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RESUMEN

En los estanques de produccidn acuicola, el nitrdgeno amoniacal total (NAT), nitritos (NO>)
y nitratos (NO3) son toxicos, en diferentes escalas; por ello es necesario reducir su concentracion.
La tecnologia de biofldculos (BFT) es una alternativa eficiente en la transformacion de dichos
compuestos, principalmente a través del proceso de nitrificacion y por la conversion de nitrégeno
en biomasa bacteriana llevada a cabo por comunidades bacterianas nitrificantes y heterotroficas,
respectivamente. En un primer bioensayo con duracion de diez semanas fueron cultivados juveniles
de Litopenaeus vannamei en acuarios con biofloculos. En dicho tratamiento hubo una
sobrevivencia del 67%, la biomasa increment6 de 43 a 128 g y no fueron generadas aguas de
desecho.
En un segundo bioensayo se buscO obtener biofléculos maduros en ausencia de organismos
cultivables. A partir de ahi, se haria la demostracion de la capacidad bioquimica para oxidar NAT
y definir la composicion bacteriana de los biofloculos, asi como las predicciones de las capacidades
funcionales. La generacion y maduracion de los nuevos biofloculos fue hecha con indculos
preparados en agua marina esterilizada (AME), agua marina clorinada (AMCI) y agua marina cruda
(AMC). La maduracion de los biofléculos fue alcanzada en la semana seis. La oxidacion del NAT
fue mas eficiente en el tratamiento con biofloculos respecto al control en 24 h, con una tasa de
oxidacion en promedio de hasta 0.24 mg/L de NAT/h.
Taxonomicamente, el core bacteriano (a nivel de filo) de los biofloculos maduros esté& constituido
por: Proteobacteria (51.4%), Planctomycetes (17.5%), Bacteroidetes (8.7%), Chloroflexi (4.7%),
Actinobacteria (4.4%), Firmicutes (3.9%), Cyanobacteria (3.3%) y Otros (6.1%). A nivel de
familia, de los 150 taxones que fueron encontrados, el 14% de los casos el nivel de clasificacion
fue menor. De estas familias, 47 tuvieron en promedio una participaciéon >1% en al menos un
tratamiento. Quince familias fueron compartidas en todos los tratamientos; Halomonadaceae
(6.2%), Rhodobacteraceae (5.7%), Pirellulaceae (5.5%), Phycisphaeraceae (4.5%), entre otros.
Las predicciones funcionales realizadas a los biofloculos maduros y durante la oxidacion de NAT,
arrojaron que las funciones relacionadas al metabolismo (KEGG-L1) fueron las méas abundantes
(74%), A nivel L2 (KEGG) fueron encontradas funciones relacionadas al metabolismo energético,

y dentro de esta Ultima ruta metabdlica fueron encontrados los procesos relacionados al
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metabolismo del nitrégeno (KEGG-L3), incluido el proceso de nitrificacion. Adicionalmente, en
los biofloculos fueron encontradas 21 enzimas implicadas en el metabolismo del nitrégeno segun
la base de datos KEGG.

Palabras claves. Tecnologia de biofloculos (BFT), maduracion de biofléculos, oxidacion de NAT,
perfiles taxondmicos, predicciones funcionales y KEGG.
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ABSTRACT

