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RESUMEN

La intensificacion del cultivo de Litopenaeus vannamei es posible integrando
sistemas de recirculaciéon de agua (RAS) con biofloc para mejorar la calidad del
agua y aportar valor nutricional. Sin embargo, la proliferacién aleatoria de
microorganismos no garantiza resultados reproducibles. Este trabajo tuvo como
objetivo analizar por metagenémica la abundancia y persistencia de bacterias
probidticas y microalgas inoculadas en un cultivo RAS-BIOFLOC a baja salinidad
con fases Cria (fC), Levante (fL) y Engorde (fE). El biofloc fue formulado con seis
bacterias (Bacillus subtilis, B. subsps. subtilis, B. subsps. inaguosorum, B. cereus,
B. cereus ATCC14579 y B. lincheniformis) y diez microalgas (Thalassiosira
weissflogii, T. pseudonana, Chaetoceros gracilis, C. calcitrans, Navicula
cryptocephala, N. glaciei, N. Perminuta, Ghomphoneis minuta, Isochrysis galbana
y Pavlova gryans). Se muestrearon intestinos y agua antes de la siembra de larvas
(aS) y al final de cada fase. Las bacterias y microalgas inoculadas persistieron, en
agua e intestino durante el cultivo. Los intestinos aS revelaron un 1,5% de las
bacterias inoculadas y un predominio de las microalgas C. calcitrans (55,2%), T.
weissflogii (15,9%), C. gracilis (13%) y T. pseudonana (10,7%). B. subtilis mostro la
abundancia relativa mas alta en agua (aS: 6,6%; fL: 11,6%; fE; 14,2%) e intestino
(fC 12%; fL; 14,3% vy fE; 15,3%) seguida por B. subs. subtilis, (5,8+0,8% y 7,9
+0,5%) las restantes cepas por debajo del 4%, excepto fC donde predominaron
especies nitrificantes Pseudomonas (28,8%). Las microalgas mas abundantes en
agua fueron G. minuta (41,5+3,1%), N. perminuta (27+2%) y T. weissflogii
(11,8+2,9%) y en intestinos N. perminuta (36,1+9,4%), |. galbana (21,4+3,5%), G.
minuta (19,3+8,3%) y las restantes especies por debajo del 6%. Los resultados
sugieren que las bacterias B. subtilis, B. subsps. Subtilis y las microalgas G. minuta,
N. perminuta, T. weissflogii e I. galbana son buenas candidatas para inoculaciones
de sistemas RAS-BIOFLOC a baja salinidad.

PALABRAS CLAVE: Bacterias probioticas, Litopenaeus vannamei,

metagendmica, microalgas, nanoporo, RAS-BIOFLOC.
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ABSTRACT

Intensification of Litopenaeus vannamei cultivation is possible by integrating water
recirculation systems (RAS) with biofloc to improve water quality and provide
nutritional value. However, random proliferation of microorganisms does not
guarantee reproducible results. This work aimed to analyze by metagenomics the
abundance and persistence of probiotic bacteria and microalgae inoculated in a
RAS-BIOFLOC culture at low salinity with Breeding (fC), Lifting (fL) and Fattening
(fE) phases. The biofloc was formulated with six bacteria (Bacillus subtilis, B.
subsps. subtilis, B. subsps. inaquosorum, B. cereus, B. cereus ATCC14579 and B.
lincheniformis) and ten microalgae (Thalassiosira weissflogii, T. pseudonana,
Chaetoceros gracilis, C. calcitrans, Navicula cryptocephala, N. glaciei, N.
Perminuta, Ghomphoneis minuta, Isochrysis galbana and Pavlova gryans).
Intestines and water were sampled before larval sowing (aS) and at the end of each
phase. The inoculated bacteria and microalgae persisted in water and intestine
during culture. The aS intestines revealed 1,5% of the inoculated bacteria and a
predominance of the microalgae C. calcitrans (55,2%), T. weissflogii (15,9%), C.
gracilis (13%) and T. pseudonana (10,7%). B. subtilis showed the highest relative
abundance in water (aS: 6,6%; fL: 11,6%; fE; 14,2%) and intestine (fC 12%; fL,;
14,3% and fE; 15,3%) followed by B. subs. subtilis, (5,8 £0,8% and 7,9 + 0,5%) the
remaining strains below 4%, except fC where Pseudomonas nitrifying species
predominated (28,8%). The most abundant microalgae in water were G. minuta
(41,5+3,1%), N. perminuta (27+2%) and T. weissflogii (11,8+2,9%) and in intestines
N. perminuta (36,1+9,4%), I. galbana (21,4+£3,5%), G. minuta (19,3+8,3%) and the
remaining species below 6%. The results suggest that the bacteria B. subtilis, B.
subsps. subtilis and the microalgae G. minuta, N. perminuta, T. weissflogii and |I.
galbana are good candidates for inoculations of RAS-BIOFLOC systems at low

salinity.

KEY WORDS: Litopenaeus vannamei, metagenomics, microalgae, nanopore,
probiotic bacteria, RAS-BIOFLOC.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El cultivo de camardon blanco L. vannamei es un recurso acuicola de gran
importancia econdmica a nivel mundial. Su produccién se basa en cultivos
extensivos (5 a 10 camarones/m?), semi — intensivos (10-30 camarones/m?) e
intensivos (30 a 60 camarones/m?) (Aguilar, 2018), mayoritariamente en agua de
alta salinidad, requiriendo grandes superficies cercanas al mar con impactos

ambientales negativos debido a la descarga de efluentes (Maica et al., 2014).

Sistemas super intensivos (300 a 500 camarones/m?) que integran la recirculacion
del agua (RAS) con la tecnologia biofloc, que promueve la formacion de
conglomerados de microorganismos y materia organica (floculos), han surgido
como una alternativa para cultivos en alta y baja salinidad (Suantikaa et al., 2018 y
Emerenciano et al., 2013). Este sistema hibrido, RAS-BIOFLOC, conduce a cultivos
ecoamigables al reducir el impacto ambiental, mejorar la eficiencia del uso de tierra,
reducir o anular el recambio de agua y potenciar la productividad y la bioseguridad
(Zafar y Rana, 2022).

En los floculos las poblaciones bacterianas y microalgales representan los grupos
mas determinantes aportando proteina, como fuente de vitamina y fésforo, a mas
de mejorar la calidad del agua e inmovilizar nitrégeno toxico (Ferreira et al., 2015y
Garibay et al., 2019). Sin embargo, un inconveniente que enfrenta el biofloc es la
dificultad para hacer proliferar la comunidad microbiana de manera predecible y
reducir asi los riesgos de aparicion de patdégenos por la proliferacion espontanea
(Cardona et al., 2016).

En este sentido, un paso crucial en la estabilizacion del sistema es la domesticaciéon
de los microorganismos que integran los floculos para potenciar la colonizacion del

agua e intestinos de los animales cultivados con bacterias probidticas y microalgas
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de alto valor nutricional y capaces de inducir la formacion de floculos (Jiménez et
al., 2021).

Dentro de los grupos bacterianos, varias especies del género Bacillus,que incluyen
a B. subtilis, B. lincheniformis y B. cereus, presentan genes claves para la
biosintesis de péptidos antimicrobianos (AMP por sus siglas en inglés) que incluyen
a spaS (prepéptido de subtilina), bacA (proteina de biosintesis de bacilisina), srfAA
(subunidad 1 de surfactina) y aiiA (N-acil homoserina lactonasa) (Sumi et al., 2015;
Intriago et al., 2018; Mora et al., 2011 y Feria et al., 2004); Por otra parte, algunas
microalgas, como las diatomeas Isochrysis y Pavlova, tienen la capacidad de
sintetizar exopolisacéaridos (EPS) lo que les confiere una propiedad de adherencia
a las superficies de las células permitiendo la unién entre microalgas, bacterias y
otras particulas (Thornton, 2002; Sanka et al., 2017; Daglio et al., 2018).

A mas de esta caracteristica aglutinante varias especies de microalgas son
altamente benéficas por su elevado contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos,
proveyendo un aporte nutricional suplementario que repercute en la reduccion de
las raciones de piensos comerciales (Jiménez et al., 2021). Cabe resaltar que varias
de estas especies bacterianas y microalgales participan en los procesos de
nitrificacion contribuyendo a mantener concentraciones adecuadas de compuestos
nitrogenados en la columna de agua (Roy y Pal, 2015; Quijano et al., 2017; Xu y
Pan, 2013).

El establecimiento y mantenimiento de un biofloc domesticado, a través de la
inoculacion de cepas bacterianas probidticas y microalgas benéficas, requieren una
evaluacion de las dinamicas de microorganismos presentes en el sistema de
produccion. Los enfoques que dependen de cultivo presentan limitaciones para
caracterizar la poblacion microbiana completa, estimandose que revelan

unicamente cerca del 0,1% (Zhou et al., 2019).

Por el contrario, los genes de ARN ribosomal microbiano, ARNr 16S y 23S, pueden
ser detectados y secuenciados directamente del agua o del biofloc sin necesidad
del cultivo utilizando la metagendmica basada en la secuenciacion de proxima
generacion (NGS) superando asi, las limitaciones de las técnicas dependientes de
cultivo (Siew et al., 2023; Hatfiel et al., 2020).

18



En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo analizar por
metagendmica dirigida a los genes de ARNr 16S y 23S, con secuenciacion de
nanoporos, la abundancia y persistencia de bacterias y microalgas de un biofloc
domesticado utilizado en un sistema trifasico intensivo hibrido RAS-BIOFLOC de L.
vannamei, a baja salinidad, a partir de una coleccion de bacterias y microalgas
previamente aisladas, caracterizadas y seleccionadas por sus caracteristicas

probidticas, nutricionales y aglutinantes.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. Bases teéricas

2.1.1. Descripcion de la especie L. vannamei.

L. vannamei es un artropodo perteneciente a la clase crustacea, es un organismo
mandibulado con apéndices articulados, con dos pares de antenas, branquias,
caparazon y posee un gran potencial reproductivo, pudiendo llegar a desovar las
hembras hasta un millon de huevos (Baley-Brock y Moss, 1992). Esta especie de
camaron es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico, se encuentra en
hébitats marinos tropicales, es una especie que tolera una temperatura de 28 a 34
°C y niveles de oxigeno de 5 a 7 mg/l, una salinidad optima entre 15 a 25 ppm y el

pH adecuado es de 7.5 a 8.5 (Dugassa y Gaetan, 2018).

2.1.2. Sistema super intensivo hibrido RAS — BIOFLOC

El sistema hibrido RAS - BIOFLOC consiste en la combinacion del sistema de
recirculacion de agua (RAS) y el sistema de descarga de agua cero o Biofloc (TBF)
(Suantikaa et al., 2018 y Thornber et al., 2020). Los RAS, son sistemas de
produccion super intensiva, generalmente basados en tanques interiores con un
ambiente "controlado”, que logran altas tasas de reutilizacion del agua mediante

filtracion biolégica, mecanica y otros pasos de tratamiento (Holan y Powell, 2020).

