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RESUMEN

El biofloc es un suplemento conformado por microalgas, bacterias y otros
agregados como restos de alimento y heces, los cuales sirven como alimento y
ayudan a mejorar la calidad del agua en el cultivo evitando que compuestos
nitrogenados como Nitrdgeno total amoniacal (TAN), nitrito (NO2") y nitrato (NOz3")
causen toxicidad a los langostinos. En esta investigacion se realiz6 la adaptacion
de bacterias y microalgas obtenidas de cultivo de alta salinidad (33 %) para evaluar
su crecimiento en el cultivo super intensivo de baja salinidad (0-5 %o). Se utilizo la
metagendmica para la caracterizacion y evaluacion de microalgas y bacterias
presentes en el cultivo a baja salinidad de L. vannamei. La evaluacion de los
microorganismos se realizé en baldes (P) y en tanques (M) del modulo de cultivo
de langostinos en fase de precria, estadio pl15 con un peso aproximado de 0,0012
g. El andlisis metagendmico demostré la presencia de los siguientes géneros
bacterianos en “P”. Cetobacterium 44%, Mycobacterium 12%, Bacillus 12%,
Clostridium 12%, Peptostreptococcus 9%, Methylosinus 6%, Caldilinea 2%,
Rhizobium 2%; y en M estuvieron presentes los géneros Lawsonia 25%, Oscillatoria
22%, Pseudomonas 19 %, Bacillus 14%, Planctomycetes 5%, Rhodobacter 10%,
Brevinema 2%, Hymenobacter 2%, Luteolibacter 1%. A nivel de microalgas se
observd en P: Fottea 24%, Spumella 5%, Rhodomonas 4%, Amphora 2%, entre
otros en menor porcentaje (<1 %); mientras que en M: Cyclotella 20%, Synedra
16%, Desmodesmus 10%, Nitzschia 5%, Scenedesmus 4%, Amphora 3%. Esta
investigacion permitio determinar la abundancia de los microorganismos presentes
en el cultivo L. vannamei a baja salinidad. Los resultados obtenidos demuestran
gue gracias a los analisis metagendmicos se ha logrado determinar la abundancia

de microorganismos presentes en el agua de cultivo de langostino a baja salinidad.

Palabras clave: biofloc, cultivo de langostino, Litopenaeus vannamei,

metagendmica, microorganismos,

XViii



ABSTRACT

Biofloc is a supplement made up of microalgae, bacteria and other aggregates such
as food remains and feces, which serve as food and help improve the quality of
water in the crop by preventing nitrogenous compounds such as: Total ammoniacal
nitrogen (TAN), nitrite (NO2) and nitrate (NOs’) cause toxicity to shrimp. In this
research, the adaptation of bacteria and microalgae obtained from high salinity
culture (33 %o) was carried out to evaluate their growth in the super intensive culture
of low salinity (0-5 %.). Metagenomics was used for the characterization and
evaluation of microalgae and bacteria present in the low salinity culture of L.
vannamei. The evaluation of the microorganisms was carried out in buckets (P) and
in tanks (M) of the shrimp culture module in the pre-breeding phase, stage pl15 with
an approximate weight of 0.0012 g. The metagenomic analysis demonstrated the
presence of the following bacterial genera in “P”. Cetobacterium 44%,
Mycobacterium 12%, Bacillus 12%, Clostridium 12%, Peptostreptococcus 9%,
Methylosinus 6%, Caldilinea 2%, Rhizobium 2%; while in M; Lawsonia 25%,
Oscillatoria 22%, Pseudomonas 19%, Bacillus 14%, Planctomycetes 5%,
Rhodobacter 10%, Brevinema 2%, Hymenobacter 2%, Luteolibacter 1%. At the
microalgae level, it was observed in P: Fottea 24%, Spumella 5%, Rhodomonas
4%, Amphora 2%, among others in a lower percentage (<1%); while in M: Cyclotella
20%, Synedra 16%, Desmodesmus 10%, Nitzschia 5%, Scenedesmus 4%,
Amphora 3%. This research allowed us to determine the abundance of
microorganisms present in the L. vannamei culture at low salinity. The results
obtained demonstrate that thanks to metagenomic analyzes it has been possible to
determine the abundance of microorganisms present in shrimp culture water at low

salinity.

Keywords: biofloc, shrimp culture, Litopenaeus vannamei, metagenomics,

microorganisms
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l. INTRODUCCION

La creciente demanda para cubrir las necesidades de alimento a la poblaciéon
humana, que se prevé para el afio 2050 superara los 9 mil millones de habitantes,
ha provocado un aumento vertiginoso de la actividad acuicola (FAO, 2018).
Actualmente, la acuicultura es considerada como una de las actividades
alimentarias mas importantes y rentables a nivel mundial, que genera grandes
ganancias anuales de alrededor de 232 000 millones de USD segun reporte de la
FAO; siendo el langostino blanco Litopenaeus vannamei, uno de los productos
acuicolas méas comercializados, cuya producciéon se ha visto en necesidad de

expansion para tratar de satisfacer la gran demanda del mercado.

El Ecuador es el segundo productor de langostino a nivel mundial, siendo solo
superado por Indonesia (Mincomercioexterior, 2019), por lo que constituye uno de
los rubros principales en la economia del pais, representando el 25 % de las
exportaciones no petroleras con ingresos de mas de 3000 millones de dolares al

afio (Mincomercioexterior, 2019).

La especie L. vannamei es utilizada por su versatilidad y su resistencia al cultivo en
cautiverio. Sin embargo, el cultivo de langostino enfrenta grandes retos para su
expansién, pues al igual que la mayoria de las actividades acuicolas requiere gran
cantidad de agua. Por otra parte, sus efluentes constituyen una amenaza al
ambiente por sus alto contenido de nitrégeno inorganico, siendo toxico para los
organismos acuaticos (TAN, NO2 y NOsz) (Avnimelech, 1990) que son

responsables de la eutroficacion del agua (Suantika et al., 2018).