In aquaculture production ponds, total ammonia nitrogen (NAT), nitrites (NO2), and nitrates
(NO3) are toxic on different scales; therefore, it is necessary to reduce their concentration. The
biofloc technology (BFT) is an efficient alternative for these compound’s transformation, mainly
through the nitrification process and the conversion of nitrogen into bacterial biomass carried out
by nitrifying and heterotrophic bacterial communities, respectively. Juvenile Litopenaeus
vannamei were cultured under biofloc conditions in a first bioassay lasting ten weeks. This
treatment had a 67 % survival rate, biomass increased from 43 to 128 g, and no wastewater was
generated.
In a second bioassay lasting eight weeks, without the culture of organisms, the following aspects
were evaluated to obtain mature biofloc; a) generation and maturation biofloc process, b)
biochemical verification of the ability to oxidize NAT, c) identification of taxonomic profiles, and
d) predictions of functional capacities. The generation and maturation of the new biofloc were done
with three different inocula; sterilized seawater (SSW), chlorinated seawater (CSW), and raw
seawater (RSW). Biofloc maturation was reached at week six. NAT oxidation was more efficient
in the biofloc treatment than in control at 24 h, with an average oxidation rate up to 0.24 mg/L
NAT/h.
Taxonomically, the bacterial core (at the phylum level) of mature biofloc consists of Proteobacteria
(51.4%), Planctomycetes (17.5%), Bacteroidetes (8.7%), Chloroflexi (4.7%), Actinobacteria
(4.4%), Firmicutes (3.9%), Cyanobacteria (3.3%) and Others (6.1%). Of the 150 taxa found at the
family level, the classification level was lower in 14% of the cases. Of these families, 47 had, on
average, >1% participation in at least one treatment. Fifteen families were shared in all treatments;
Halomonadaceae (6.2%), Rhodobacteraceae (5.7%), Pirellulaceae (5.5%), Phycisphaeraceae
(4.5%), among others.
Functional predictions made on mature biofloc and during NAT oxidation showed that functions
related to metabolism (KEGG-L1) were the most abundant (74%), functions related to energy
metabolism were found at the L2 level (KEGG), and within this last metabolic pathway, processes
related to nitrogen metabolism (KEGG-L3) were found, including the nitrification process.
Additionally, according to the KEGG database, 21 enzymes involved in nitrogen metabolism were
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found in the biofloc.

Keywords: Biofloc technology (BFT), biofloc maturation, NAT oxidation, taxonomic profiles,

functional predictions and KEGG.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de los afios la seguridad alimentaria ha representado un reto a superar para
cualquier sociedad, principalmente por el incremento acelerado de la poblacion mundial, ya que se
espera que para el afio 2100 la poblacion alcance los 9,100 millones de habitantes, con la agravante
de la disminucién de los recursos naturales y los cambios climaticos. En la basqueda de alternativas
que permitan la produccién de alimentos de buena calidad y brinden la posibilidad de cubrir la
creciente demanda alimentaria (Willett et al., 2019; Desa, 2019), los alimentos provenientes del
mar a través de la pesca podrian representar una de las mejores opciones (Park et al., 2018),
principalmente por su alto contenido proteico y de &cidos grasos poli-insaturados Omega-3 (®3),
pero también, por ser bajos en grasas saturadas y colesterol (Cantoral et al., 2017). Sin embargo,
la pesca no alcanza a satisfacer la demanda de alimento y, ademas, pone en riesgo la sustentabilidad
debido a la sobreexplotacion de los recursos naturales (Eayrs, 2007).

A través de la acuicultura se vuelve posible la obtencion de este tipo de alimentos, pero sin las
desventajas que representa la pesca (Martinez-Cérdova et al., 2009; Gibbs, 2007). Esta actividad
econdmica puede ser desarrollada tanto en agua salada como dulce, permitiendo el cultivo de
diversas especias acuéticas, tanto de animales como vegetales, incluyendo los crustaceos,
moluscos, equinodermos, peces, anfibios y algas (Greaves Fernandez, 2015; Luchini, 2016). Si
bien la acuicultura busca satisfacer la demanda de alimento, también se observan otros beneficios
inherentes (Valenti et al., 2018), como el desarrollo de las zonas rurales debido al aumento de los
ingresos econdmicos, y la generacion de nuevos puestos de trabajo, tanto de hombres como de
mujeres, de diferentes edades y, muy importante, la generacion de conocimiento de frontera en el
area (Foale et al., 2013; Tran et al., 2017).

A pesar de las bondades que ha representado la produccién de alimento a través de la acuicultura
tradicional, esta sigue siendo rebasada por la demanda, motivo por el que se ha optado por la
intensificacion de los cultivos acuicolas, lo que permite aumentar la densidad de la siembra en el
mismo espacio, pero sin incrementar el uso de agua y suelo (Oddsson, 2020). Sin embargo, esto ha
ocasionado otro tipo de problemas, especificamente relacionados con la produccién y acumulacion
de materia organica, compuestos nitrogenados en el agua y sedimentos en los estanques.