Por otro lado, la tecnologia de BIOFLOC es un sistema de produccion super
intensivo con bajo o nulo recambio de agua (Azim y Little, 2008). Esta tecnologia
conlleva la mezcla de algas, bacterias (heterétrofas y autotrofas), protozoos,
zooplancton, nematodos y materia organica particulada (heces y alimentos no
consumidos). Todos estos microorganismos juntos forman un ecosistema integrado
llamado floculo el cual es consumido por los animales (Wei et al., 2020).Aunque el
costo operativo para mantener la calidad del agua en un sistema biofloc es
relativamente bajo comparado con RAS, la capacidad de carga de materia organica

en el sistema no es lo suficientemente tolerante como para soportar un largo
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periodo de cultivo super intensivo de camarén sin recambios; es por ello, que la
utilizacion de ambos sistemas utilizando una tecnologia hibrida que permita
complementar las ventajas de cada sistema es mucho mas viable (Suantika et al.,
2018).

a) Funcién de microorganismos en latecnologia RAS — BIOFLOC

Los microorganismos juegan un papel importante en este sistema ya que son
los encargados de reciclar y convertir los desechos y nutrientes que se
acumulan en el tanque en una rica fuente natural de proteina-lipido disponible
todo el dia, los microbios comunes asociados con los floculos son bacterias
heterotroéficas, autotroficas, microalgas, protozoos, etc. Estos contribuyen de
tres formas principales: 1) nutricion, 2) control de patdgenos, y 3) mejora de
la calidad del agua mediante la remocién de compuestos nitrogenados (De
Schryver et al., 2008).

Las bacterias son fundamentales en la formacion de los floculos al ser
capaces de unirse a un sustrato diminuto que puede ser el esqueleto de una
diatomea o trozo de heces y segregar un exopolisacarido pegajoso donde se
une el fitoplancton; luego se adhieren a esta superficie protozoos
como vorticelas, rotiferos, etc. Finalmente, el pequefio grumo se ha convertido
en un fléculo altamente nutritivo el cual puede ser ingerido por los camarones
(Bioaquafloc, 2018).

b) Bacterias probioticas

Las bacterias probidticas son microorganismos vivos que cuando son
ingeridos en la dieta y administrados en las cantidades adecuadas confieren
beneficios para la salud del consumidor, las bacterias probidticas conocidas
en su mayoria son pertenecientes al grupo Bacillus sp (B. subtilis, B. cereus,
B. lincheniformis, etc). Estas bacterias basicamente contienen su potencial
probidtico en su genoma, donde codifican genes especificos que las hacen
particulares para algunas funciones (Durango, 2017). Entre los genes con
potencial probidtico mas conocidos se pueden mencionar spaS (prepéptido de

subtilina), bacA (proteina de biosintesis de bacilisina), srfAA (subunidad 1 de
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surfactina) y aiiA (N-acil homoserina lactonasa) (Sumi et al., 2015; Intriago et
al., 2018; Mora et al., 2011 y Feria et al., 2004).

c) Microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares, eucariotas, fotoautotrofos
(obtienen la energia de la luz proveniente del sol) y se desarrollan a partir de
materia inorganica. Juegan un papel fundamental en la cadena alimentaria
acuatica y se utilizan cominmente en la cria de animales acuaticos como
moluscos, camarones y peces en diferentes etapas de crecimiento; son
necesarios para la nutricion de las larvas durante un breve periodo del ciclo
de vida y se utilizan para el consumo directa o indirectamente como alimento,
ya que varias microalgas contienen alto contenido de proteinas, carbohidratos
y lipidos (Roy y Pal, 2015).

Renaud et al., 1994 reportd el contenido de carbohidratos de doce especies
de microalgas perteneciente a Bacillariophyceae, Chlorophyceae,
Grammatophora sp. y Navicula sp, mostrando el gran potencial nutricional de
estos microorganismos para su utilizacion en la acuicultura; Mayers et al.,
2018 indic6 que Chlorella salina mostré gran productividad de biomasa y
carbohidratos; por otro lado Ohse et al., 2015 mostré que la especie
Thalassiosira pseudonana exhibié un alto contenido de lipidos, altos niveles
de acidos grasos monoinsaturados y bajos niveles de &cidos grasos

poliinsaturados.

d) Metagendémica

La metagenOmica surge como una herramienta potente para el andlisis
independiente de cultivos basados en la secuencia de los metagenomas de
una amplia gama de habitats, cataloga exhaustivamente todos los
microorganismos presentes (no cultivables y cultivables, conocidos y
desconocidos) en muestras ambientales complejas. En general la
metagenodmica utiliza técnicas de biologia molecular para analizar la
diversidad de los genomas microbianos mediante marcadores moleculares
para clasificar tanto organismos procariotas como eucariotas en grupos a nivel

de filogenético (Cortés - Lépez et al., 2019).
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e) Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que corresponden a un
gen o regiones no codificantes del genoma, estos segmentos de ADN
permiten identificar diferentes variantes (alelos) y se localizan en un sitio
determinado en los cromosomas (locus) (Cortés - Lopez et al., 2019). Hasta
la fecha, los estudios moleculares se han basado en datos de secuencias de
aminoacidos o ADN para genes altamente conservados, particularmente los
genes ribosomales estructurales 16S / 18S / 5S / 28S/ 23S (Amit Roy, 2014).

El gen marcador mas utilizado en procariotas es el 16S ARNTr el cual consta
de 1500 pb aproximadamente, se compone de diez zonas altamente
conservadas que reflejan las relaciones genéticas entre especies y nueve
regiones variables V1-V9 que reflejan las diferencias entre especies (Cortés -
Lépez et al., 2019). El gen marcador mas comunmente utilizado para estudios
de comunidades microalgales es el gen 23S ARNr el cual consta de una
longitud de 2904 nucledtidos y corresponde al homodlogo del 16S en

procariotas (Cortés - Lopez et al., 2019 y Qiaoa et al., 2020).

2.2. Antecedentes

Le et al., (2019) y colaboradores, realizaron una investigacion sobre la
Caracterizacion de la comunidad bacteriana en el intestino de Penaeus
monodon y su agua de cultivo en estanques de camarones; donde examinaron
mediante secuenciacion de nueva generacion ilumina dirigido al 16S ARNr para
evaluar la comparacion de la microbiota bacteriana tanto en agua como intestino
de camarones con sintomas patoldgicos y camarones asintomaticos. Encontrando
como resultados una alta similitud entre la comunidad bacteriana del agua y el
intestino de los camarones asintomaticos dominados principalmente por
Proteobacterias (79,12%), Actinobacterias (8,95%), Bacteroidetes (6,08%),
Cianobacterias (3,17%) y Crenarchaeota (1,33%); Interesantemente, la abundancia
relativa de bacterias del género Shewanella el cual es conocido como probidticos
potenciales contra bacterias patdgenas fue significativamente mas alta en muestras
asintomaticas que sintomaticas. Estos resultados sugieren que la dominancia del

intestino de camardn con bacterias probiéticas puede generar grandes beneficios
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sobre la salud de estos debido a su potencial antagonista contra bacterias

patégenas.

Tepaamorndech et al., (2020) y colaboradores, en su trabajo de investigacion:
Metagendmica en biofloc y sus efectos sobre el microbioma intestinal y las
respuestas inmunes en el camardn blanco del Pacifico, cuyo objetivo fue un
andlisis metagendémico de amplicones basada en 16S ARNr para caracterizar los
miembros bacterianos en los biofloculos y tracto digestivo del camardn. Los
resultados obtenidos determinaron que el tracto digestivo en camarones cultivados
con biofloc y el control (agua clara) mantuvieron de forma similar la presencia de
bacterias, incluidas Vibrio, Photobacterium, Shewanella, Granulosicoccus vy
Ruegeria. También encontraron que los genes relacionados con la inmunidad que
codifican para la serina proteinasa y la profenoloxidasa fueron sobre expresados
en los camarones cultivados en bioflocs. Estos resultados indican que el cambio en
la composicidn de la microbiota intestinal puede ser responsable de la regulacion
positiva de la expresion de genes relacionados con la inmunidad en los érganos

digestivos.

He et al., (2020) y colaboradores en su trabajo de investigacion, Comparacion
metagendmica de la estructura y funcion de la comunidad microbiana entre
el agua, el efluente y el intestino en estanques de camarén L. vannamei,
hicieron uso de la secuenciacion dirigida al gen ARNr 16S dirigiéndose a regiones
hipervariables V4 y V5 mediante la plataforma llumina HiSeq250, compararon las
composiciones y funciones microbianas del agua, el efluente y el intestino en
estanques de L. vannamei. Obteniendo como resultados datos metagendmicos que
mostraron que la microbiota intestinal del camaron tuvo una estrecha correlacion
con la microbiota presente en el agua. Estos resultados demuestran de manera
integral las caracteristicas y funciones de la microbiota en estanques de
camarones, proporcionando asi informacion basica sobre la importancia del
desarrollo de estrategias de manejo de toda la microbiota para mantener la salud

del camardn.
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Jiménez et al.,, (2021) y colaboradores realizaron una investigacion sobre; la
utilizacion de microalgas y bacterias probidticas como inductores de biofloc
en un cultivo hiperintensivo de camardén blanco del Pacifico, donde
establecieron tres tratamientos: 1) con Grammatophora sp. y Navicula sp. (BFD1),
2) con Navicula sp. Y Schizochytrium sp. (BFD2), y 3) Schizochytrium sp y
Schizochytrium sp. (BFS), todos los tratamientos fueron inoculados con la bacteria
Lactobacillus fermentum. Los resultados obtenidos mostraron que con la adicién de
estas microalgas y bacterias probiédticas al sistema de cultivo se logré mantener una
buena calidad de agua principalmente contribuyendo en la transformacion del
amonio en nitratos, evitando niveles toxicos para los camarones. Los autores
sugieren que la inoculacién con las microalgas Grammatophora sp., Navicula sp. y
Schizochytrium sp. y la bacteria probiodtica L. plantarum TD19 son una buena
alternativa para la induccién de biofloculos altamente nutritivos en sistemas

acuicolas cerrados.

2.3. Términos bésicos
2.3.1. Sistema de cultivo extensivo

Este tipo de area de produccion se lleva a cabo en grandes extensiones o piscinas
hechas en tierra (variando desde algunas decenas de hectareas hasta mas de 100)
se aplican bajo o casi nulo recambio de agua, se siembran en bajas densidades (<5
ind/m2); no se aplica aireacion artificial, y se aplica muy poca fertilizacién y
alimentacion suplementaria. Este tipo de sistema tiende a producir bajos
rendimientos de produccién (<500 kg/ha) (Aguilar, 2018).

2.3.2. Sistema de cultivo semi-intensivo

Este sistema de produccién se identifica porque tolera sembrar poblaciones
superiores al sistema extensivo, los recambios de agua son superiores, es
necesario fertilizar el agua, aplicar alimento balanceado de alto contenido de
proteinico, por motivos de que la produccion primaria de plancton es limitada y la
competencia se incrementa dado la densidad poblacional sembrada, y que se

proyecta entre 10 a 20 camarones/m3 (Aguilar, 2018).
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2.3.3. Sistema de cultivo intensivo

La infraestructura se construye en espacios reducidos, con un flujo elevado de agua
y tasas de siembra superiores a los 20 org/m2, El cultivo esta basado
principalmente en la alimentacion artificial, mediante dietas comerciales, con un alto
contenido de proteina. La tasa de recambio de agua es superior al 20%/dia y se
requiere de aireacion, la cual es suministrada por bombas aireadoras o blowers. En
estos sistemas de cultivo se obtiene una produccion anual de 5000 a 20 000
kg/ha/ano (Parker et al., 2009).