Ademas, los cultivos extensivos y semi intensivos, que son los principales sistemas
de cultivo en Ecuador, en provincias como Guayas, El Oro, Esmeraldas, Manabi y
Santa Elena demandan grandes superficies de terreno cada vez mas escasos por
las regulaciones ambientales obligatorias, debido al latente peligro de
contaminacion por salinizacion de suelos, acuiferos de agua dulce, exceso de
compuestos quimicos (como silicatos, carbonatos, sulfatos entre otros) asi también
como la pérdida de habitat naturales de algunas especies sensibles que se
alimentan de la fauna de estos acuiferos y la perdida de tierras agricolas (Boyd et
al., 2021; Collins et al., 2005).

Cabe mencionar, que los cultivos de langostinos estan generalmente en zonas de
manglar y consisten en piscinas cavadas en tierra que poseen compuertas para la
evacuacion del agua, de esta manera se les realiza un recambio total o parcial de
agua cuando es requerido. Asimismo, existe otro tipo de cultivo el cual esta siendo
utilizado para la acuicultura sostenible, y consiste en revestir con geomembrana las
piscinas construidas sobre tierra y ademas, trata de disminuir las descargas
directas a los efluentes de agua (FAO, 2018).

También, se viene desarrollando la acuicultura social sostenible, mediante el cultivo
tierra adentro, el cual no se limita a zonas costeras, mas bien se expande tierra
adentro y ayuda al desarrollo de comunidades rurales (FAO, 2018). Los paises de
Tailandia y Vietnam ya aplican este modelo en cultivos de L. vannamei,
combinandolo con la tecnologia de biofloc y los sistemas de acuacultura con
recirculacion (RAS), logrando producir mas de 10 t al afio (Flaherty & Vandergeest,
1998; Suantika, et al., 2018). Confirmando asi que los cultivos con RAS y tecnologia
biofloc, mejoran la calidad del agua, propiciando un medio ideal para el desarrollo
del langostino y brindan una produccion menos propensa al ataque de patdégenos
(Effendy et al., 2016; Hernandez & Pérez, 2014).

El desarrollo de la acuicultura con RAS representa una buena alternativa para el
optimo desarrollo del cultivo de langostino, reduciendo los efluentes que afectan al
ambiente. En este sistema, el recambio de agua es limitado y se requiere de

biofiltracion para reducir la toxicidad de los compuestos nitrogenadas (Prehn et al.,
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2012). Sin embargo, las desventajas de estos sistemas son los altos costos, pero

son compensados por la alta productividad en sistema de cultivo super-intensivo.

El sistema RAS se aplica alrededor del mundo en diversos cultivos acuicolas
teniendo resultados muy favorables como el de Beardsley et al. (2011). Este
sistema puede ser fusionado con un componente muy importante que es la
tecnologia de Biofloc (BT), utilizado para mejorar y maximizar su efectividad (Brown
et al., 2013). El biofloc es el conjunto de agregados microbianos como, las
microalgas, bacterias, protozoarios y otros tipos de particulas como heces y restos
de alimento formando los asi denominados fl6culos (Hargreaves, 2013). El término
biofloc fue introducido en 1983, e implica aprovechar los nutrientes generados como
excedentes de los cultivos acuicolas, ademas de aprovechar los microorganismos

que utilizan el carbono orgénico (Chim et al., 2014; Collazos & Arias., 2015).

Este sistema BT en principio intenta emular el medio natural en un cultivo acuicola,
y mediante el uso de microorganismos se pretende contrarrestar la acumulacion de
nitrégenos toxicos (TAN, NO2 y NOgz’), contribuyendo a mantener una mejor calidad
del agua. Ademas, provee alimento a los animales en cultivo por ser rico en
proteinas de origen microbiano. Estas proteinas estan presentes en los fléculos,
formados por colonias de microalgas que poseen una densidad de 10-1000

millones de cél/ml (Avnimelech, 1990; Collazos & Arias, 2015).

En diferentes paises como, Indonesia y Vietnam, se ha aplicado la tecnologia
biofloc como un recurso para mejorar las condiciones de cultivo de especies
acuaticas debido a su rigueza de microorganismos (microalgas, protozoarios,
nematodos y bacterias), siendo considerado como un sistema multitréfico simple
(Bossier & Ekasari, 2017; Poli et al., 2019). El biofloc es también considerado un
agente prebiotico el cual ayuda en los cultivos de langostino a desarrollar
probidticos, que a su vez mejoran el estado inmune de los langostinos
(Aalimahmoudi et al., 2017; Khatoon et al., 2016; Megahed & Mohamed, 2014b;
Panigrahi et al., 2018).

Por otra parte, el biofloc ayuda a mantener la calidad del agua del cultivo, a través

del proceso de nitrificacion; el cual es realizado por bacterias heterotréficas con
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actividad nitrificante y microalgas encargadas de consumir los nitratos,
transformando los desechos toxicos como los nitrogenados, en proteina comestible;
manteniendo asi estables los niveles de TAN, NO2 y NOs (Hargreaves, 2013;
Otoshi et al., 2011). Un punto importante para mantener una buena calidad de agua
para el biofloc, es el control de los solidos suspendidos, pues estos son causantes
de la oclusion de branquias en los cultivos peces, langostinos, y otros, ademas de
disminuir el nivel de oxigeno en el agua en horas de la noche. (Ho, 2011; Nunes &
Fonseca, 2012; Ray et al., 2010; Schveitzer et al., 2013; Tierney & Ray, 2018).

