluye un control (2 réplicas)
para larvas no sometidas a los filtrados de algas.  Promedios
con letra diferente indican diferencias significativas (p<0,05)
entre tratamientos (Prueba U de Mann Whitney).
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en un incremento estadísticamente
mayor del peso las larvas en
comparación con el control (p =
0,0337, Prueba de Kruskal-Wallis).
Las botellas control para la mezcla
de A. circinalis  y A. circularis

mantuvieron las concentraciones
iniciales durante todo el bioensayo
demostrando un crecimiento lento.
Debido a esta baja tasa de
crecimiento, la concentración de los
filamentos no se mantuvo frente a
la predación de las larvas y el conteo
final fue drásticamente más bajo que
al inicio del bioensayo.

Para las dos cepas de O. brevis se
observó una disminución del
número de filamentos después de
los 15 días en las botellas sin larvas.
Esta disminución en el agua se
justi f ica por la presencia de un
crecimiento bentónico de esta alga
en las paredes y el fondo de las
botellas.  O. brevis está descrita
como una alga que se presenta
principalmente en forma de masa en
la columna de agua o que puede
encontrarse en la parte superficial
de los sedimentos (Cocke 1967).
Aunque no se considera como alga
bentónica, su crecimiento está
favorecido por la presencia de un
substrato.  La disminución de los
conteos fue aún mayor bajo la
presencia de las larvas de camarón.
Al revisar las larvas al f inal del
ensayo se encontró el tracto
digestivo l leno y adherencia de
filamentos de O. brevis en el rostro,
las branquias y los apéndices de la
boca.  La hipótesis es que esta
presencia de los filamentos de O.

brevis interfiere con la ingestión del
alimento comercial causando
debilitamiento de las larvas.  Varios
estudios demostraron un efecto
similar sobre el zooplancton donde
el tamaño y la forma que presentan
los filamentos de las cianobacterias
interfieren fuertemente en el filtrado,
reduciendo las posibil idades de
recoger al imento (Haney 1987;
Lampert 1987; Bernardi y Guissani
1990).  Beveridge et al . (1993)
demostraron que la presencia de
cianobacterias decrece el consumo
de alimento de la tilapia nilótica
(Oreochromis niloticus).  Además de
la interferencia mecánica con la
alimentación, la presencia de los
filamentos en el tracto digestivo

podría ocasionar necrosis o daño
facilitando una infección bacteriana
(Lightner 1978; Smith 1996).

Durante las últimas décadas, se ha
intentado desarrol lar métodos
prácticos para controlar el
florecimiento de cianobacterias.  Las
investigaciones han estudiado el
uso de herbicidas, adición de
metales o quelatos, turbulencia
art i f ic ial,  introducción de virus
específicos o uso de la predación
selectiva del zooplancton o peces
planctívoros.  Desafortunadamente,
muchos de estos métodos no son
prácticos y pueden tener efectos
colaterales sobre la ecología de las
piscinas camaroneras.  Los
florecimientos de cianobacterias son
el resultado de una complicada
interacción entre condiciones
hidrográficas, meteorológicas,
biológicas y químicas pero sólo
algunas se pueden controlar.  Se
recomienda monitorear la presencia
de O. brevis  para anticipar
problemas de mal sabor e intentar
mitigar potencial problema de
interferencia mecánica sobre la
alimentación del camarón.

Conclusiones

1. La identificación de los taxones
presentes en las muestras
tomadas para a is lar  las
c ianobacter ias  (datos no
presentados)  indica que
taxones de c ianobacter ias
responsables de episodios de
toxicidad en otras partes del
mundo o con tox ic idad
demostrada en es tud ios  de
laborator io,  pueden formar
extensivos f lorecimientos en
estanques de camarón con
baja salinidad en el Golfo de
Guayaquil.

2. Se aisló una c ianobacter ia
relacionada con el problema de
“sabor a choclo”  y se la
ident i f icó como Osci l lator ia

brevis .

3. Las especies aisladas en este
estudio no mostraron
producción de toxinas bajo
condiciones del bioensayo.

4. Se observó que Oscil latoria

brevis , además de poder

producir un compuesto lodo-
t ierroso, causa interferencia
mecánica con la ingestión del
alimento artificial a través de la
adherencia de la misma en
branquias y apéndices bucales
de larvas.
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