2.3.4. Sistema de cultivo super-intensivo

El sistema de produccién de camardn super intensivo se basa en un manejo preciso
de bioseguridad para estimular un crecimiento sobresaliente y alta biomasa, donde
las densidades de siembra estan entre 300 a 500 PL / m3 y rinden tipicamente de
3 a 6 kg/m3, con este sistema se puede llegar a producir en una sola hectarea lo
gue usualmente se produce en 15 a 25 hectareas de cultivo semi-intensivo; el
periodo de crecimiento es de tres meses lo que permite casi cuatro cosechas por
afo (Higgins, 2014).

2.3.5. Bacterias heterotroficas

Las bacterias heterotrofas, también llamadas organotrofas, son microorganismos
gue sintetizan sus propias biomoléculas utilizando los compuestos organicos como
fuente de carbono para su crecimiento, convirtiendo los metabolitos nitrogenados

directamente en biomasa (El-Sayed, 2021).
2.3.6. Bacterias autotroficas

Las bacterias autotréficas ayudan al mantenimiento de la calidad del agua, ya que
estan directamente relacionadas con el ciclo del nitrdgeno, las cuales convierten el
amonio toxico en nitrato menos toxico. Esta biotransformacion es realizada en un
primer paso por bacterias oxidantes de amoniaco (BOA) las cuales oxidan el
amoniaco en nitritos (Abakari y Kombat, 2020). Y en un segundo paso las bacterias
oxidantes de nitritos (BON) que oxidan el nitrito a nitrato y finalmente el nitrato
puede ser tanto transformado a N2 gaseoso por bacterias desnitrificantes o
aprovechado como nutriente por microalgas (Chen et al., 2017).

26



2.3.7. Zooplancton

El zooplancton o plancton animal son aquellos organismos pertenecientes al reino
animal que flotan de forma errante dentro de los ecosistemas acuéticos.
Constituyen un importante eslabon en la cadena tréfica por su posicion intermedia
entre el fitoplancton y niveles tréficos entre los que destacan muchas especies de

protozoos, copépodos, rotiferos, ostracodos, crustaceos, etc. (Roldan, 2020).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugary periodo de investigacion

Esta investigacion se llevo a cabo en un periodo de 120 dias a nivel de modulo
escala en las instalaciones del Centro De Biotecnologia Acuicola Sostenible
(CBAS) ubicado en Punta blanca, Manta — Ecuador (Fig. 1).

a) Coordenadas geograficas en el sistema UTM:
- P01:537 956,574 mE, 9897 384,814 m N
- P02:537975.504 mE, 9 897 315,486 m N
- P03:537876.143mE, 9897 275,45 mN
- P04:537 858.079 mE, 9 897 329,369 m N

Figura 1.

Mapa de ubicacién del area de ensayo
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3.2. Modulo escala sistema hibrido RAS - BIOFLOC

El médulo escala utilizado para esta investigacion fue prestado por el laboratorio
CBAS durante el periodo de ejecucion. El experimento consté de un sistema
trifasico donde se establecieron tres etapas; cria (postlarvas) de 0,003 a 1 gr,
levante (juveniles) de 1 a 6 gr y engorde (juveniles) de 6 a 12 gr. Cada etapa
conllevo un mes de cultivo con un area experimental de 300 m? el cual consta de
3 tanques redondos de material pvc, liner y fibra. Los tanques utilizados en este

experimento cuentan con las siguientes dimensiones:

a) Cria: 1.36 m de didmetroy 0.7 m de altura con una capacidad de 1 m?,

b) Levante: 2,34 m de diametro y 0.55 m de altura con una capacidad de
2,3 ms.

c) Engorde: 3,70 m de didmetro y 0.43m de altura con una capacidad de
4.6 md.

Figura 2.

Esquema representativo del sistema hibrido RAS - BIOFLOC a modulo escala.

Area experimental: 300 m? BIOFLOC
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3.3. Deteccion de genes antimicrobianos en las cepas bacterianas

Bacillus.

Las seis cepas bacterianas B. subtilis, B. subsps subtilis, B. subsps.
inaquosorum, B. cereus, B. cereus ATCC14579 y B. lincheniformis fueron
cultivadas en caldo de soya tripticaseina (TSB) durante 24 horas a 30 °C.
Posteriormente se hizo la extraccion de ADN con el método de bromuro de cetil-
trimetil amonio (CTAB) modificado (Rogers y Bendich,1994). La técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue utilizada para la deteccién de
genes claves para la biosintesis de péptidos antimicrobianos (surfactina,
bacilisina, lactonasa y subtilina), las secuencias elegidas correspondieron a spaS
(prepéptido de subtilina), bacA (proteina de biosintesis de bacilisina), srfAA
(subunidad 1 de surfactina) y aiiA (N-acil homoserina lactonasa) (Sumi et al.,
2015; Intriago et al., 2018; Mora et al., 2011 y Feria et al., 2004);

Los juegos de cebadores utilizados fueron SRFA-F
(TCGGGACAGGAAGACATCAT) SRFA- SRFA-R
(CCACTCAAACGGATAATCCTGA); BAC-F (CAGCTCATGGGAATGCTTTT) -
BAC-R (CTCGGTCCTGAAGGGACAAQG); aiiAfw3
(GTDTGGTGTTATCTTYTGGAGAC); aiiArevl

(TTCCTCCTGCATGATCAAAAT); SPAS-F (GGTTTGTTGGATGGAGCTGT)
SPAS-R (GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT). La reaccion se llevd a cabo en un
tampdn de amplificacién que consta de un volumen total de 25 ul conteniendo
9,5 ul de agua ultrapura, 12,5 ul de GoTaq Green Master mix REF.M7123 (taq
polimerasa; tris TRIS HCL; MgCI2; dNTPs; Taq polimerasa), 1 uL de cada
cebadory 1 uL de ADN en suspension. El proceso de amplificacion de los genes
spaS, aiiA, bacA y srfAA consté de una (desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3
min, luego se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacion, (desnaturalizacién;
95°C/ por 30 s, hibridacion: 55 °C por 40 s; polimerizacion: 72 °C por 45 s), con

una extension final a 72 °C por 5 min (Mora et al., 2011).
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3.4. Establecimiento de biofloc madre

El biofloc madre fue establecido en un tanque de polipropileno de 1 m® ocho dias

antes de la siembra del cultivo con las siguientes condiciones:

Se llené un tanque con capacidad de 1 m®hasta 883 L con agua de baja salinidad
(4 ppt) previamente clorada con 200 ppm de hipoclorito de sodio (NaClO) y
declorada con tiosulfato de sodio en una relacion de 5 partes por cada 4 partes
de cloro aplicado. Luego se inocularon 10 L de cada una de las microalgas
Thalassiosira weissflogii, T. pseudonana Pavlova gryans, Chaetoceros gracilis,

C. calcitrans, Navicula cryptocephala, N. glaciei, N. cf. Perminuta, Gomphoneis
minuta, Isochrysis galbana con una concentracion de 350 000 cel/ml de cada

cepa.

Posteriormente se sembrd 1 L de cada una de las cepas probioticas Bacillus.
subtilis, B. subsps. subtilis, B. subsps. inaquosorum, B. cereus, B. cereus
ATCC14579 y B. lincheniformis; cada una de las cepas fue regulada a una
concentracion de 1.86 x 108 UFC/mL antes de la siembra; asimismo, se
realizaron estudios previos de pruebas de PCR (Polimerase Chain Reaction) con
primers especificos para genes biosintéticos de péptidos antimicrobianos (AMP)
como spasS (prepéptido de subtilina), bacA (proteina de biosintesis de bacilisina),
srfAA (subunidad 1 de surfactina) y aiiA (N-acil homoserina lactonasa) (Sumi et
al., 2015; Intriago et al., 2018; Mora et al., 2011 y Feria et al., 2004).

El tanque fue nutrido diariamente durante el periodo de maduracién del biofloc
madre con 20 g de nitrato de sodio, 15 g de tripolifosfato, 15 g de metasilicato y
112 g de salvado de arroz como fuente de carbono. Las condiciones del tanque
se mantuvieron constantes durante todo el proceso de maduracion con oxigeno
disuelto entre 6 y 7 mg/L, temperatura de 26 - 30 °C y pH en un rango de 7 - 8.
Se realizaron mediciones diarias de los niveles de fl6culos en el agua, utilizando
un cono imhoff, donde se tom6 1 L del biofloc y se dejé sedimentar por 15
minutos. Se dejé madurar por 5 dias hasta alcanzar un volumen de floculacién
de 40 ml/L.
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3.5. Medicién de parametros fisico-quimicos

Todos los parametros fueron monitoreados cada 24 horas durante todo el ciclo
del cultivo. Los parametros TAN mg/L, Nitrito mg/L y Nitrato mg/L se midieron
haciendo uso del kit colorimétrico API, para la medicion de pH se utilizo el equipo
ORION 3 STAR; Para la temperatura y oxigeno disuelto se usé el equipo YSI
550A.

3.6. Siembraeinoculacion de biofloc madre en el agua de cultivo RAS-
BIOFLOC

El agua fue clorada a 50 ppm de cloruro de calcio Ca(ClO),, se dejé actuar por
4 horas y se declor6 con tiosulfato de sodio con una relacion de 5 partes por
cada 4 partes de cloro aplicado. Luego se realizo la medicidén de los parametros
TAN mg/L, Nitrito mg/L, Nitrato mg/L, Potasio mg/L, Magnesio mg/L, Calcio mg/L,
Fosfato mg/L, Sulfato mg/L, Alcalinidad mg/L, dureza al agua de siembra
haciendo uso de un fotdmetro (YSI 9300). La temperatura y pH fueron medidos
y posteriormente el biofloc maduro se transfirié al agua de cultivo en una relacion

1:10 (biofloc: agua) y se dejé madurar por 4 dias antes de sembrar las postlarvas.

3.7. Siembrade postlarvas y fases de cultivo

Aproximadamente 1500 postlarvas sanas de L. vannamei fueron cedidas por el
laboratorio CBAS; las postlarvas entraron a la fase de cria con densidades de
siembra de 1500 animales/m? con un peso promedio de 0,003 g/individuo. Luego
de un mes de cultivo los camarones fueron trasferidos a la fase de levante la cual
consto de un tanque de mayor dimensién donde se manejaron densidades de
siembra de 600 individuos/m3. Concluido el mes en la etapa de levante los
camarones fueron transferidos a la etapa de engorde en un tanque de mayor
superficie donde se manejaron densidades de siembra de 280 individuos/m3.