En este sentido, el excedente de la materia organica proviene del alimento no consumido, cadaveres
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y otros detritos; mientras que los compuestos nitrogenados como el nitrogeno amoniacal total
(NAT), el cual es la suma del amonio (NH4*, forma ionizada) y amoniaco (NHs, forma no
ionizada), donde la proporcion de estos esta definida principalmente por el pH, la temperaturay la
salinidad (Khodami et al., 2011), provienen de los desechos del catabolismo de los aminoéacidos,
representando entre 70-95% del aporte de nitrégeno en el agua (Bartoli et al., 2008) y de las
excretas de los organismos cultivados (25-30%) (Legarda et al., 2021). Los nitritos (NO>) y nitratos
(NO:3), provienen de la oxidacion de NAT a nitrito, y posteriormente a nitrato, a través del proceso
de nitrificacion (Yun et al., 2019).

Los compuestos nitrogenados existen de forma natural en los ambientes acuaticos; sin embargo, la
concentracion de estos suele aumentar en los cultivos intensivos, debido a las densidades de
siembra. Esto puede llegar a representar un serio problema para la calidad del agua (Camargo et
al., 2005; Yang et al., 2010; Kim et al., 2017; Liaset et al., 2019), ya que la acumulacion de
compuestos toxicos representa un riesgo para la salud de los organismos cultivados (Barbieri y
Bondioli, 2015; Luo et al., 2020; Romano y Zeng, 2013; Edwards, 2015; Henriksson et al., 2018;
Rosa et al., 2020). La toxicidad de NAT es inmediata, lineal y depende de la dosis (Park et al.,
2007; Hegazi et al., 2010). Por ejemplo, en la tilapia, ademas de afectar a la respuesta inmunitaria,
este metabolito provoca una reduccion del crecimiento, degeneracion del tejido hepético,
hiperplasia de las branquias, hiperexcitabilidad y, en Gltima instancia, la muerte (Yilmaz, 2019).
En el camardn, los altos niveles de NAT en el agua afectan la asimilacién de nutrientes, el
crecimiento, la respuesta inmunitaria, el transporte y captacion de oxigeno disuelto a través de las
branquias, la muda y la supervivencia (Cheng et al., 2013; Wang et al., 2019; Lin y Chen, 2001,
Lin y Chen, 2003; Camargo et al., 2005; Kuhn et al., 2010; Yang et al., 2010). Ademas, la
exposicion prolongada al NAT aumenta el riesgo de infeccion por patégenos, como Vibro
alginolyticus, Lactococcus garvieae y Enterococcus spp. (Li et al., 2018). En términos generales,
la presencia de NAT resulta inevitable en los cultivos acuicolas, razén por la cual este compuesto
recibe mayor relevancia en cuanto a su monitoreo. No obstante, es posible regular su acumulacion
y favorecer su transformacion en compuestos menos toxicos.

La presencia de NO en los ecosistemas acuaticos, incluidos los estanques acuicolas, Unicamente
es posible como producto de la oxidacion de NAT durante el proceso de nitrificacion. La
exposicion prolongada a este compuesto afecta el intercambio cloruro-bicarbonato (CI/HCO3) y el
equilibrio de potasio (K). La intoxicacion por nitritos, asi como por el nitrégeno amoniacal total se
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produce tras la difusion de estos compuestos a través de las membranas celulares en las branquias
de los organismos acuaticos (Roumieh et al., 2012) y el transporte activo a través de los canales
ionicos dentro de las células (Huertas et al., 2002). En el torrente sanguineo, NO2 oxidan
reversiblemente el hierro de la hemoglobina, pasando del estado ferroso al férrico, y provocan la
formacion de metahemoglobina (Lewis y Morris, 1986; Martinez y Souza, 2002; Ciji et al., 2012),
en este estado, no puede realizar el intercambio O2/ CO2 (Jensen, 2003). Esto resulta en una clara
manifestacion de hipoxia y anemia hemolitica (Tucker et al., 1989), lo que produce dificultades
respiratorias en peces y puede conducir a la muerte (Dos Santos Silva et al., 2018).

