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RESUMEN:

La acumulacién de nitrégeno (-N) es un problema grave en el cultivo intensivo
de Litopenaeus vannamei ya que esta asociado a eventos de mortalidad
masiva. En el presente estudio, se evalué el efecto del uso de biofiltros
sumergidos sobre los niveles de -N y la supervivencia de langostino en un
cultivo intensivo experimental durante 60 dias sin sifoneos y sin recambios de
agua. Los biofiltros fueron previamente enriquecidos; a) Usando un protocolo
de enriquecimiento para la obtencion de biofilm nitrificante o b) Usando un
consorcio de bacterias heterotréficas nitrificantes caracterizadas a nivel
molecular. Durante el enriquecimiento, se evalué el efecto de la fuente de
carbono en la eliminacion biolégica del nitrdgeno. En el enriquecimiento con
bicarbonato de sodio el nitrogeno amoniacal total (TAN) fue removido con una
eficiencia de 96.04 + 1.16% y el andlisis metagendmico revel6 que el perfil
taxonémico estuvo dominado por el phylum Proteobacteria (51.37%) y
Bacteroidetes (9.72%). Ademas, se observd un aumento de 0,41% a 2,80% en
la abundancia relativa del phylum Nitrospirae. Para la obtencién de bacterias
heterotréficas nitrificantes se evalu6 la capacidad de nitrificacion heterotrofica
de 8 cepas aisladas a partir de suelo de manglar, perifiton y biofiltros. Las
cepas seleccionadas fueron Bacillus megaterium, Bacillus haynesii, Bacillus
wiedmannii y Bacillus tequilensis en las cuales se identificaron mediante PCR
regiones especificas de los genes nxrB, nirS y nirK y mediante espectrometria
de masas MALDI TOF TOF se identificaron enzimas claves en los procesos de
nitrificacion/desnitrificacion reportandose por primera vez las enzimas tipo
amoniaco monoxigenasa (AMO) y nitrito 6xido reductasa (NXR) en el género
Bacillus. En los tanques con biofiltros la calidad del agua fue éptima y los
niveles de TAN y nitrito fueron mas bajos respecto al control (sin biofiltro). La
supervivencia en los tanques con biofiltros fueron de 96.67% y 98.33%,
mientras que en el control fue de 30.00%. En los biofiltros enriquecidos con el
consorcio bacteriano se identificaron enzimas relacionadas a los procesos de

nitrificacion/desnitrificacion y metabolismo del fosfato y azufre. Los resultados



del presente estudio abren nuevas vias para futuras investigaciones aplicando
las tecnologias 6micas al estudio de las comunidades microbianas involucradas
en los ciclos del nitrégeno, fosforo y azufre para la biorremediacion en la

acuicultura.
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ABSTRACT:

The accumulation of nitrogen (-N) is a serious problem in the Intensive culture
system of Litopenaeus vannamei, since it is associated with mass mortality
events. In the present study, the effect of the use of submerged biofilters on the
levels of -N and the survival in an intensive shrimp farming at experimental level
was evaluated for 60 days without siphoning and without water changes. The
biofilters were previously enriched; a) Using an enrichment protocol for
obtaining biofilm nitrifying and b) Using a consortium of heterotrophic nitrifying
bacteria characterized at the molecular level. During the enrichment tests, the
effect of the carbon source on the biological removal of nitrogen was evaluated.
In the enrichment with sodium bicarbonate, total amoniacal nitrogen (TAN) was
removed with an efficiency of 96.04 + 1.16% and the metagenomic analysis
revealed that the taxonomic profile was dominated by the phylum
Proteobacteria (51.37%) and Bacteroidetes (9.72%). In addition, an increase of
0.41% to 2.80% in the abundance of phylum Nitrospirae was observed. To
obtain heterotrophic nitrifying bacteria, the heterotrophic nitrification capacity of
8 strains isolated from mangrove soil, periphery and biofilters was evaluated.
The strains selected were Bacillus megaterium, Bacillus haynesii, Bacillus
wiedmannii and Bacillus tequilensis in which the specific regions of nxrB, nirS
and nirK genes were identified by PCR and various key enzymes in the
nitrification / denitrification processes by MALDI TOF TOF mass spectrometry,
the enzymes ammonia monoxygenase (AMO) and nitrite oxide reductase (NXR)
in the genus Bacillus are first reported. In shrimp culture ponds with biofilters
the water quality was optimal and the levels of TAN and nitrite were lower
compared to the control (without biofilter). The survival in the shrimp culture
ponds with biofilters was 96.67% and 98.33%, while in the control it was 30%.
Proteomic analysis of biofilters enriched with the bacterial consortium reveals
the presence of enzymes related to nitrification / denitrification and phosphate
and sulfur metabolism processes. The results of the present study would
release new avenues for future research by applying omic technologies to the
study of microbial communities involved in the nitrogen, phosphorus and sulfur

cycles for bioremediation in aquaculture.
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