Finalmente, los camarones fueron cosechados al tercer mes.
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3.8. Analisis metagendmico de las poblaciones bacterianas vy
microalgales

3.8.1. Recoleccién de muestras

Se tomaron muestras mensualmente de agua de cultivo (50 ml) y tracto digestivo
de 10 animales seleccionados al azar dejando dos réplicas por muestreo. Las
muestras de agua de cultivo fueron centrifugadas a 3600 rpm por 10 min en una
centrifuga refrigerada (SORVALL RT 6000D). Luego se descartdé el
sobrenadante y el pellet restante fue recolectado en un tubo eppendorf de 1.5 mi
esterilizado; donde se realizaron multiples centrifugaciones a 5000 rpm por 5 min
en una microcentrifuga (Fisher Scientific Marathon 16Km) hasta alcanzar un
volumen de 100 mg. Las muestras de postlarvas se diseccionaron
asépticamente en camara de flujo utilizando hojas de bisturi estériles para la
recoleccion de intestino los cuales fueron depositados directamente en tubos
eppendorf de 1,5 ml estériles hasta alcanzar un volumen de 100 mg. Todas las

muestras se almacenaron a - 20 °C, hasta su tratamiento.

3.8.2. Extraccién de ADN

Para la extraccion del ADN metagendémico se utilizé el método CTAB X2
modificado (Rogers y Bendich,1994). A los 100 mg de muestras recolectada se
le afladié 200 pL de Tris-HCl a 100 mM y se dejé congelar a -20 °C por 5 minutos;
posteriormente se incubo a 90 °C en un termobloque. Seguido se agreg6 600 pL
de Buffer CTAB 2X pre calentado a 60 °C mas 10 uL de B-mercaptoetanol (=99%)
y 3.5 pyL de proteinasa K (20 mg/ml) inmediatamente se incubdé en un
termobloque a 60 °C por 1 hora mezclando cada 5 min e invirtiendo suavemente

el microtubo.

A continuacion, se agregd 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se
vortexed durante 10 segundos paso seguido se centrifugd a 13000 rpm por 10
min, se recuperd el sobrenadante a un nuevo microtubo y se afadié 0,18
volimenes de acetato de sodio 3M frio e isopropanol (2/3 del volumen
recuperado). Se mezcld suavemente por inversion y se dejo incubando a -20 °C
toda la noche.
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Al dia siguiente se centrifugé a 13000 rpm por 10 min. Se descartd el
sobrenadante y se afiadio 500 pL de etanol frio al 75%. Nuevamente se
centrifugd a 13000 rpm por 5 min, se descartd todo el sobrenadante y se dejé
secar el pellet a temperatura ambiente por 10 min. Se resuspendio el pellet en
40 uL de Buffer T.E pH 8.0 pre calentado a 60°C, se afiadio 1.5 uL de RNase
(10mg/mL) y se incubd por 30 min a 65 °C. Finalmente, se cuantific6 1 pL de la
elucion utilizando el nanofotometro™ N60 para determinar la cantidad y pureza
del ADN extraido.

3.8.3. PCR dirigidas a genes ARNr 16Sy 23S

La técnica de PCR fue utilizada para la verificacion de la presencia de genes 16S
y 23S ARNr, para lo cual se utilizaron los juegos de cebadores 27F*
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) - 1492R*(ACGGCTACCTTGTTACGACTT) vy
p23SrV-rl: 5- TCA GCC TGT TAT CCC TAG AG - 3p23SrV-fl: 5- GGA CAG
AAA GAC CCT ATG AA -3; respectivamente (Weisburg et al.,1993; Sherwood y
Presting, 2007). La reaccion se llevo a cabo en un tampon de amplificacion que
consta de un volumen total de 25 ul conteniendo 9,5 ul de agua ultrapura, 12,5
ul de GoTaq Green Master mix REF.M7123 (taq polimerasa; tris TRIS HCL;
MgCI2; dNTPs; Taq polimerasa), 1 uL de cada cebador y 1 uL de ADN en

suspension.

El proceso de amplificacion del gen ARNr 16S const6 de una (desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 3 min, luego se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacion,
(desnaturalizacion; 95 °C por 30 s, hibridacion: 58 °C por 30 s; polimerizacion:
72 °C por 1 min), con una extension final a 72 °C por 5 min. Mientras que para
la amplificacion del gen ARNr 23S las condiciones fueron de 94 °C por 3 min
para la desnaturalizacién inicial, luego se llevaron a cabo 35 ciclos
(desnaturalizacion: 95 °C por 30 s; hibridacion: 55 °C por 40 s; polimerizacion:
72 °C por 40 s), con una extension final a 72 °C por 5 min. La calidad de los
productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1%.
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3.8.4. Secuenciacion NGS por tecnologia nanoporos MinlON

Las muestras de ADN fueron secuenciadas en el laboratorio INCABIOTEC
(Pert)) mediante la tecnologia de secuenciacion por nanoporos MinlON donde
se realizo el siguiente flujo de trabajo:

a) Preparacién de librerias ARNr 16S.

Para la preparacién de librerias ARNr 16S se hizo uso del kit de cédigo de
barras (SQK-16S024) siguiendo las instrucciones del fabricante para ello
se utiliz6 ADN metagendmico de alto peso molecular y postratamientos que
conllevan la purificacién, ligacion de adaptadores y unién de barcodes

antes de iniciar el proceso de secuenciacion (Oxford, N. 2019).
- Purificacion

El ADN metagenomico obtenido mediante el proceso de extraccion fue
transferido a un tubo Eppendorf DNA LoBind de 1,5 ml y resuspendido
con 30 ul de perlas AMPure XP, luego se incubo en un agitador rotatorio
(Multi Bio RS-24) durante 5 minutos a temperatura ambiente, se colocé
sobre el rack magnético donde se descarté el sobrenadante y se
realizaron 2 lavados con etanol al 70%. EI ADN puro fue resuspendido
en 10 pl de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 con NaCl 50 Mm.

- Uni6on de barcodes

El ADN metagenomico puro de todas las muestras fue ajustado a 10 ng
en un volumen de 10 pl. Para cada muestra a analizar, se prepard por
separado el mix de PCR conteniendo 10 pl de ADN de entrada (10 ng),
5 ul de agua libre de nucleasas, 25 pl de LongAmp Hot Start Taq 2X
Master Mix y 10 yl de barcode 16S SQK-16S024. El gen ARNr 16S fue
amplificado y barcodeado mediante PCR con las siguientes condiciones:
Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 1 min; seguido de 25 ciclos
(desnaturalizacion: 95 °C por 20 seg; hibridacion: 55 °C por 30 seg;

polimerizacion: 65 °C por 2 min) y una extension final a 65 °C por 5 min.
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- Ligacion de adaptadores

Se prepard un pool de todas las bibliotecas barcodeadas en un tubo
eppendorf de 1.5 ml estéril utilizando 12.5 fmoles por muestra
alcanzando un total de 100 fmoles en 10 pl de Tris-HCI 10 mM pH 8,0
con NaCl 50 mM y se agreg6 1 pl de adaptador rapido (RAP) dejando

incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Secuenciacion

75 ul de la biblioteca preparada con barcodes y adaptadores se
adicionaron gota a gota a través del puerto spoton y se secuenciaron en
la celda de flujo FLO-MIN106 (R9.4.1) en el dispositivo MinlION (Oxford
Nanopore Technologies) por un periodo de 48 h haciendo uso del

software minknow.

b) Preparacién delibrerias amplicones ARNr 23S

Para la preparacion de librerias ARNr 23S se utilizé el kit codigo de barras
nativo (SQK-LSK109) siguiendo las instrucciones del fabricante (Ravi, K,
2020). Se realiz6 una PCR dirigida al gen 23S donde se utilizo el juego de
primers p23SrV-rl: 5- TCA GCC TGT TAT CCC TAG AG — 3p23SrV-fl: 5-
GGA CAG AAA GAC CCT ATG AA -3 (Sherwood y Presting, 2007). Las
condiciones de reaccién fueron una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
min; seguido de 35 ciclos (desnaturalizacién; 95 °C por 30 seg; hibridacion:
55 °C por 40 seg; polimerizacién: 72 °C por 40 seg) y una extension final a
72 °C por 5 min. El fragmento de 410 pb obtenido fue purificado con 30 pl
de perlas AMPure XP en el rack magnético y se cuantific6 en Quibit 4

invitrogen.

- Adicion de DA-TAILING

En este paso los amplicones purificados fueron sometidos a incubacién
con el objetivo de adicionar una adenina al extremo 3’ de cada
fragmento; todas las muestras por separado fueron ajustadas a 200
fmoles en un volumen final de 48 pl con agua libre de nucleasas y se
adicion6 3,5 ul de tampon de reparacion de ADN NEBNext FFPE, 2 pl
de mix de reparacion de ADN NEBNext FFPE, 3,5 pl de tampon de

36



reaccion Ultra Il End-prep y 3 ul del mix de enzimas Ultra Il End-prep
alcanzando un volumen final de 60 ul. En un termociclador, se incubé a

20 °C por 5 miny a 65 °C por 5 min.

- Unidén de barcodes

El ADN metagenomico puro de todas las muestras fue ajustado por
separado a 200 fmoles en un volumen de 22.5 pl con agua libre de
nucleasas, se adiciono 2,5 pl de codigo de barras nativo y 25 yl de mix
ligasa Blunt/TA alcanzando un volumen final de 50 pl. Se dej6 incubar
10 minutos a temperatura ambiente, se purifico con 50 ul de perlas

AMPure XP en el rack magnético y se cuantificd en Quibit.

- Ligacion de adaptadores

El ADN barcodeado de todas las muestras fue mezclado en un tubo
eppendorf de 1.5 ml estéril utilizando 25 fmoles por muestra alcanzando
un total de 200 fmoles en 65 ul de agua libre de nucleasas, se adicioné
5 ul de adaptador Mix Il (AMII), 20 pl de tampdn de reaccion de ligadura
rapida NEBNext (5X) y 10 pl Quick T4 ADN ligasa alcanzando un
volumen final de 100 pl. Se dejo incubar 10 minutos a temperatura
ambiente, se purificdé con 50 pl de perlas AMPure XP en el rack

magnético y se cuantifico en Quibit.

- Secuenciacion

75 ul de la biblioteca preparada con barcodes y adaptadores se
adicionaron gota a gota a través del puerto spoton y se secuenciaron en
la celda de flujo FLO-MIN106 (R9.4.1) en el dispositivo MinlON (Oxford
Nanopore Technologies) por un periodo de 36 h haciendo uso del

software minknow.

3.8.5. Andlisis bioinforméticos
a) Andlisis de datos ARNr 16S

El control del dispositivo de secuenciacién, la adquisicion de datos y la
llamada de base se llevaron a cabo mediante el software MinKNOW. La

demultiplexacion, eliminacion de adaptadores y alineacion fueron
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realizadas en tiempo real mediante el software Guppy integrado en el
MinKNOW. Los datos de secuenciacion fueron obtenidos como archivos
fastq.

La asignacion taxonomica fue obtenida mediante el mapeo de las lecturas
fastg contra la base de datos de referencia SILVA LSU v128 mediante el
programa QIIME2 v2022.2, vsearch. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante Rstudio. Una grafica de barras apiladas fue generada para
determinar la abundancia de géneros y especies bacterianas de cada

muestra.

b) Analisis de datos ARNR 23S

El control del dispositivo de secuenciacion, la adquisicion de datos y la
llamada de base se llevaron a cabo mediante el software MinKNOW. Una
base de datos de referencia fue creada mediante la seleccion de
secuencias del gen ARNr 23S de 100 especies microalgales a partir de la
base de datos NCBI (Base_datos_microalgas_23s_Ela.FASTA). Las
secuencias descargadas fueron alineadas utilizando la herramienta
Clustalw en el software BioEdit version 7.2.5.0. y el archivo Fasta obtenido
se cargo en el software EPI2ME a traves del flujo de trabajo Fasta reference

upload.