En los crustaceos, a diferencia de la hemoglobina, la hemocianina contiene dos atomos de cobre
(Cu) en cada sitio de union al Oz, que cambia su estado de oxidacion cuando se une al O, lo que
se observa facilmente porque la proteina se vuelve azul, color caracteristico de la oxihemocianina.
Sin embargo, cuando entran en contacto con la hemolinfa, los nitritos oxidan irreversiblemente al
Cu formando metahemocianina, la cual tiene baja afinidad por el Oz (Cheng y Chen, 1999). En este
sentido, el oxigeno que es transportado a los diferentes tejidos, asi como la cantidad de O>
disponible para el metabolismo disminuye hasta causar una hipoxia severa. En el caso de los
camarones, estos pueden hiperventilar durante un periodo limitado de tiempo para compensar la
demanda de oxigeno, pero, si la hipoxia es prolongada puede ocurrir la muerte por asfixia (Souza
etal., 2019).

Los nitratos, ltimo subproducto derivado de la nitrificacion, son considerados significativamente
menos toxicos que NAT y NO (van Bussel et al., 2012), y su concentracion en los sistemas de
acuicultura suele ser mayor (Camargo et al., 2005; Hamlin, 2006). No obstante, la exposicion
prolongada y las concentraciones excesivas pueden llegar tener algunas implicaciones fisioldgicas
a largo plazo, e incluso causar la muerte de los animales acuaticos (Romano y Zeng, 2009; Romano
y Zeng, 2007; Furtado et al., 2014). Al igual que los nitritos, la intoxicacion por nitratos en los
peces ocurre por la formacion de metahemoglobina (van Bussel et al., 2012); sin embargo, los
nitratos tienen menos afinidad por la hemoglobina, por lo que no se presenta una hipoxia aguda.
Algunos peces como a trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la carpa comdn (Cyprinus carpio),
pueden tolerar concentraciones de nitrato de hasta 500 mg/L?; no obstante, a partir de 125 mg/L*
se produce una disminucion de la capacidad de osmorregulacion y manifestaciones de
metahemoglobinemia (Cheng y Chen, 2002a; Cheng y Chen, 2002b; Camargo et al., 2005).

También, en peces de agua dulce se han observado alteraciones en la funcion endocrina,
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deformidades, dificultad en la natacién y otros problemas en general (Steinberg et al., 2018;
Steinberg y Saba, 2008).

Con relacion a lo anterior, la presencia de compuestos nitrogenados en el agua tiene efectos graves,
lo que puede causar pérdidas economicas. Es importante buscar alternativas que permitan la
remocion de estos compuestos tdxicos de los estanques acuicolas. La primera opcidn consiste en
realizar recambios de agua; sin embargo, esto genera un impacto ambiental (Dauda, 2020), debido
a que los efluentes generados son vertidos directamente al medio ambiente sin algln tipo de
tratamiento previo de purificacion (Dauda, 2020). Ademas, los recambios de agua producen: a)
aumento en los costos operativos en cuanto a consumo de agua y energia, ya que en un dia pueden
llegar al 15% del volumen total; b) eliminacién de los nutrientes del estanque (Jackson et al., 2003;
Crispim et al., 2009); ¢) aumenta el riesgo de introduccion de patdgenos a los estanques al reponer
el volumen de agua expulsada y d) impacto ambiental causado por las aguas de desecho,
principalmente estar cargadas con materia organica, desechos de alimento no consumido, heces,
etcétera, compuestos que son ajenos a los ecosistemas donde son vertidos (Flores et al., 2007; Soria
Freire, 2005; Li et al., 2016; Finlay et al., 2013). Lo anterior evidencia que el realizar recambios
de agua en ocasiones representa mas desventajas que beneficios, por lo que seria importante
considerar otras alternativas.

Dentro de las opciones que reducen las desventajas de los recambios de agua surgieron los sistemas
de recirculacion o RAS (Recirculating Aquaculture Systems). Estos son considerados de alta
complejidad estructural y donde, tal como su nombre lo indica, la calidad del agua se mantiene en
Optimas condiciones al hacerla circular constantemente a través de diferentes tipos de filtros,
incluyendo mecéanicos y bioldgicos, asi como por radiacion ultravioleta (Verdegem et al., 2006;
Ray et al., 2017; Dalsgaard et al., 2013; Badiola et al., 2012). Esta serie de filtros permiten
mantener la calidad del agua en condiciones adecuadas para el cultivo de organismos acuéticos, y
avanzar hacia una acuicultura sostenible (Rurangwa y Verdegem, 2015). Sin embargo, también
presentan algunas las desventajas, como, el costo de inversion inicial, los requerimientos tanto
estructurales como tecnoldgicos, y lo relacionado al mantenimiento; recambio de filtros saturados
y/o dafiados, controladores de pH, clarificadores de sélidos, entre otros, asi como la acumulacion
de residuos (Brailo et al., 2019; Samocha, 2019; Zou et al., 2018; Ray et al., 2017).