De acuerdo a su elaboracién , existen dos tipos de biofloc que pueden ser aplicados
al cultivo: 1) biofloc in situ; que se elabora y se deja madurar dentro del tanque de
cultivo aprovechando asi los nutrientes dados por el mismo y es suplementado
diariamente con una fuente de carbono para controlar los nitrégenos que este
produce (Monroy et al., 2013; Sarker et al., 2019); 2), biofloc ex situ el cual se
establece al exterior del tanque de cultivo, pudiendo emplearse un biorreactor o en
un tanque, aunque esto Ultimo es mas lento; el cultivo debe ser nutrido cada dia
con la adicion de una fuente de nitrégeno constante a fin de mantener vivos los
microorganismos, y ser replicado permanentemente para mantener su viabilidad
(Monroy et al., 2013; Sarker et al., 2019).

De acuerdo con su origen o formacion, también se consideran dos tipos de biofloc:
espontaneo y domesticado. El biofloc espontaneo, es el que se forma de manera
natural en los sistemas de cultivo requiriendo la adicion de nutrientes que favorecen
el desarrollo sucesivo de microorganismos como microalgas, protozoarios,
bacterias (Hargreaves, 2013; Martinezs & Vargas, 2017; Sakkaravarthi, 2015). La
desventaja de este tipo de biofloc es que su eficiencia es aleatoria dependiente de
los microorganismos que proliferen en cada ocasion con el riesgo de que algunos
sean patogenos, lo que junto con limitaciones técnicas para el monitoreo de
microorganismos como: la microbiologia clasica y morfoldgica puedan conducir a
mortalidades en los cultivos; mientras que, el biofloc domesticado esta integrado
por consorcios de microorganismos previamente aislados, identificados y cultivados
los cuales ayudan a potenciar el crecimiento y mejorar la calidad del agua de cultivo
(Hernandez et al., 2009; Luna et al., 2017; G. Luo et al., 2016; L. Luo et al., 2016).
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Considerando lo expuesto, la presente investigacion tuvo como objetivo aplicar
tecnologias dmicas como la metagendmica para la caracterizacion y monitoreo de
bacterias y microalgas domesticadas del biofloc en cultivo super-intensivo a baja

salinidad con recirculacion de agua de Litopenaeus vannamei.
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ll.  REVISION DE LITERATURA

La tecnologia biofloc tiene su fundamento en el trabajo de Avnimelech et al. (1982),
quienes describen la co-floculacion de microalgas con ayuda de arcillas, para lograr
aclarar tanques de agua con niveles altos de nitrogeno y fosforo. Luego, Azam et
al. (1983) realizaron estudios para evaluar el rol ecoldgico de los microorganismos
en la columna de agua en el océano, demostrando como las bacterias aprovechan
el carbono fijado en la fotosintesis (10-50%) y éstas a su vez se encuentran
controladas por el fitoplancton (microplancton), siguiendo la cadena tréfica y
reutilizando la energia producida. Estos estudios, permitieron conocer el
funcionamiento de los sistemas oceanicos y acuaticos controlados, en el cual los
microorganismos se encargan de mantener un equilibrio en cuanto a turbidez y
calidad de agua, aun en condiciones de alta concentracion de nitrogeno y fosforo
con la ayuda del carbono fijado como fuente de energia, para realizar la sintesis de
proteinas (Roman et al., 2021).

Los microorganismos cumplen un rol relacionado a varias interacciones ecolégicas
como: comensalismo, depredacion, competencia, etc., formando una pequefia red
que permite conocer el aprovechamiento de los nutrientes en cada nivel tréfico,
desde el mas pequefio hasta el mas grande, siendo asi desde bacterias y pico
plancton hasta microplancton (diatomeas y flagelados) (Ma et al., 2020; Mavingui
et al., 2015; Trombetta et al., 2020).

Al intentar comprender mejor estos procesos 0 roles ecoldgicos se empezaron a
desencadenar investigaciones para aplicarlos en la acuicultura y de esta manera
contrarrestar el exceso de compuestos nitrogenados presentes en los cultivos
acuicolas. Asi Avnimelech. (1999); Hopkins et al. (1993) y Naylor et al. (1998),
realizaron estudios sobre microorganismos bacterianos autotréficos y heterotréficos

en sistemas de cultivo de alta densidad, con cero y poco



recambio de agua demostrando que, al mantener una relacion carbono: nitrogeno,
en los tanques de cultivo de tilapias y de camarones, las bacterias que se
alimentaron con los carbohidratos afiadidos muestran una mejora en la produccion
de la proteina microbiana; llevando asumir que la relacion entre la reduccion de
compuestos nitrogenados téxicos como el TAN , la aplicacion de carbohidratos y la
produccion de la proteina microbiana va ligada a la relacion C:N (20:1). En ese
mismo sentido, Shan & Obbard. (2001), también han demostrado el potencial de
las bacterias nitrificantes para la remocion del nitrdgeno procedente de los cultivos

acuicolas.

Asi surge el concepto, el concepto biofloc, el cual es definido como el conjunto de
microorganismos encargados de mejorar las condiciones de la calidad del agua y
brindar alimento mediante una dinamica trofica. Burford et al. (2003) explican, como
esta comunidad microbiana (floculo) puede ser deforme y porosa e ir desde pocas
micras hasta varios centimetros de diametro, otorgandoles asi una densidad mayor
a la del agua, haciendo que se encuentren flotando en la columna de agua y sean
de lento hundimiento tal como menciona Martinez et al. (2010); considerando
ademas que pueden adoptar diferentes comportamientos bioquimicos y fisiolégicos

segun su conformacion.

Para la formacion de los floculos, se debe tener en cuenta la relacion de C: N,
presente en el agua, pudiendo adicionarse diferentes fuentes de carbono,
destacando los carbohidratos simples de facil disolucion tales como, melaza,
azucar, glicerina, panela, entre otras, que son usados por los microorganismos para

ayudar a mantener la calidad del agua.