La asignacion taxondémica de los datos de secuenciacion fue llevada a cabo
haciendo uso del flujo de trabajo de andlisis custom utilizando la lista de
referencia cargada, con base en un umbral del 95 % de identidad. Los
andlisis estadisticos se realizaron mediante Rstudio. Una gréafica de barras
apiladas fue generada para determinar la abundancia de géneros y

especies microalgales de cada muestra.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion de genes de biosintesis de péptidos antimicrobianos.

Previo el establecimiento del biofloc madre (mat y met) se verific6 por PCR de
punto final la presencia de los genes codificantes de los péptidos antimicrobianos
Subtilina (spaS), Bacilisina (bacA), Lactonasa (aiiA) y Surfactina (srfAA) en las
seis cepas seleccionadas Bacillus subtilis, B. subsps. subtilis, B. subsps.
inaquosorum, B. cereus, B. cereus ATCC14579 y B. lincheniformis. Se
obtuvieron los amplicones de los tamafios esperados para spasS (375 bp), bacA
(498 bp), ailA (235 bp) y srfAA (200 pb). La cepa B. cereus mostré presencia de
los cuatro genes; B, subtilis y B. subtilis inaquosorum condujeron a amplicones
de srfAA, spaS y bacA; B. subsps subtilis de srfAA y bacA; B. lincheniformis de
aiiA'y bacA mientras que B. cereus ATCC14579 amplifico Unicamente aiiA (Tabla
1).

Estos resultados demuestran que las cepas utilizadas efectivamente portan
secuencias que les permitirian sintetizar enzimas extracelulares con actividades
antagonistas a patdégenos del camarén. En efecto, la surfactina es un
biosurfactante vinculado al sistema de quorum sensing inhibiendo la motilidad de
ciertas subpoblaciones celulares (Rahman et al., 2021), en el caso de Bacilisina,
es un antibiético dipéptido que afecta a un amplio rango de microorganismos
actuando como una molécula sefial pleiotropica que afecta diferentes actividades
celulares (Islam et al., 2022), la subtilina, por su parte, es un antibiético peptidico
(lantibidtico) que actua predominantemente contra bacterias Gram-positivas,
inhibiendo el crecimiento por permeabilizacion de la membrana plasmética lo que

desencadena lisis celular (Zhang et al., 2022).
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Las lactonasas forman parte del grupo de enzimas responsables de degradar las
N-acyl homoserine lactonas, las moléculas mas reconocidas por su rol en el
guorum sensing bacteriano, siendo involucradas en la prevencion de las

infecciones bacterias y de la formacién de biofilm (Noor et al., 2022).
Tabla 1.

Prueba de PCR para genes antimicrobianos: Bacilisina (bacA), Subtilina (spaS)

y Surfactina (srfAA) y Lactonasa (aiiA).

Muestra spaS aiiA SrfAA bacA
B. subtilis + + +
B. subsps. subtilis + +
B. subsps. inaquosorum + + +
B. lincheniformis + +
B. cereus + + + +
B. cereus ATCC14579 +

4.2. Parametros fisico - quimicos

Durante todo el ciclo de cultivo, la temperatura, oxigeno disuelto (OD) y pH
fueron monitoreados diariamente oscilando en rangos de OD entre 6,3y 7,2
mg/L, temperatura entre 27,4y 29,3 °C y el pH entre 7,2 y 8,2; se noté un cambio
del pH al final de la fase de cria donde se presentaron los valores mas elevados
(8 - 8,2) lo cual estaria relacionado con el incremento gradual del fitoplancton y
la actividad fotosintética (Kubitza, 2017). Después de este periodo durante las
fases de levante y engorde los niveles de pH se mantuvieron entre 7 y 7,9 (Fig.
3A). Los valores ¢ptimos recomendados para el cultivo de L. vannamei en
sistemas con tecnologia Biofloc estan en rangos de temperatura entre 27 y 32°C,
OD superiora5 mg/L y pH entre 7y 9 (Jiménez et al., 2021 y Miranda-Baeza et
al.,, 2020). En esta investigacion se mantuvieron las condiciones O6ptimas
recomendadas para asegurar un buen desarrollo del camardn en el sistema
RAS-BIOFLOC.

Otro parametro fundamental para el cultivo de L. vannamei en sistemas super
intensivos es la concentracion de compuestos nitrogenados. En este estudio, las
concentraciones de nitrogenos se mantuvieron en rangos de nitrégeno
amoniacal total (NAT), que incluye a la forma ionizada (NH4") y no ionizada
(NH3), entre 0,10 y 0,75 mg/L; NO2 entre 0,10 y 0,40 mg/L y NOzentre 5y 20
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mg/L (Fig. 3). La susceptibilidad del camarén especialmente a NHz y NO:2

aumenta drasticamente en aguas de baja salinidad.

En aguas con salinidades por debajo de 5 ppt, tanto el NHz como el NO2 deberian
ser inferiores a 1 mg/L (Samocha y Prangnell, 2019). El NOz por su parte
presenta menor toxicidad sobre los animales cultivados, sin embargo, en altas
concentraciones y dependiendo de la salinidad puede ser letal. Es recomendado
mantenerlo en agua de baja salinidad (5 ppt) en niveles inferiores a 60 mg/L,
valores superiores pueden ocasionar la muerte del camarén (Alves Neto et al.,
2019). Los valores promedios de los compuestos nitrogenados en este trabajo
se mantuvieron por debajo de los niveles toxicos durante el ciclo del cultivo
presentando los valores mas elevados en la fase de cria a los 30 dias de cultivo
donde se encontr6 NAT en 0,75 mg/L, NO2 en 0,40 mg/L y NOs en 20 mg/L;
después de este periodo en las fases levante y engorde los valores fueron
inferiores hasta el final del ciclo de produccidn manteniéndose dentro de los

rangos recomendados.
Figura 3.

Parametros fisico-quimicos del agua durante el ciclo de cultivo en el sistema
superintensivo RAS-BIOFLOC de L. vannamei a baja salinidad. A) Nitrdgeno
amoniacal total (NH4*/NHz). B) Nitrito (NO2’). C) Nitrato (NO3s’). D) Temperatura,

pH y oxigeno disuelto.
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4.3. Maduracion de biofloc y fases de cultivo
4.3.1. Fase de cria (primer mes de cultivo)

Después de la inoculacién del biofloc madre al tanque de cria (mat y met) los
niveles de floculacién fueron monitoreados durante todo el ciclo de cultivo (Fig.
4A). Se sembraron las postlarvas (PL15) a una densidad de 1500 ind/m3.
Durante los primeros 15 dias el agua del tanque presentd una coloracion
amarillenta y biofl6culos en un nivel de 4 ml/L con predominancia de diatomeas
a revision microscopica (Fig. 4B). Entre los dias 15y 30 el color del agua se torno
verdosa con un incremento gradual del fitoplancton alcanzando un nivel de
floculacion de 8 ml/L al final de la fase de cria donde los camarones alcanzaron

un peso promedio de 0,92 g (Fig. 4C).

Como se indico anteriormente, en este periodo se produjo un aumento en el pH
y en la concentracion de NAT a 0,75 mg/L. Este bajo nivel de floculacion, el
aumento en el pH y el incremento de NAT durante esta fase puede ser debido a
gue en este punto la comunidad bacteriana atn no estaba bien establecida en el
tanque (Vany Yan, 2019). La adicion de azucar como fuente de carbono en una
relacion C/N de 15:1 cuando hubo presencia de nitrdgenos elevados ayudé a
potenciar el crecimiento y desarrollo de las bacterias heterotréficas (Romano et
al., 2018).

4.3.2. Fase de levante (segundo mes de cultivo)

Al final de los primeros treinta dias el agua del tanque de cria con su biofloc y los
camarones fueron transferidos al tanque de la fase de levante (600 ind/m3)
alcanzando niveles de floculacién de 10 ml/L después de 8 dias. En este periodo
el NAT y NO2 disminuyeron a niveles entre 0.10 - 0,25 mg/L, presentado un pico
de NAT de 0.50 mg/L al final de esta fase mientras que el NO3 se mantuvo entre
5 - 10 mg/L empezando a establecerse un color marron y un aumento de los
niveles de floculacion en la columna de agua los cuales fueron mantenidos entre
10 y 15 ml/L hasta el final de esta fase donde los animales cultivados alcanzaron
un peso promedio de 5,4 g. Es recomendado mantener los niveles de floculacion
entre 10 y 15 ml/L debido a que una concentracion excesiva en la columna de
agua es contraproducente ya que puede llegar a obstruir las branquias

ocasionando hipoxia y la muerte de los camarones (Hargreaves, 2013).
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4.3.3. Fase de engorde (tercer mes de cultivo)

Después del segundo mes de cultivo los animales y el biofloc maduro fueron
transferidos al tanque de engorde (280 ind/m2), los niveles de fl6culos fueron
mantenidos entre 10 y 15 ml/L hasta la cosecha presentando una coloracion
marron acentuada del agua y niveles de NAT: 0.25 mg/L, NO2: 0.10 mg/L y NOS3:
10 mg/L por debajo de los niveles toxicos (Fig. 4D). Los camarones fueron
cosechados al finalizar la fase de engorde con un peso promedio de 12,2 g con

una sobrevivencia del 85%.

Las caracteristicas del agua observadas durante la maduracion del biofloc en el
presente trabajo tienen relacion con lo reportado previamente por Hargreaves,
(2013) y Pimentel et al., (2023) quienes indicaron que el biofloc durante su
transicion de desarrollo pasa de una coloracién amarillenta a verdosa cuando se
presenta un pico de amonio para luego finalizar con una coloracién marrén
acentuada la cual estd dada por la relacion algas/bacterias en cada etapa con el

color marron acentuado reflejando el dominio de la comunidad bacteriana.
Figura 4.

Coloracion del agua y niveles de floculacion durante fases de cultivo en el
sistema superintensivo RAS-BIOFLOC. A) Biofloc madre a los 5 dias de
maduracion. B) antes de siembra (aS). C) Fase final de cria (fC) y D) Fases final

de levante (fL) y final de engorde (fE).
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4.4. Andlisis metagendmico de las poblaciones bacterianas de agua e

intestino.

Se llevd a cabo la secuenciacién del gen ARNr 16S de 4 muestras de agua 'y 4
de intestinos tomadas antes de la siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final
de levante (fL) y final de engorde (fE). Los resultados revelaron que
Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes fueron los tres filos mas abundantes,
tanto en agua como en intestinos, durante todo el ciclo de cultivo (Fig. 5). Estos
filos han sido previamente reportados por dominar la microbiota en agua e
intestinos de camarones, incluyendo L. vannamei y P. monodon (Intriago et al.,

2018 y Rungrassamee et al., 2013).

Proteobacteria fue el filo mas abundante, su abundancia relativa en agua en las
fases aS, fC, fL y fE fue de 61.5, 48.6, 56.4 y 46.1% mientras que en intestino
correspondieron a 73.5, 46.6, 46.2 y 35.9%, respectivamente. Este filo esta
ampliamente disperso en ambientes acuaticos, generalmente domina en
sistemas con tecnologia biofloc y juega un rol importante en el proceso del ciclo
de nutrientes y la mineralizacibn de compuestos organicos (Cardona, 2016).
Ademas, se ha encontrado que el perfil bacteriano intestinal en camarones sanos

consiste principalmente en Proteobacteria (Califano et al., 2017).