Una segunda estrategia que ha sido utilizada exitosamente en la acuicultura es la tecnologia de

biofloculos o BFT (Biofloc Technology), la cual presenta algunas ventajas y es econémicamente
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méas accesible que RAS. Los sistemas BFT presentan beneficios tanto financieros como
ambientales y esta basado en la produccién y mantenimiento de comunidades microbianas in situ,
que deben permanecer en suspension en la columna de agua (Crab et al., 2010; Wasielesky et al.,
2006; De Schryver et al., 2008). La versatilidad de esta tecnologia permite utilizarla tanto en
cultivos intensivos como hiperintensivos de peces, como la tilapia (Tubin et al., 2020; Zaki et al.,
2020; Laice et al., 2021; Khanjani y Sharifinia, 2021), y crustaceos como el camaron (Litopenaeus
vannamei) (Sanchez-Muros et al., 2020; Addo et al., 2021; Khanjani et al., 2017; de Melo Filho et
al., 2020; Legarda et al., 2021).

Los sistemas BFT se basan en el uso de consorcios microbianos que se agregan para formar los
biofléculos, y tienen la capacidad de reciclar los nutrientes presentes en el agua y la conversién
directa de NAT a biomasa bacteriana (Yun et al., 2019; Xu et al., 2016; Souza et al., 2019;
Avnimelech, 2009). Esto permite reducir considerablemente los recambios de agua, y los costos
involucrados, mientras se incrementa la bioseguridad (Wasielesky et al., 2006; Avnimelech, 2007,
Martinez-Cérdova et al., 2022). En los biofléculos existe una gran diversidad de organismos
microbianos, donde las bacterias y las microalgas predominan, pero también, aunque en menor
proporcion se encuentran: hongos, protozoarios, y otros organismos del fitozooplancton; asi como
restos de alimento, de heces y detritus organico (Hargreaves, 2006; Llario et al., 2019; Menaga et
al., 2019; Pilotto et al., 2020; Marella et al., 2020; da Paz Serra et al., 2021).

Los primeros microorganismos colonizadores de los biofloculos son aquellos con la capacidad de
aglutinarse entre si y mantenerse unidos hasta la formacion de floculos, proceso que puede ser
acelerado con el uso de una matriz orgéanica (Hargreaves, 2013). Una vez que los colonizadores
logran establecerse, las nuevas condiciones fisicoquimicas favorecen la incorporacién de otros
microorganismos presentes en el agua. Al paso de los dias, la composicion microbiana de los
biofloculos se va estabilizando hasta parecer casi constante, al alcanzar la madurez (Martinez-
Cordova et al., 2018b). En los biofléculos deberan concurrir comunidades autotréficas, como las
bacterias nitrificantes, y comunidades heterotroficas, las cuales son las responsables del reciclaje
de nutrientes en el agua. La adecuada proporcion de estas comunidades garantiza el éxito de los
biofl6culos (Samocha, 2019; Dauda et al., 2019).

La presencia de las bacterias tanto nitrificantes como heterotroficas hacen posible que los
parametros de calidad del agua se mantengan en rangos adecuados para el cultivo de organismos

acuaticos, tanto en sistemas intensivos como hiperintensivos, lo que, adicionalmente, permite
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trabajar con cero o minimos recambios de agua, atenuando el impacto ambiental generado por la
descarga de aguas de desecho cargadas con materia orgénica, detritus, alimento no consumido y
metabolitos nitrogenados (Adineh et al., 2019; Ahmad et al., 2017). EIl reciclaje de nutrientes
llevado a cabo por los biofloculos se debe a dos procesos que, en conjunto, transforman los
compuestos nitrogenados potencialmente tdxicos en productos inocuos o, mejor ain, en biomasa
(Pierri et al., 2015; Giatsis et al., 2015);