También pueden ser utilizados los azucares complejos, como Salvado de arroz,
bagazo de cafa, tapioca, salvado de trigo entre otras (Dauda et al., 2017; EI-
Husseiny et al., 2018; Panigrahi et al.,, 2018; Sakkaravarthi & Sankar, 2015),
Ekasari et al., 2014; Megahed & Mohamed, 2014).

Existen cultivo super-intensivos, en los que la tasa de recambio es cero o baja, y
utilizan fuentes de carbono simples, compuestas e inorganicas como: carbonatos,
bicarbonatos e hidroxidos; y son llamados sistemas mixotroficos ya que favorecen

al crecimiento de microorganismos autotréficos y heterotroficos; y ademas mejoran
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la calidad del agua y del biofloc (Chung et al., 2008; Ray & Lotz, 2016; Salama et
al., 2017). Asi mismo se ha demostrado que, buena oxigenacion y relacion C:N del
biofloc, mejoran la produccién de los cultivos acuicola (Bossier & Ekasari, 2017;
Dauda et al., 2017; Ekasari et al., 2014; M. Emerenciano et al., 2013; M. G. C.

Emerenciano et al., 2017; Monroy-Dosta et al., 2013 ).

Por lo tanto, ha surgido el interés de aislar y caracterizar microrganismos con
potencial para formar biofloc, utilizando técnicas de aislamiento tradicional, ademas
se ha evaluado su potencial para formar floculos y se ha realizado la caracterizacién
de microalgas con alto potencial proteico, bacterias prebioticas, prebioticos,
nitrificantes y floculantes mediante PCR y SDS-PAGE (Che Hashim et al. 2019;
Kasan et al. 2017; L. Luo et al. 2016; Mohd Yunos et al. 2017; Trung et al. 2016;
Vasquez N. 2019).

Otra de las tecnologias que estan teniendo gran auge en los sistemas acuicola, son
las denominadas “0micas”, que son herramientas moleculares de alto rendimiento,
que permiten realizar estudios gendmicos, transcriptomico, proteémico vy
metabolémico (Debnath et al. 2005). De ellos, la metagenémica se encarga del
estudio de todos los genes de los microorganismos en un ambiente determinado
(Martinez-Porchas & Vargas-Albores, 2017), y utiliza la secuenciacion de alto
rendimiento HTS (por sus siglas en inglés) independientes del cultivo, para
investigar la composicion genética virica y microbiana completa de las muestras
(Bexfield & Kellam, 2011).

La metagenémica es un método considerablemente imparcial, ya que los
microorganismos no se seleccionan mediante métodos de cultivo favorables (o se
deseleccionan por condiciones desfavorables) y no requieren conocimientos
previos, ademas permite detectar una amplia gama de agentes infecciosos
simultdneamente. Esta tecnologia también ha hecho posible identificar agentes
patdgenos mas rapidamente, incluidos aquellos dificiles de identificar mediante
cultivo in vitro; ademas complementado con la bioinformatica, han permitido el

descubrimiento de un gran nimero de agentes infecciosos (OIE, 2021).
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Tal es el caso, que Tepaamorndech et al. (2020) mediante analisis metagendmico,
identificaron en sistemas de biofloc, a especies del género Vibrio (90%), ademas
de Pseudoalteromonas, Photobacterium, Shewanella, Alteromonas, Bacillus,
Lactobacillus, Acinetobacter, Clostridium, Mariniflum, y Pseudomonas;
coincidiendo con Panigrahi et al. (2021), quienes también reportaron a especies
del género Vibrio; y a nivel de familias a Proteobacteria y Firmicutes, en agua de

cultivo e intestinos del langostinos.

Por otro lado, Guo et al. (2020) estudiaron la importancia de la relacion C:N y su
influencia sobre la abundancia de ciertos tipos de bacterias, las cuales a su vez
aportan con metabolitos importantes para el desarrollo del langostino tales como,

flavonoides, benzenoides, lipidos prenol, y derivados del indol.

Todos estos aportes cientificos enriguecen y promueven el estudio de la
biotecnologia dirigida al biofloc y los sistemas acuicolas para mejorar la

productividad y disminuir el dafio al ambiente.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1.Obtencion de microorganismos de alta salinidad

Se utilizaron cepas pre aisladas en el laboratorio de biotecnologia de la empresa
Inca Biotec S.A.C y se establecié un biofloc domesticado compuesto por
microalgas y bacterias, aisladas de cultivos de L. vannamei a alta salinidad
(Risco Com. pers., 2019).

Las microalgas fueron proporcionadas en medio liquido, f/2 medio (Anexo 1) y

las bacterias TSB (Caldo Tripticasa Soya), respectivamente.
3.2.Aclimatacién de microalgas a baja salinidad

Las microalgas Thalassiosira pseudonana, Tetraselmis sp, Chaetoceros
gracilis (Gra), Navicula cryptocephala, Navicula sp, Navicula glaciei, Navicula
cf. perminuta, Navicula sp, Navicula cryptocephala, y Gomphoneis minuta var.
cassieae; aisladas de cultivos de L. vannamei a alta salinidad y presentes en el
biofloc domesticado, fueron aclimatadas de una salinidad inicial de 33 %o a
rangos de salinidad de 0,5 y 5 %o en los ambientes del laboratorio de microalgas

de Cebiomics Manta - Ecuador (Anexo 2).
Para ello, se siguio el procedimiento detallado a continuacion:

a) Se sembraron las microalgas en tubos de 15 ml, considerando 2 ml de cepa
y 8 ml de f/2 medio con una salinidad de 30 %o, manteniendo la temperatura

entre 18 a 22°C, durante 72 horas.