El filo Firmicutes, al cual pertenecen las bacterias inoculadas en el biofloc
domesticado (Bacillus), fue el segundo filo mas abundante en el agua: aS
(28.4%), fC (29.4%), fL (27.9%) y fE (36.1%), e intestinos: aS (35.8%), fC
(30.9%), fL (34.5%) y fE (42.5%). Los Firmicutes son bacterias tipicamente
dominantes en agua de cultivo y tracto digestivo de animales sanos, agrupando
muchas especies con potencial probiético que ayudan al mantenimiento de la

salud del camaron destacando el género Bacillus (Vargas-Albores et al., 2016).

Finalmente, Bacteroidetes fue el tercer filo mas abundante en agua: aS (7.18%),
fC (15.6%), fL (8.5%) y fE (9.4%), mientras que en intestino correspondieron a
aS (20.3%), fC (15.7%), fL(8.8%) y fE (15.3%); este filo es un miembro dominante
del bacterioplancton heterotrofo marino y se encuentra frecuentemente
colonizando particulas macroscopicas de materia organica y es generalmente
encontrado en altos niveles de abundancia en sistemas biofloc (Woebken et al.,

2007). En conjunto, Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes representaron
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mas del 90% del total de bacterias en agua e intestinos en todas las fases de

cultivo.
Figura 5.

Diversidad bacteriana a nivel de Filo en muestras de agua e intestinos de L.
vannamei en el sistema RAS-BIOFLOC, correspondiente a las diferentes fases
de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL)

y final de engorde (fE).
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A nivel de género durante todo el ciclo se encontré que en muestras de agua e

Abundancia

5 fC

intestinos los cinco géneros mas abundantes fueron Bacillus, Pseudomonas,
Porphyrobacter, Marinobacter y Lysobacter (Fig.6). En muestras de agua
Bacillus presenté el mayor nivel de abundancia relativa en todas las fases (aS:
25,5%; fL: 27,8%; fE: 29,8%), exceptuando fC que corresponde a los 30 dias de
cultivo donde el género Pseudomonas fue el mas abundante con 32,1% frente al
13,8% del género Bacillus. La predominancia del género Pseudomonas podria
relacionarse con el pico de amonio registrado (0.75 mg/L) considerando que
Pseudomonas stutzeri, P. balearica y P. nitritireducens han sido reportadas como
nitrificantes heterotroficas (Gao et al., 2020; Wang et al., 2012 y Carneiro et al.,
2019). Cabe resaltar que este género fue el segundo mas abundante en agua
durante todas las fases de cultivo (aS: 17,8%; fL: 16,4%; fE: 8.7%).
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Esto coincide con lo reportado por Trung Tran et al, (2019) quienes
establecieron la correlacion entre la aparicion de compuestos nitrogenados y la
proliferacion de Pseudomonas en piscinas de L. vannamei. También se encontrd
poca presencia de Vibrio manteniéndose en niveles por debajo de 0,7% durante

todo el ciclo de cultivo.

Por otro lado, en muestras de intestinos se observé que antes de la siembra (aS)
predominé el género Marinobacter (30,3%) frente a Bacillus con el 4.8%. Luego
en fC, fL y fE Bacillus alcanzé las abundancias relativas mas altas de 29,3, 30,5
y 36,3%, respectivamente. Las especies de Pseudomonas alcanzaron el 3%,
relativamente bajo en comparacion con los niveles reportados en el agua
superiores al 11%. Se encontrd baja presencia de Vibrio (0.9%) lo que reflejaria
la buena colonizacion del tracto digestivo por las especies de Bacillus limitando
la proliferacion de las especies de Pseudomonas y Vibrio, ello concuerda con los
reportes de Zhang et al., 2021 y Wang et al., 2020 quienes mostraron que la
suplementacion dietética con B. subtilis redujo la adhesién y colonizaciéon de
Pseudomonas y Vibrio en intestinos de peces y camarones, respectivamente.

Las cepas bacterianas de Bacillus inoculadas en este trabajo poseen genes
biosintéticos de péptidos antimicrobianos (AMP) como spaS (prepéptido de
subtilina), bacA (proteina de biosintesis de bacilisina), srfAA (subunidad 1 de
surfactina) y aiiA (N-acil homoserina lactonasa) (Sumi et al., 2015; Intriago et al.,
2018; Mora et al., 2011 y Feria et al., 2004); que inhiben el crecimiento de otros
grupos bacterianos estimulando la proliferacion de microorganismos benéficos
como es el caso de Porphyrobacter y Lysobacter (Intriago et al., 2018; Cao et al.,
2022; Kristyanto et al., 2017 y Gomez Exposito et al., 2015). Estos dos grupos
bacterianos ocupan el segundo y tercer nivel de abundancia relativa en las

muestras de intestinos.

Recientes hallazgos han demostrado que Porphyrobacter agrupa especies
especializadas en la produccion de vitaminas B2, B6 y otras sustancias
promotoras del crecimiento de microalgas ampliando significativamente nuestro
conocimiento sobre las interacciones microalgas-bacterias (Astafyeva et al.,
2022). En cuanto a Lysobacter, Xie et al., (2012) mostraron que los miembros de

este género son buenos productores de bioactivos naturales, especialmente,
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péptidos complejos como lisobactina, katanosina A y los lipodepsipéptidos
ciclicos (WAP-8294A y tripropeptinas), los cuales exhiben potentes actividades

antibacterianas.
Figura 6.

Diversidad bacteriana a nivel de género en muestras de agua e intestinos de L.
vannamei en el sistema RAS-BIOFLOC, correspondiente a las diferentes fases
de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL)

y final de engorde (fE).
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dentro del sistema durante el ciclo de cultivo, se llevo a cabo un andlisis a nivel
de especie, los resultados revelaron qué las 6 cepas bacterianas del biofloc
domesticado (B. subtilis, B. subsps. subtilis, B. subsps. inaquosuorum, B. cereus,
B. cereus ATCC14579 y B. lincheniformis) estuvieron presentes en agua e

intestinos durante todo el ciclo de cultivo (Fig. 7).

En muestras de agua B. subtilis y B. subsps. subtilis representaron las dos
especies con mayor nivel de abundancia en las fases aS (6,6 y 4,8%), fL (11,6 y
5,9%) y fE (14,2 y 6,8%) mientras que las otras cepas inoculadas B. subsps.
inaquosuorum, B. lincheniformis, B. cereus y B. cereus ATCC 14579 mostraron
abundancias relativas en aS (3.5, 1.76, 2.04 y 0,51%), fL (3.2, 1.56, 1.11 y
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0.28%) y fE (3.19, 1.36, 1.28 y 0.3%), respectivamente. En fC las especies P.
putida (13,34%), P. oligotropica (9,02%) y P. stutzeri (6,45%) fueron las mas
abundantes; resaltando lo indicado previamente de que durante este periodo se
presento un pico de amonio (0,75 mg/L,). Estas especies han sido reportadas en
procesos del ciclo del nitrégeno como nitrificacién y desnitrificacion (Zhang et al.,
2022; Gao et al., 2020 y Kim et al., 2008). En esta muestra las cepas inoculadas
presentaron abundancias relativas mas bajas de B. subtilis (5,35%), B. subsps.
Subtilis (2,50%), B. subsps. Inaquosuorum (1,38%), Bacillus cereus (1,08%), B.
lincheniformis (1,05%) y B. cereus ATCC 14579 (0,28%).

En la muestra de intestino aS, cuando las larvas aun no habian entrado en
contacto con el biofloc domesticado, las especies mas abundantes fueron
Marinobacter vinifirmus, (11,34%) y M. shengliensis (8,23%), mientras que
cuatro de las cepas del biofloc domesticado estuvieron presentes en bajas
proporciones (B. subtilis: 0,86%; B. cereus: 0,24%; B. lincheniformis: 0,22%; B.
subsps subtilis: 0,20%), representando el 1,52% de la comunidad bacteriana.

Las especies de Bacillus se encuentran comunmente en una amplia gama de
ambientes, incluyendo los sedimentos y el agua, por lo tanto, son ingeridas
naturalmente por los camarones (Purivirojkul, 2007). Esto es coherente con la
presencia de las cuatro especies de Bacillus encontradas en los intestinos de las
larvas antes de la siembra. Después del primer mes de cultivo B. subtilis y B.
subsps subtilis, representaron los mayores niveles de abundancias en fC (12 y
7,6%), fL (14,3 y 7,6%) y fE (15,3 y 8,4%) mientras que B. subtilis subsps.
inaquosuorum, B. lincheniformis, B. cereus y B. cereus ATCC 14579 mostraron
abundancias relativas en fC (2,05, 1,08, 1,88 y 0,59%), fL (3,3, 1,02, 1,22 y
0,61%) y fE (2,5, 1,09, 1,2y 0,73%), respectivamente.

B. subtilis es la especie mejor caracterizada del género, su genoma esta
totalmente secuenciado, puede formar una endospora resistente y protectora
gue le permite tolerar condiciones extremas como crecer en ambientes
aerdbicos, anaerdbicos, cambios de temperatura y pH extremos que pueden ser
perjudiciales para otras cepas; éste podria ser el motivo por el cual fue la especie
mas abundante dentro del sistema durante todo el ciclo de cultivo. En este

sentido, B. subitilis y sus subespecies representan un grupo ideal de bacterias
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probidticas para la inoculacién de cultivos RAS - BIOFLOC a baja salinidad
(Dunlap et al., 2020; Olmos et al., 2019 y Abriouel et al., 2011).

Figura 7.

Diversidad bacteriana a nivel de especie en muestras de agua e intestinos de L.
vannamei en el sistema RAS-BIOFLOC, correspondiente a las diferentes fases
de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL)

y final de engorde (fE).
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4.4.1. Diversidad alfa en muestras de agua e intestino

Para conocer la biodiversidad entre las muestras se calcularon los indices de
Simpson y Shannon. Se pudo observar que la biodiversidad microbiana en las
muestras arroja valores similares donde todas las muestras tuvieron un indice
Simpson entre 0,98 y 0,99. El indice Simpson es un parametro que nos permite
medir la riqueza de organismos en una muestra y su valor varia entre 0 y 1,
cuanto mas se acerca a uno hay mayor posibilidad de dominancia de unas pocas
especies en una poblacion (Roswell et al.,, 2021). En nuestros resultados
podemos observar que el indice de Simpson en todas las muestras esta proximo
a la unidad, esto indicaria que unos pocos taxones tienen la mayor abundancia
(Tabla 2). Ello concuerda con lo encontrado, donde Bacillus y Pseudomonas

muestran la mayor abundancia en todas las muestras.
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Por otro lado, los resultados del indice Shannon, que se usa para medir la
biodiversidad especifica dentro de una muestra (0,5 y 5), mostraron valores entre
4,28y 4,94. Valores inferiores a 2 se consideran bajos en diversidad (Roswell et
al., 2021). Bajo estas consideraciones en este estudio se puede observar valores
cercanos a 5 lo que indica una alta diversidad bacteriana en todas las muestras
(Tabla 2).