a) La nitrificacion es el primer proceso, que consiste en dos etapas vinculadas entre si y llevadas a
cabo por bacterias autétrofas bajo condiciones aerobicas (Zhu et al., 2012; Alzate Marin et al.,
2016; Pan et al., 2018; Zou et al., 2018): la oxidacion del NAT a NO2 por accién de un grupo de
bacterias denominado bacterias oxidantes de amoniaco (AOB, Ammonia oxidizing bacteria), el
cual comprende dos reacciones, el primero con la formacion de hidroxilamina (NH2.OH) como un
intermedio critico en los procesos de nitrificacion (Arp y Stein, 2003; Vajrala et al., 2013). Esta
reaccion es catalizada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO) (Yin et al., 2015), incluidas
las subunidades amoA, B y C (Calvo-Perxas, 2005) unidas a la membrana, lo que requiere oxigeno
molecular y un par de electrones para la oxidacion de amoniaco a hidroxilamina. El segundo paso
es una reaccion catalizada por otra enzima, hidroxilamina oxidorreductasa (HAO), donde la
hidroxilamina se oxida a nitrito usando oxigeno del agua y un oxigeno molecular adicional como
aceptor de electrones terminales (Wunderlin et al., 2012; Zhu et al., 2008). Posteriormente, el
ultimo paso de la nitrificacion involucra la oxidacion de NO2 a NOsz por las bacterias oxidantes de
nitritos (NOB, Nitrite oxidizing bacteria) (Zhao et al., 2019; Hu et al., 2013; Zhang et al., 2018),
reaccion catalizada por la enzima nitrito oxidoreductasa (Adineh et al., 2019; Zhao et al., 2019) tal

como muestra la figura 1, este Gltimo metabolito se acumula (Furtado et al., 2014).
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Figura 1. Proceso de nitrificacion llevado a cabo por bacterias nitrificantes.

b) El segundo proceso de reciclaje de nutrientes en los biofloculos es llevado a cabo por las
bacterias heterotroficas, estas consumen tanto la materia organica presente en el medio como el
nitrégeno, esto para mantener dos mecanismos: el primero es el anabolismo, produccién de
estructuras celulares y multiplicacion, donde, finalmente, se genera biomasa bacteriana que puede
ser una fuente natural de alimento de alta calidad y consumida por los organismos cultivados, el
segundo mecanismo es el catabolismo, de donde se genera energia pero también se consume
oxigeno (Gallardo-Colli et al., 2019; Avnimelech, 2007; Kumar et al., 2018; Gaona et al., 2016).
Al ser una rica fuente de proteinas, lipidos, carbohidratos, fibra, aminoacidos, acidos grasos y
algunos compuestos bioactivos (Hosain et al., 2021; Panigrahi et al., 2018), proporciona nutricion
complementaria (Durigon et al., 2020; Reis et al., 2019; Ray y Lotz, 2017; Hosain et al., 2021;
Panigrahi et al., 2018), lo que indirectamente se puede traducir en una reduccion en los costos de
produccién relacionados a la alimentacién (Garcia-Rios et al., 2019).

Esto Gltimo resulta interesante para la acuicultura donde la alimentacion representa entre el 40-
60% de los costos operativos (Khatoon et al., 2016). Asi, BFT es una opcion atractiva por permitir
la reduccion en los gastos de produccién y adicionalmente, es ambientalmente amigable (Crab et
al., 2012; Braga et al., 2015; Garcia-Rios et al., 2019; Shao et al., 2017; Hamidoghli et al., 2018).
Los biofloculos ademas, favorecen el desarrollo de bacterias benéficas que pueden fungir como los
probidticos (Hai, 2015; Kumar et al., 2020). Los probio6ticos son microorganismos vivos que
contribuyen en el crecimiento, desarrollo y supervivencia de los organismos cultivados, esto por
tener implicaciones en la digestibilidad y asimilacion de los alimentos y promover la respuesta

inmune (Kumar et al., 2021; Dash et al., 2018; Duan et al., 2017). Entre los mecanismos de accion
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de los probidticos contra bacterias patdgenos esta la competencia directa por nutrientes y espacio,
esto a través de la produccion de compuestos inhibitorios e interfiriendo con la comunicacion de
deteccion de quorum (Holt et al., 2021; Abakari et al., 2021; AftabUddin et al., 2020; Pilotto et
al., 2018; Abakari et al., 2022).