b) Transcurrido el tiempo, se transfirieron los cultivos de microalgas a matraces
de 200 ml, para ello se utiliz6 10 ml de cepa y 190 ml de f/2 medio con una
salinidad al 30 %o

c) Luego se volvié a transferir a botellas de 1000 ml, tomando 700 ml de f/2

medio con salinidad de 0 a 5 %0 y 100 ml de cultivo de microalgas a salinidad
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de 30 %o; reduciéndose la salinidad a 25 %o (valor obtenido con el
refractometro digital).Posteriormente, se transfirié a baldes de 10 L, en el que
se coloco 1,5 L del cultivo de microalga y 8,5 L de f/2 medio con salinidad de

0 a 5 %o, obteniendo un rango de salinidad de 8 a 10 %o.

d) Finalmente, se sembré en tanques de 1 000 L en el que se aplico las
microalgas a una salinidad entre 0-5 %o, listas para ser aplicadas en los

tanques de cultivo

Cada tres dias de cultivo de microalgas, se realizé la réplica de las cepas
contenidas en los tubos, matraces, botellas y baldes; para ello se extrajo una
muestra de 1 ml de cada cepa y se determind la densidad celular con una
camara de Neubauer, ademas se midio la salinidad con un refractometro digital.
Los datos obtenidos fueron utilizados para la elaboracion de las curvas de
crecimiento respectivas, con la finalidad de determinar aquellas cepas con

mejor desarrollo y viabilidad en condiciones de baja salinidad
3.3.Aclimatacion de bacterias a baja salinidad

Las cepas bacterianas proporcionadas, fueron: Halomonas sp, Halomonas
meridiana, Halomonas axialensis y Bacillus cereus. Se tom6 100 pl de cada una
de las cepas bacterianas aisladas de cultivos de alta salinidad presentes en el
biofloc domesticado, y se sembré de manera independiente sobre placas,
conteniendo medio tripticasa de soya en agar (TSA), luego se incubaron a una
temperatura de 33°C durante 8 horas (Anexo 3). Adicionalmente, se inoculo el
mismo volumen de las cepas, sobre 900 ul de tripticasa de soya en caldo (TSB),
bajo las mismas condiciones, obteniendo cultivos de salinidad del 5 %o ya que

ambos medios presentan en su constitucion 5 g de cloruro de sodio.

Transcurrido el tiempo, se realizé el conteo de las unidades formadoras de
colonias (UFC) y la medicion de la densidad oOptica (OD), cada 8 horas

manteniendo esto hasta observar crecimiento bacteriano y muerte celular.

30



3.4.Evaluacion del crecimiento y supervivencia de bacterias adaptadas a baja

salinidad.

Para la evaluacion del crecimiento y supervivencia de cada una de las cepas
bacterianas, se utilizd el protocolo usado por Maier (2009) que consistio en
realizar diluciones seriadas de 10! a 101°. Para tal fin, se utilizaron tubos de
15 ml, conteniendo 9 ml de caldo TSB los cuales fueron debidamente rotulados

(operacidn realizada por duplicado por cada cepa).

Al primer tubo, rotulado con la dilucién 107, se le adicioné 1 ml del cultivo
bacteriano inicial (cultivo madre), luego de éste, se tomo6 nuevamente 1 mly se
adicion6é al tubo siguiente (10?), y asi sucesivamente hasta llegar al tubo
rotulado con 10-1°, Posteriormente, se tomé 10 ul de cada dilucién y se sembré
por barrido, en placas Petri debidamente rotuladas, conteniendo agar TSA (por
duplicado). Finalmente, tanto los tubos como las placas fueron incubados a
30 °C, durantel0 dias, y cada 8 horas se realiz6 el conteo de las UFC obtenidas

en las placas Petri, y la medicion de la absorbancia de los medios liquidos.

Para el conteo de la UFC en medio sélido, se dividio por secciones cada placa
y se contabiliz6 cada seccidon con un contador manual, luego se aplicé la

siguiente formula:

UFC — N° de colonias por placas x Factor de dilucién

ml de la muestra sembrada

Mientras que la determinacién del crecimiento bacteriano en medio liquido se
realizd6 mediante la densidad Optica, utilizando un espectrofotometro ELISA a
una densidad Optica de 620 nm, para ello, se coloco por triplicado la muestra y
un control, y el equipo realiz6 la medicibn de manera automatica. Los datos
obtenidos fueron utilizados para la elaboracion de curvas de crecimiento

bacteriano.
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3.5.Procedimiento de elaboracion y enriquecimiento del biofloc

La preparacion de los tanques de biofloc para el cultivo de langostinos, siguio

las recomendaciones descritas por Gomes et al. (2016) y Merchan &
Monserrate (2014):

a. En primer lugar, se desinfectaron los tanques de una tonelada con 1000 ml
de hipoclorito de calcio al 80 %.

b. Luego se agregd 900 L agua filtrada con mangas de 1 um, para reducir la
carga microbiana.

c. Elagua se desinfect6 con hipoclorito de calcio al 80 %, y se espero que haga
efecto de 3 a 6 horas, cada hora se observé una muestra del agua al
microscopio para verificar la eliminacion de los microorganismos.

d. Para eliminar el cloro residual en los tanques se encendid la aireacion por 1
hora y se agreg0 tiosulfato de sodio al 50%.

e. Luego se aplicé los nutrientes necesarios (Tabla 1), a los tanques para que
se desarrolle el biofloc.

f. Después se inocularon las bacterias a una concentracion aproximada de
3x10% UFC, se dejo desarrollar por 6 horas.

g. Luego de esto, se inocularon con las microalgas utilizadas a los tanques y
se dejaron madurar por un tiempo de 4-6 dias (Anexo 4).

Tabla 1

Lista de nutrientes para el desarrollo del biofloc

Sustratos y fertilizantes Cantidad (g/t)
Fuente de carbono 30
Agente floculante 40
Fuente de fosfato 10
Fuente de metasilicato 30
Fuente de nitrogeno 30
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3.6.Evaluacion del biofloc.