Tabla 2.

indices de diversidad alfa Shannon y Simpson en muestras de agua e intestino.

Muestra Observado Diversidad Diversidad

Gini Shannon
Simpson
aS-A 233 0,993 4,913
fC-A 187 0,989 4,856
fL-A 147 0,982 4,429
fE-A 180 0,989 4,817
as-| 202 0,992 4,952
fC-1 141 0,988 4,645
fL-I 100 0,983 4,277
fE-1 154 0,986 4,558

4.5. Andlisis metagendmico de las poblaciones microalgales de agua e

intestino.

Las ocho muestras utilizadas para el andlisis bacteriano, correspondientes a
intestinos y agua (aS, fC, fL, y fE) fueron también utilizadas para el analisis de
secuencias de ARNr 23S dirigido a la comunidad microalgal. Los seis géneros
microalgales Gomphoneis, Navicula, Thalassiosira, Isochrysis, Chaetoceros y
Pavlova, a los cuales pertenecen las cepas inoculadas, fueron encontrados en
todas las fases de cultivo, tanto en agua como en intestinos. Gomphoneis,
Navicula, Thalassiosira e Isochrysis fueron los mas abundantes, sin embargo,

sus niveles de abundancia difirieron entre las muestras de agua e intestinos.

En muestras de agua los mas abundantes fueron, Gomphoneis (aS: 44,3%,; fC:
39,1%; fL: 40,6% y fE 42,2%) y Navicula (aS: 32,9; fC: 28,6; fL: 33,3% y fE:
32,4%), seguidos por Thalassiosira (aS: 10%; fC: 16,8%; fL: 9,9% y fE: 13,7%)
e Isochrysis (aS: 6,4%; fC: 8%; fL: 5,2% y fE: 5,6%) mostrando estabilidad de

estos géneros durante el ciclo de cultivo. Chaetoceros (aS: 2,7, fC: 1,2, fL: 1y
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fE: 2,1%) y Pavlova (aS: 0,2, fC: 0,8, fL: 0,5 y fE: 0,1%) mostraron los niveles
mas bajos respecto a los 6 géneros inoculados. Cabe resaltar que las especies
de microalgas utilizadas fueron adaptadas a las condiciones de baja salinidad lo
gue podria explicar estos resultados considerando los reportes de que la
concentracion de sales inorganicas disueltas en el agua puede, potencialmente,
afectar al crecimiento de las microalgas en funcion de su actividad osmdética
(Haris et al., 2022).

La tolerancia a la sal varia segun las especies, algunas sélo pueden tolerar
concentraciones milimolares de sal mientras que otras sobreviven en soluciones
saturadas (Leal, 2013). El efecto de la salinidad adquiere mas influencia cuando
se relaciona con otras variables como la temperatura, luz, fuente de nitrégeno,
carga organica y concentracion de nutrientes (Montes-Gonzalez et al., 2021 y
Ahmad et al., 2020). Varias especies del género Gomphoneis han sido
relacionadas con habitats eutréficos y se desarrollan muy bien en ambientes con
altas cargas orgéanicas lo cual es propio de las condiciones de este trabajo por lo
qgue podria ser este el motivo de que este género, en particular, se destacara
dentro de la comunidad microalgal en agua (Kociolek y Stoermer, 1988). Por otro
lado, varios autores han reportado que las diatomeas como Navicula,
Thalassiosira e Isochrysis se encuentran en todo tipo de agua, desde agua de
mar hasta agua dulce, oligotréficas hasta eutroficas, pero tienen mejor
crecimiento en salinidades entre 20 y 30 ppt (Wardi et al., 2023; Garcia et al.,
2012 y Haris et al., 2022).

Asi también, varios reportes indican que Chaetoceros y Pavlova han demostrado
tener un mejor desarrollo en niveles de salinidades de 30 y 35 ppt,
respectivamente, presentando limitaciones en su desarrollo en aguas con
salinidades por debajo de estos niveles (Adenan et al., 2013 y Shah et al., 2014).
El bajo nivel de salinidad (4 ppt) utilizado en este trabajo pudo ser un limitante
para el buen desarrollo de estos dos géneros que mostraron los niveles mas
bajos de abundancia respecto a las cepas inoculadas. Ademas, también se ha
reportado que Pavlova es mas sensible a bajos niveles de salinidad en presencia

de carbono organico (Bashir et al., 2019) lo que podria ser el motivo por el cual
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Pavlova fue el género menos abundante de los seis inoculados en el sistema
RAS-BIOFLOC a baja salinidad.

Estos resultados confirman que varias especies de microalgas pueden adaptarse
a amplios rangos de salinidades. Sin embargo, los niveles de salinidad y carga
organica pueden llegar a tener una influencia directa sobre el desarrollo de
algunas especies como se pudo ver en este estudio donde la baja salinidad y
alta carga orgéanica favorecieron el crecimiento de los géneros Gomphoneis,
Navicula, Thalassiosira e Isochrisys pero a su vez limitaron el buen crecimiento
y desarrollo a las microalgas Chaetoceros y Pavlova, las cuales tienen mejor

crecimiento en ambientes marinos.

Por su parte en intestinos de larvas aS se encontré que Chaetoceros (65,3%) y
Thalassiosira (27,8%) tuvieron el mayor nivel de abundancia, representando el
93,1% de la comunidad microalgal, estos resultados eran esperados ya que
estas especies son predominantemente utilizadas en las primeras etapas de la
larvicultura. Se encontré también presencia, en bajas proporciones de Navicula
(1,5%), Isochrysis (1,3%), y Pavlova (0,7%), asi como ausencia de Gomphoneis.
En fC, fL y fE los géneros mas abundantes fueron Navicula (35,7, 40,8 y 34,9%)
e Isochrysis (24,4, 18,2 y 20,9%), seguidos de Gomphoneis (12,5, 17 y 17,8%),
Thalassiosira (9,8, 8,5y 9,1%), Chaetoceros (9,1, 6,9 y 7%) y Pavlova (0,2, 0,1
y 0,4%) (Fig.8).

Algunas microalgas al igual que las bacterias tienen la capacidad de sintetizar
exopolisacaridos (EPS) que son macromoléculas de carbohidratos unidas a
proteinas y que se excretan y acumulan extracelularmente dando al cultivo un
aspecto mucilaginoso. Ello les confiere a ciertas especies de microalgas una
propiedad de pegajosidad generando un adhesivo que favorece la unién entre
microalgas, bacterias y otras particulas. Algunas de estas colisiones dan como

resultado la formacion de agregados o biofléculos (Thornton, 2002).

Precisamente, varios reportes han descrito que las diatomeas Naviculas,
Thalassiosira, Chaetoceros y Ghomphoneis tienen propiedades de unién debido
a su capacidad de producciéon de EPS; sin embargo, la capacidad de agregacion

depende de cada especie (Sanka et al., 2017; Daglio et al., 2018; Fimbres-
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Olivarria et al., 2018; Ledn et al., 2020 y Chen et al., 2019). Jimenez et al., (2021)
en su trabajo concluyeron que las Naviculas mejoran la formacion de biofloc al
segregar estas sustancias mucilaginosas y adherir bacterias para estimular la
formacion de biofloculos. Por ello estos hallazgos en investigaciones previas
conllevan a hipotetizar que en este trabajo Navicula se destacé como el género
mas abundante en intestinos debido a que por sus propiedades de unién a
sustratos estaria en mayores proporciones en los biofléculos que son ingeridos

por los camarones.

Hay también evidencias que muestran a Isochrysis como una buena microalga
productora de exopolisacaridos. Sun et al., (2014) encontraron que Isochrysis
galbana es una especie rica en EPS con un contenido de hasta un 25% del peso
de células secas. Marker, (1965) investigo el efecto de la salinidad sobre la
produccion de EPS en I. galbana encontrando un aumento de la produccién
extracelular de EPS a una salinidad reducida; también parecia haber una
tendencia a que la proporcion de EPS se relacionara con la formacion de
agregados. Estas informaciones la convierten en otra buena candidata para
estimular la formacion de biofl6culos lo cual fue bien marcado en este trabajo
mostrando una gran diferencia entre sus niveles de abundancia en el agua (5 y
8%) e intestinos (18 y 24%) reflejando asi una gran capacidad de bioagregacion
en cultivos biofloc a baja salinidad. Al igual que en el agua Pavlova fue el género
menos abundante en los intestinos de los animales en todas las fases de cultivo,
esto podria deberse a su sensibilidad a bajos niveles de salinidad y carga
organica lo cual tiene relacion con las condiciones dadas en este trabajo en el
sistema RAS-BIOFLOC (Bashir et al., 2019).
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Figura 8.

Diversidad microalgal a nivel de género en muestras de agua e intestinos de L.
vannamei en el sistema RAS-BIOFLOC, correspondiente a las diferentes fases
de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL)

y final de engorde (fE).
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La comunidad microalgal fue también analizada a nivel de especie con el objetivo
de monitorear individualmente las cepas inoculadas y corroborar que lo
encontrado a nivel de género fue dado por la participacion de las mismas,
encontrando que las diez especies inoculadas, T. weissflogii, T. pseudonana P.
gyrans, C. gracilis, C. calcitrans, N. cryptocephala, N. glaciei, N. cf. perminuta,

G. minuta var. cassieae e |. galbana representaron mas del 90% en todas las
fases de cultivo en agua e intestinos. Exceptuando la muestra de intestino de
larvas aS donde C. calcitrans (55,2%), T. weissflogii (15,9%), C. gracilis (13,0%)
y T. pseudonana (10,7%) fueron las especies mas abundantes en concordancia
con lo encontrado a nivel de género (93,1%) mientras |. galbana y P. gyrans
fueron encontradas en proporciones de 1,2 y 0,6%, respectivamente. G. minuta,
N. cf. perminuta, N. glaciei y N. cryptocephala estuvieron ausentes en esta

muestra.
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Después del primer mes de cultivo en intestinos en las fases fC, fL y fE las
especies mas abundantes fueron N. cf. perminuta, (32,5, 46.8 y 29%), I. galbana
(24,1, 17,4 y 22,7%), G. minuta (13,5, 15,5y 28,8%), T. weissflogii (9,4, 8,2y
8,7%) y C. gracilis (7,3, 5,2 y 5%) mientras que N. glaciei (2,8, 1,1y 1,8%), C.
calcitrans (1,8, 1,6 y 1,4%), N. cryptocephala (1,5, 0,7 y 1,4%), T. pseudonana
(0,4, 0,2y 0,4%) y P. gyrans (0,3, 0,1 y 0,4%) estuvieron presentes durante el

ciclo de cultivo en proporciones inferiores al 3%.

En muestras de agua de aS, fC, fL y fE las especies G. minuta (44,1, 37, 42,6 y
42,2%), N. cf. perminuta (28,1, 24,2, 28,7y 27,3%), T. weissflogii (9,8, 15,1, 9y
13,2%) e |. galbana (6,4, 9,9, 5,8, 5,6%) fueron las mas abundantes. Las cepas
N. glaciei (3,8, 3,2, 3,3 y 4%), C. calcitrans (1,03, 0,8, 0,6, 1,4%), N.
Cryptocephala (1, 2, 1y 0,9%), C. Gracilis (1,7, 0,4, 0,3y 0,8%), T. pseudonana
(0,45, 0,41, 0,2y 0,5%) y P. gyrans (0,2, 0,7, 0,5y 0,1%) se mantuvieron en el
agua hasta el final del ensayo en proporciones inferiores al 4%.