Entre las bacterias probioticas presentes en los biofléculos se encuentran las que pertenecen a los
géneros Bacillus y Lactobacillus, principalmente, donde su efecto benéfico es reconocido por la
produccién natural de compuestos antimicrobianos, antioxidantes y por contribuir al mejoramiento
tanto de la morfologia intestinal como de la microbiota de los organismos cultivados (Hai, 2015;
Xu y Pan, 2013; Thy et al., 2017; Long et al., 2015; Ogello et al., 2021; Ferreira et al., 2015;
Abdollahi-Arpanahi et al., 2018; Samocha, 2019). La capacidad de los probidticos del género
Bacillus ha sido demostrada al inhibir el crecimiento de V. harveyi, V. cholerae, V. vulnificus, V.
harveyi y V. parahaemolyticys, (Boopathy et al., 2015; Tepaamorndech et al., 2018; Aguilera-
Rivera et al., 2014). También, al suplementar la alimentacion del camaron blanco (L. vannamei)
con B. aryabhattai se estimula la expresion de los genes que codifican péptidos antimicrobianos y
enzimas antioxidantes, incluyendo la lectina tipo C, la penaeidina-3, la proteina de chogue térmico,
la tiorredoxina y la ferritina (Tepaamorndech et al., 2018).

Por otra parte, la suplementacion combinada del probi6tico Clostridium butyricum con el alimento
tienen un efecto probidtico en el camardn kurama, Marsupenaeus japonicus, aumentando el
rendimiento del crecimiento y la capacidad antioxidante del intestino (Duan et al., 2017). En este
sentido, el uso de probidticos comerciales parece ser una buena alternativa en la acuicultura, para
cultivo de peces como la tilapia y los crustaceos como el camarén. Un ejemplo practico es el uso
de; PondPlus, Efinol y Epicin que, segln sus etiquetas, incluyen; Carnobacterium, Artrobacter,
Bacillus (B. amyloliquefacins, B. coagulans, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis and B.
lincheniformis), Brevibacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus sp, Lactobacillus
acidophilus, Megaterium, Mycobacterium y Streptococcus faecium (Huerta-Rabago et al., 2019;
Miranda-Baeza et al., 2019).

Ademas, el uso de probidticos en la acuicultura se considera como una estrategia efectiva en el
control de algunas enfermedades, como en el caso de la necrosis aguda del hepatopancreas o
AHPND (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease), causada por Vibrio parahaemolyticus y el
virus de lamancha blanca 0 WSSV (White spot sindrome) (Panigrahi et al., 2020; de Souza Valente
et al., 2020). Tambiéen, la combinacion de probidticos y biofloculos ha permitido aumentar la
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bioseguridad de los cultivos, mientras que se reduce la necesidad de utilizar antibidticos
(Hernandez-Mancipe et al., 2019; Ekasari et al., 2015; Ali et al., 2016; Martinez-Cérdova et al.,
2018a; Amenyogbe et al., 2020).

Los biofldculos estan siendo ampliamente utilizado en la acuicultura por los beneficios que
representan, incluyendo el mejoramiento en la calidad del agua, como una fuente complementaria
de alimento y contar con capacidad protectora de las comunidades probi6ticas que conforman su
biomasa (Plascencia y Almada, 2012; Durigon et al., 2020; Reis et al., 2019; Ray y Lotz, 2017).
Sin embargo, la informacion referente al proceso de obtencion y maduracion, o fase “startup” de
los biofléculos, no ha sido totalmente descrita, motivo por el cual se ha dificultado el poder
proporcionar condiciones iddneas para que las comunidades microbianas logren crecer y
establecerse en los sistemas (Emerenciano et al., 2017), y asi, cumplir eficazmente las funciones
mencionadas. En este sentido, es importante destacar que el manejo de los biofloculos involucra el
monitoreo constante de ciertos parametros ambientales incluyendo la calidad del agua y asi como
contar con la capacidad de modificarlos. Adicionalmente es crucial el establecimiento de criterios
de maduracion de manera que el funcionamiento metabolico de los consorcios microbianos que
forman la biomasa del biofloc sea el esperado, lo que mejorara las probabilidades de éxito.