Para evaluar el efecto del consorcio (microalgas y bacterias) en el cultivo de
langostinos, se establecié una prueba constando de 3 tratamientos + 1 control

y 3 repeticiones cada uno, esta prueba se realizo en baldes (ver tabla 2).

Los baldes fueron llenados con 18 L de agua y los tanques con 100 000 L. En
cada recipiente se coloco 1,5 poslarvas/L (27 poslarvas por cada balde) en
estadio PL15 (Anexo 5) y con un peso individual de 0,0012 g, para simular la
densidad utilizada en el modulo de cultivo super-intensivo, siendo ésta de

1 500 poslarvas/m? en la fase de precria.
Tabla 2

Tratamientos empleados en el ensayo para evaluar el biofloc

Tratamient Contenido Recambio
0
Agua de mar (30 %o) sin biofloc. Lo que sea necesario
C1 En baldes. recambiar diariamente

sea 30 % o mas

Agua a baja salinidad (0 a 5 %o) Lo que sea necesario
T1 sin biofloc en baldes. recambiar diariamente
sea 30 % o mas

Agua a baja salinidad (0 a 5 %o) + Recambio del 10 %
T2 Biofloc con el consorcio a baja
salinidad. En baldes

Agua a baja salinidad (0 a 5 %o) + Recambio del 10 %
T3 Biofloc con el consorcio a baja
salinidad. En tanques de 100 t.

A los tratamientos T2, T3 se adiciond azucar como fuente de carbono en
relacion C: N (6:1).
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Los experimentos se mantuvieron durante 30 dias.

3.7.Determinacion de parametros fisicos — quimicos en los tanques de

cultivo.

3.7.1.

3.7.2.

Determinacién de nitrito, nitrato y nitrgeno amoniacal total, del agua de

cultivo

De cada tanque se tomé una muestra de 50 ml, y se analizo la presencia
de nitrito (NO2") nitrato (NOs™) y nitrdgeno amoniacal total (TAN) cada 4
horas, mediante colorimetria con los kits de nitrégeno total amoniacal,

nitrito y nitrato de API (Aquarium Pharmaceuticals).

Para cada parametro se aplicé un disefio completamente aleatorizado.
Para el andlisis estadistico se realizd6 la Prueba de ANOVA vy fue
corroborado diferencias entre los tratamientos mediante la prueba de

Bonferroni.
Determinacion de temperatura, oxigeno disuelto y pH del agua de cultivo

Los parametros de temperatura y pH, fueron registrados diariamente
durante intervalos de dos horas, el oxigeno cada seis horas, a lo largo

de 1 mes. Los procedimientos empleados se detallan a continuacion:

a) Medicion de temperatura y oxigeno disuelto (O.D)
- Se toma el medidor de oxigeno YSI PRO 20.
- Enlaunidad experimental (tanque o balde de cultivo), se introdujo
directamente el electrodo, a cada unidad experimental y se espero
10 segundos aproximadamente hasta que estabilice las medidas.
- Luego se realizaron anotaciones en el sistema de datos.
- Se repite el proceso por cada unidad experimental.
b) Medicion de pH
- Para la medicion de pH se prepar6 el area de toma de muestra.
- Luego se colecté 50 ml de cada unidad experimental.
- Se sumergio el electrodo del equipo pH Orién Thermo Fisher. Se
espero 20 segundos aproximadamente hasta que se estabiliza la

medicion. Después se registro cada dato en el sistema.
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- Se repitio el procedimiento con cada unidad experimental.

Para cada parametro se aplicé un disefio completamente aleatorizado. Para

el andlisis estadistico se realiz6 la Prueba de ANOVA y fue corroborado

diferencias entre los tratamientos mediante la prueba de Bonferroni.

3.7.3. Determinacion de iones del agua de cultivo

La medicién de la alcalinidad total (Mg*?, K*, Ca*?) se realiz6 una vez

por semana, con el uso de un fotometro YSI 9300 (Anexo 6), siguiendo

el procedimiento detallado a continuacion.

a.

Se recolectdé 50 ml de agua de cada unidad experimental, cada
muestra tomada se llevé al laboratorio.

Luego se coloco 10 ml de esta muestra en los tubos de vidrio del
fotometro con lo cual se hizo un blanco.

Después se tomd 1 ml de cada muestra, la cual se complet6 con 9
ml de agua desionizada.

Luego se aplicé el reactivo indicado para cada ion medido y se
procedio con el resto segun el manual del fotometro.

Luego de cada medicidn se desinfecto los contenedores de cristal
del fotbmetro y se anoté en el sistema cada medicién para luego
ser evaluado.

Y se repitié este procedimiento con cada unidad experimental.

Para lograr tener un mejor control de los iones en las unidades de cultivo se

realizO mediciones cada semana, la primera medicion que se realizo fue

antes de la siembra.

Los iones como Mg*?, K*! y Ca*? fueron suplementados en el agua de baja

salinidad luego de su respectiva medicion como se observa en la Tabla 3.