Los resultados a nivel de especie son similares a lo observado a nivel de género
corroborando asi que lo encontrado fue dado por la participacion directa de las
cepas microalgales inoculadas mostrando diferencias de abundancias entre las
diferentes especies revelando que las cepas G. minuta, N. cf. perminuta, T.
weissflogii e I. galbana fueron las mejores candidatas para inducir la formacion
de biofloculos por su capacidad de colonizacién del agua y buen desarrollo en
sistemas RAS-BIOFLOC a baja salinidad con las condiciones dadas en este

trabajo.
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Figura 9.

Diversidad microalgal a nivel de especie en muestras de agua e intestinos de L.
vannamei en el sistema RAS-BIOFLOC, correspondiente a las diferentes fases
de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL)

y final de engorde (fE).
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4.6. Efecto del ambiente de crianza sobre la microbiota intestinal del
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En los ecosistemas acuaticos, las estrechas relaciones entre los
microorganismos del entorno y del tracto digestivo de los animales cultivados
esta dada por la microbiota presente en el agua y su flujo constante a través del
tracto digestivo del huésped afectando ya sea positiva o negativamente su
microflora autdctona. El ambiente de crianza como salinidad, temperatura, pH y
carga de nutrientes puede influir en las comunidades microbianas (Gatesoupe,
1999). Previas investigaciones han propuesto que la microbiota intestinal de los
camarones depende de su entorno de cultivo (Chaiyapechara et al., 2012; Harris,
1993 y Wang C et al., 2014).
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Para determinar la relacién y diferencias de la composicion bacteriana y
microalgal presente en las muestras de agua e intestinos en este trabajo se llevo
a cabo el analisis de diversidad beta calculado mediante un analisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) (He, et al., 2020 y
Rungrassamee, et al., 2013). A partir de todas las lecturas de los genes ARNr
16Sy 23S, se obtuvo una evaluacion a nivel de género y tiempo de muestreo de
la separacioén de las muestras de agua (A) e intestinos (I) antes de la siembra de

larvas (aS), final de cria (fC), final de levante (fL) y final de engorde (fE).

4.6.1. Evaluacion de pca de las comunidades bacterianas.

El PCA basado en la abundancia relativa bacteriana de los resultados de la
secuenciacion por nanoporo ARNr 16S reveld poca relacion entre las muestras
de agua e intestinos al momento de la siembra de las larvas (aSA - aSl) indicando
las diferencias que hay entre las comunidades bacterianas de estas dos

muestras (Fig. 10).

Esto se ajusta a lo esperado debido a que las larvas no habian estado aun en
contacto con el agua de cultivo. Al primer mes de cultivo se pudo observar
cercania entre las muestras de agua e intestino (fCA - fCl) lo que denota una
estrecha relacidon entre ambas; sin embargo, se observa un distanciamiento en
relacion a la microbiota inicial del agua (aSA) esto puede ser debido a que en
este lapso de tiempo el tanque de cultivo presento el pico de amonio lo cual pudo
tener injerencia sobre la estructura de la microbiota presente en el agua de
cultivo. Ha sido demostrado por varios investigadores que la carga elevada de
nitrogeno afecta la estructura de la comunidad bacteriana en aguas de cultivo lo
cual tiene relacion con lo encontrado en esta fase (Fig. 10) (Lo et al., 2022 y
Wang et al., 2022).

Las muestras de agua e intestinos correspondientes al segundo (fLA - fLI) y
tercer mes (fEA - fEI) de cultivo mostraron cercania de la comunidad bacteriana
lo que revela una estrecha relacion entre estas muestras, ademas, mostraron
proximidad a la muestra de agua aSA que representa la microbiota inicial, esto
indicaria que las cepas bacterianas inoculadas fueron capaces de posicionarse
en la comunidad bacteriana del agua y modular la microflora intestinal de los

animales después del segundo mes de cultivo.
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Estos resultados tienen similitud con lo encontrado por Huang et al., (2023)
quienes evaluaron en un cultivo de juveniles de L. vannamei, con tecnologia
biofloc, los efectos de Bacillus en la formacion de biofléculos, en la calidad del
agua y en el crecimiento del camaron, encontrando que las diferentes cepas de
Bacillus, afiadidas al inicio del cultivo, promovieron la formacién de floculos
y elevaron el crecimiento de los camarones. En este trabajo se encontraron
resultados similares, corroborando mediante metagendémica la presencia y
abundancia de las cepas de Bacillus inoculadas al inicio del cultivo, tanto en agua
como en intestinos. Por lo tanto, se demostré cepas de Bacillus inoculadas al
inicio del cultivo en agua nueva y desinfectada pudieron establecerse en el
sistema regulando la comunidad bacteriana del agua, estimulando la formacion
de biofléculos, modulando y ejerciendo efectos probidticos sobre la microflora

intestinal del camaron.
Figura 10.

Andlisis de componente principal (PCA) de comunidades bacterianas en agua e
intestinos de L. vannamei de un sistema RAS-BIOFLOC, en muestras tomadas
en las fases de cultivo, antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final

de levante (fL) y final de engorde (fE).
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4.6.2. Evaluacion de PCA de las comunidades microalgales.

Los resultados de los anélisis PCA dirigido al gen ARNr 23S mostraron una clara
separacion entre las comunidades microalgales del agua de cultivo y de los
intestinos de los animales, revelando que no necesariamente las microalgas mas
abundantes en el agua son las que finalmente son aprovechadas como alimento
por los animales cultivados. Esto podria deberse a que algunas microalgas se
destacan en la formacion de biofl6culos por su capacidad de bioagregarse por lo
gue podrian encontrarse en mayores proporciones en los biofloculos que luego
son utilizados como alimento por los camarones (Sanka et al., 2017; Daglio et
al., 2018; Fimbres-Olivarria et al., 2018; Leon et al., 2020 y Chen et al., 2019).
Este hecho explicaria las diferencias de las abundancias microalgales entre las

muestras de agua y de intestinos encontradas en este trabajo.

Por otro lado, se pudo observar que las muestras de agua aS, fC, fL y fE se
agruparon entre si, revelando una estrecha relacién en la comunidad microalgal
del agua durante todas las fases de cultivo, demostrando que las cepas
microalgales inoculadas se mantuvieron en las mismas proporciones de
abundancia durante el ciclo de cultivo (Fig. 11), lo cual tiene relacién con lo
encontrado a nivel de abundancia relativa donde Gomphoneis, Navicula,
Thalassiosira e Isochrysis fueron las més abundantes en agua en todas las fases
de cultivo.

Por su parte las muestras de intestinos fC, fL y fE se agruparon bien indicando
gue la comunidad microalgal presente en estas tres fases de cultivo fue similar
mientras que la muestra aS se observa separada lo que indica poca similitud de
la comunidad microalgal presente en los intestinos de las larvas antes de ser
sembradas en el agua inoculada. Esta separacién encontrada en la muestra aS
puede deberse a que las larvas en sus primeros estadios fueron alimentadas con
Thalassiosira y Chaetoceros por lo que la distancia encontrada entre esta

muestra y las siguientes fases de cultivo era esperada.
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Figura 11.

Andlisis de componente principal (PCA) de comunidades microalgales en agua
e intestinos de L. vannamei de un sistema RAS-BIOFLOC, en muestras tomadas
en las fases antes de siembra de larvas (aS), final de cria (fC), final de levante
(fL) y final de engorde (fE).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

1. Mediante el analisis de secuencias nucleotidicas de los genes ARNr
16S y 23S fue posible determinar la persistencia y los niveles de
abundancia de las seis cepas bacterianas y diez cepas microalgales
inoculadas en el sistema hibrido RAS - BIOFLOC en el agua de cultivo

e intestinos de L. vanammei por secuenciacion nanoporo MinlON.

2. Las seis cepas bacterianas probiéticas Bacillus subtilis, B. subsps.
subtilis, B. subsps. inaquosorum, B. cereus, B. cereus ATCC14579y
B. lincheniformis) y diez cepas microalgales (Thalassiosira weissflogii,
T. pseudonana, Chaetoceros gracilis, C. calcitrans, Navicula
cryptocephala, N. glaciei, N. Perminuta, Ghomphoneis minuta,
Isochrysis galbana y Pavlova gryans) inoculadas en el sistema
persistieron durante el ciclo de cultivo tanto en agua como en los

intestinos de los animales cultivados.

3. Se determiné que las cepas bacterianas (B. subtilis, B. subsps.
Subtilis) y microalgales (G. minuta, N. cf. perminuta, T. weissflogii e I.
galbana) fueron las mas abundantes tanto en agua como en los
intestinos de los animales cultivados lo que las posiciona como
especies candidatas para establecimiento de un biofloc domesticado

a baja salinidad.
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4. La metagendmica es una herramienta fundamental para monitorear la
comunidad microbiana en sistemas con tecnologia biofloc permitiendo
evaluar la participacién de los microorganismos que integran los

floculos y la colonizacion del intestino de los animales cultivados.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto del uso de un biofloc domesticado que incluya las
especies bacterianas B. subtilis y B. subsps. Subtilis y microalgales G.
minuta, N. cf. perminuta, T. weissflogii e |. galbana sobre el
crecimiento, supervivencia e inmunidad del camardn en un ciclo de

produccion intensiva.
2. Incorporar herramientas como la proteémica y metabolomica para

evaluar otras especies de bacterias y microalgas con potencial para

ser incorporadas al biofloc domesticado.
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ANEXOS

Anexo 1.

Modulo escala sistema super intensivo hibrido RAS — BIOFLOC a baja salinidad.

Laboratorio Centro De Biotecnologia Acuicola Sostenible (CBAS).

Anexo 2.

Verificacion de pureza de cepas bacterianas probidticas tincion gram. B. cereus
ATCC14579 (BP1), B. lincheniformis (BP2), B. cereus (BP3), B. subtilis (BP4), B.
subsps. subtilis (BP5), B. subsps. Inaquosorum (BP6).

CEPA BP1

CEPA BP3

CEPA BPS CEPA BPG
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Anexo 3.

Verificacion de genes funcionales de cepas bacterianas probidticas mediante
electroforesis. B. cereus ATCC14579 (BP1), B. lincheniformis (BP2), B. cereus
(BP3), B. subtilis (BP4), B. subsps. subtilis (BP5), Bacillus subtilis subsp.
Inaquosorum (BP6).

Anexo 4.

Produccion de microalgas en el laboratorio Centro De Biotecnologias Omicas
(CEBIOMICS).
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Anexo 5.

Inoculacioén de biofloc madre A) Inoculacién de cepas bacterianas y microalgales

probiéticas. B) Maduracion de biofloc madre.

Anexo 6.

Inoculacién de Biofloc madre en el agua de cultivo RAS-BIOFLOC y siembra de

larvas.
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Anexo 7.

Recoleccion y procesamiento de muestras. A) Agua de cultivo. B) Intestinos de

L. vannamei.

Anexo 8.

Extraccion y migracion de ADN de las muestras de agua de cultivo e instestinos

de L. vannamei.
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Anexo 9.

Preparacion de librerias y secuenciacion por nanoporos.
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