Para evitar la acumulacion de residuos, las sales fueron aplicadas al agua

del reservorio y luego fue integrada al sistema, a ésta se le aplico

suplementacion de iones para que esté de acuerdo a lo necesitado,

utilizando la férmula aplicada por CIBA (2016):
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. m
concentracion deseada(Tg)

)
D =2 =
OSlS(m3) %variable(% al que viene el producto)/100

Cada semana se realizo la medicidn e ionizacién para mantener el agua en
una buena cantidad de iones, los cuales benefician el desarrollo de los

langostinos en el cultivo (Valenzuela-Madrigal et al., 2017).
3.8.Sobrevivencia

Se determind el porcentaje de supervivencia de cada uno de los tratamientos.
Para calcular el porcentaje de supervivencia se aplico la siguiente formula
(Quimi, 2010; Saldarriaga, 1995):

Nf

S=- 4100
Ni

Donde, Nf = Poblacién final y Ni = Poblacion inicial.
3.9.Andlisis metagenémico

Para realizar el andlisis metagendmico se tomaron muestras de biofloc de los
tanques de cultivo intensivo a baja salinidad durante los dias de del
experimento. Las muestras fueron identificadas como P que corresponde al
tratamiento T2 (ensayo en baldes) y M que corresponde al tratamiento T3
(médulo de produccién a baja salinidad en fase de pre-cria de langostinos).
Luego fueron trasladadas al laboratorio Cebiomics (Anexo 7) Manta — Ecuador,

para la realizacion de los procedimientos siguientes.
3.9.1. Extraccion de ADN metagendmico

Las muestras de biofloc, obtenidas de los tanques, fueron sometidas a
extraccion de ADN gendmico, utilizando el kit Zymo biomics DNA Miniprep

(Cat.N°D4300), siguiendo las especificaciones del fabricante.

a) Se colectd 50 ml de muestra fresca de cada sitio muestreo
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b)

d)

9)

h)

)

K)

Se centrifugo 2 veces a 5000 rpm.
Se desecho el sobrenadante y el pellet fue conservado.

Se agregd 250 mg de pellet de la muestra en el ZR Bashing Bead
Lysis Tubes (0.1 0.5mm) Beads, luego se afiadio 750 pl del Zymo

biomics lysis solution y se cerr6 firmemente.
Se coloco en el vortex por 25 minutos a velocidad maxima.
Se centrifugo la muestra a 10 000 x g durante 1 minuto.

Se transfirié 400 ul del sobrenadante dentro de los tubos de coleccion

Zymo-Spin™ l1I-F Filter y se centrifugdéa 8 000xg durante 1 minuto.

Se descarto el filtro y se agreg6é 1 200 ul de Zymo biomics™ DNA
Binding Buffer.

Luego se transfirié 800 ul de la mezclay del paso 5 dentro de la Zymo-
Spin™ |ICR

Se coloco la columna en un microtubo de coleccién y se centrifugé a
10 000 x g durante 1 min.

Se descarto el filtrado y se repitié el paso 9.

Después se agreg6 400 ul de DNA wash buffer 1 dentro de la Zymo-
Spin™ [ICR Column, en un nuevo microtubo de coleccién, seguido se

centrifug6 a 10 000 x g durante 1 min, y se descarto lo filtrado.

Luego se agrego 700 ul DNA wash buffer 2, dentro de la columnay

se centrifugd a 10 000 x g durante 1 minuto, se descarté lo filtrado.

Se agreg6 200 pl de DNA wash buffer 2 dentro de la columna y
centrifugo 10 000 x g durante 1 min, se descarto lo filtrado.

Se transfirié la Zymo-Spin™ IICR Column a un nuevo tubo de 1.5 ml
y se agrego 100 pl de Zymo biomics™ DNase/RNase Free Water

directamente a la columna matrix e incubar por 1 min.
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p) Luego se centrifugd a 10 000 x g durante 1 min para eluir el ADN (se

descarta el filtro).

g) Se colocé el Zymo-Spin™ [lI-HRC Filter en un nuevo microtubo de
coleccion y se agreg6 600 pl Zymo biomics™ HRC Prep Solution y se

centrifugd a 8 000 x g durante 3 min, se descarto lo filtrado.

r)  Se transfirio el ADN eluido en el paso 14 dentro del Zymo-Spin™ IlI-
HRC Filter (preparado anteriormente en el paso 15) en un nuevo
microtubo de 1.5ml, se centrifugd a 16000xg por 3 min y se descarto

el filtro.

s) Se guardo6 el ADN metagendmico contenido en el tubo eppendorf a

-20°C, hasta su uso.
3.9.2. Secuenciacion de ADN metagendmico

Se tomd 20 ul del ADN procedente de las muestras extraidas y se
enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen (EE. UU) para su

procesamiento bajo la tecnologia de Illumina.

Los datos obtenidos fueron analizados con el software libre del servidor
utilizando el programa de bioinformatica Mothurs, para obtener los analisis

de biodiversidad e identificacion taxonémica.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Aclimatacion de microalgas a baja salinidad

En la Figura 1 se observa que las microalgas Navicula sp (B4), Thalassiosira
pseudonana (H11), Gomphoneis minuta var. Cassieae (S9), Navicula glaciei
(D4), Navicula cf. Perminuta (D6), Navicula cryptocephala (S7), Tetraselmis sp
(Te), Navicula cryptocephala (9B), Navicula sp (B9), Chaetoceros gracilis (Gra)
y Navicula sp (F5); presentaron un crecimiento ascendente y progresivo, que
fue favorecido por el cambio gradual de salinidad desde su cultivo en tubos de
15 ml con salinidad de 30%. hasta los baldes de 10L a salinidad 0-5 %o, lo cual
evitd el estrés osmético que puede conllevar a alterar las funciones vitales de

las microalgas o causar la muerte (Coster et al.,1977).
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Figura 1. Crecimiento de microalgas por fase de cultivo



Por lo tanto fue posible su adaptacion a bajas salinidades, coincidiendo con lo
reportado por D’ors et al. (2016), quienes evaluaron la tolerancia de microalgas
a salinidades de 5 — 35 %o, refiriendo que la baja salinidad mejora la respiracion
de Tetraselmis suecica, y no afecta su crecimiento. De igual manera Leal et al.
(2013) reportaron que, las microalgas Navicula germanopolonica y Amphora
Sp. son especies que toleran amplios rangos de salinidad, demostrando asi la
capacidad de adaptacién de las microalgas tal como fue logrado en la presente

investigacion.
4.2. Adaptacion de bacterias a baja salinidad

De las 4 cepas bacterianas sometidas a adaptaciéon de alta (30 %0) a baja
salinidad (0,5 %o) en medios de cultivo TSA y TSB, sélo Bacillus cereus mostro
crecimiento después de ocho horas de cultivo, demostrando asi su capacidad
de adaptacion, coincidiendo con lo mencionado por Arokiyaraj et al. (2019) y
Donio et al. (2016), quienes manifiestan que la bacteria B. cereus es un

microorganismo tolerante a ambientes poco salinos.
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Figura 2. Curva de crecimiento de la bacteria Bacillus cereus en medio liquido
TSB

En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento de B. cereus, durante un
periodo de 10 dias a intervalos de 8 horas, en medio liquido TSB. La cepa
bacteriana presento la fase exponencial hasta las 112 horas, luego permanecio
en la fase estacionaria hasta las 184 horas y finalmente disminuy6 su

crecimiento hasta las 240 horas (fase de muerte celular).
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Estos ensayos permiten deducir que B. cereus es un buen candidato para el
uso en la constitucion de biofloc en ambientes de baja salinidad (Anexo 8 y
Anexo 9), asi como de alta salinidad. Che Hashim et al. (2019) y Risco
(Com.pers. 2019) manifiestan que B. cereus tiene la capacidad de excretar
exopolisacaridos, los cuales ayudan a la formacién de biofilm y floculos.
Ademas, indican que éstos deben mantenerse en una concentracion de 13
mg/L, para estar disponibles como alimento permanente para langostinos u
otros animales cultivados.

Asi mismo, Alfiansah et al. (2018) declaran que B. cereus, posee actividades
nitrificantes que contribuyen a la reduccion de las concentraciones de nitrégeno
total amoniacal, nitrito y nitrato, compuestos toxicos para los animales acuaticos
en cultivo. Segun Barman et al. (2017) la remocién compuestos nitrogenados
toéxicos por microorganismos heterotréficos, como Bacillus cereus, pueden
realizar la oxidacion de NH4*—N a NO2" =N o NOs -N, ademas de expresar
enzimas en su periplasma como nitrato reductasa (nap), hidroxilamina
oxidorreductasa (hao), y nitrito reductasa (nirS), las cuales le ayudan a realizar
de manera simultanea la reduccion de NO2" =N y NOs™ —N a dos rutas 6xido
nitroso (N20) o nitrdgeno molecular o atmosférico (N2), siendo asi capaces de
realizar una nitrificacion heterotrofica y una desnitrificacion aerébica. Aunado a
ello, Feliatra et al. (2019) reportan la capacidad antimicrobiana de B. cereus,
debido a la produccion de bacteriocininas , que son proteinas con actividad
bactericida o bacteriostatica contra otros microorganismos. Estas bacteriocinas
pueden inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas y competir por los
recursos en el entorno, lo que ayuda a mantener un equilibrio microbiano
saludable.

Por consiguiente, B. cereus en la constitucion de biofloc, cumple un rol
importante, no sélo como fuente de proteina de origen bacteriano sino también
como productor de antimicrobianos, agente probiotico y regulador de la calidad
de agua, lo cual brinda un excelente ambiente para el desarrollo del langostino

a baja salinidad.
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4.3.Evaluacion de parametros fisicoquimicos

En la Figura 3 se muestra el promedio de la medicion del nitrégeno total (TAN)
por dia en cada tratamiento, en un periodo de 30 dias. Se observa que los
valores de los tratamientos control (C) y tratamiento 1 (T1) a los cuales no se
les incorporé el biofloc, muestran valores hasta de 3 mg/L, mientras que los
tratamientos T2 y T3, a los cuales se les adicioné el biofloc y azicar como
fuente de carbono, mostraron valores inferiores que rara vez sobrepasan el
1mg/L. Avnimelech (1999) expone la importancia del manejo de la relacion de
C:N, y menciona que la proporcién de 20:1 ayuda a controlar los valores de
TAN en el cultivo de tilapia y de langostinos. Asi mismo, Emerenciano et al.
(2017) cita que es necesario mantener la relacion de C:N en proporcién de 12-
20:1 en la fase de establecimiento, ya que juega un rol clave en el inicio del
cultivo y crecimiento de biofloc. Gracias a esta gran concentracion de carbono
el biofloc logra promover su crecimiento y estabilizar a las comunidades
heterotroficas en €l, mientras que en la fase de mantenimiento (6:1) la fuente
de carbono sélo es empleada para estimular a las bacterias heterotréficas a
realizar transformacion del TAN a un compuesto menos téxico para los
animales acuaticos de cultivo; tal como en el presente estudio, se considero la

relacion de 6:1 durante la fase de mantenimiento.
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Figura 3. Valores de Nitrégeno Total Amoniacal (TAN) en los tratamientos a

baja salinidad
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El andlisis de varianza con prueba de Bonferroni (p = 0.003) demostré que los
tratamientos C y T1 tuvieron una gran significancia estadistica similar y mayor
en comparacion a los tratamientos T2 y T3. Los tratamientos C y T1 mostraron
una media de 1,26194 mg/l y 1,23189 mg/l, respectivamente, indicando que
estos tratamientos no poseen microorganismos agregados para transformar o
reducir el TAN. Por otro lado, los tratamientos T2 y T3 contenian el biofloc y
una menor acumulacion de TAN, de acuerdo con su media (0,69 678mg/l y
0,345mg/l, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de varianza TAN
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Con respecto al nitrito (NO2), en la Figura 5 se observa que en los tratamientos
Cly T1 (alos cuales no se les aplicé el biofloc) la concentracion de nitrato fue
nula debido a que la tasa de recambio (30%) evito la conversion del TAN en