En primer lugar, hay que considerar que la formacion de los biofléculos cominmente comienza
durante la primera semana de cultivo, y que dicho proceso puede ser acelerado a través de diversas
estrategias, como es la utilizacion de un indculo inicial. Estos indculos pueden provenir de: a)
biofloculos establecidos previamente, el cual puede estar en forma de liofilizado, b) in6culos
comerciales y, ¢) combinacion de cepas bacterianas especificas, especialmente cepas probidticas
(Ponce-Palafox et al., 2019; de Melo Filho et al., 2020; Braga et al., 2015; Luo et al., 2020;
Pacheco-Vega et al., 2018).

Sin embargo, el uso de algun indculo inicial no necesariamente definira la composicion taxonémica
final de los biofloculos, ya que éstos estaran constituidos por todas las comunidades microbianas
que se encuentren en el agua en ese momento y tendran una interaccion dindmica que favorecera a
unos durante las primeras etapas y a otros durante etapas mas tardias. Aunque estos cambios
dindmicos llevan su tiempo, es posible reducir el tiempo de floculacion al utilizar un nucleadores
gue sirvan como un matriz adherente para las bacterias heterotroficas, principalmente; algunos
ejemplos de nucleadores naturales son salvado de trigo, avena, amaranto, entre otros. Respecto al

nucleador a utilizar es importante considerar el costo y disponibilidad (Martinez-Cordova et al.,
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2018b; Lara-Espinoza et al., 2016; Jia et al., 2019; Silva et al., 2017).
Ademas, los biofléculos pueden ser producidos siguiendo diversas estrategias para obtener la

comunidad inicial, por ejemplo, al ser cultivado tanto de manera in-situ, en presencia de

organismos acuaticos, como ex-situ, en ausencia de los mismos (Samocha, 2019). A pesar de que

en ambos casos hay similitudes en cuanto a las condiciones de cultivo, existen algunas

consideraciones que diferencian ambos procedimientos. Cuando los biofléculos son generados en

la presencia de organismos, donde el proceso de maduracion puede prolongarse debido al aporte

constante de amonio, tanto de los organismos cultivados, alimento no digerido e incluso animales

muertos. Estos factores no afectan cuando los biofl6culos son generado ex-situ.

En general, los aspectos que deben de ser considerados durante la generacion y maduracion de los

biofloculos son los siguientes:

a)

b)

El manejo de la relacién Carbono:Nitrogeno (C:N) por adicion de una fuente de carbono
orgénico y una de nitrégeno, lo que estimulara el crecimiento de las bacterias heterotroficas
y nitrificantes involucradas en la transformacion del nitrégeno en el estanque(Gaona et al.,
2016; Panigrahi et al., 2018; Luo et al., 2019; Wang et al., 2015). En caso de cultivo in-situ,
la relacion C:N inicial depende principalmente del alimento incorporado al estanque a través
del alimento. Si se desea incrementarla, es necesario agregar una cantidad de C organico
adicional, para lo cual se han propuesto una variedad de fuentes, incluyendo melaza de cafia
de azlcar (Garibay-Valdez et al., 2022), dextrosa & salvado de arroz (Serra et al., 2015),
almidon de tapioca (Deng et al., 2018) y celulosa vegetal (Oliveira et al., 2022), entre otros.
Para el caso de las bacterias heterotréficas, el mejor crecimiento es logrado al manejar una
relacion C:N >10:1, mientras que a una relacion C:N <10:1 es favorecido el crecimiento de
las bacterias nitrificantes (Martins et al., 2020). Una relacion C:N recomendada al trabajar
con biofloculos esté entre 12-20:1 (Emerenciano et al., 2017).

La medicion de los solidos sedimentables permite estimar la produccion de biomasa
microbiana en el agua, aspecto clave durante la maduracion y mantenimiento de los
biofloculos, ademas de ser un indicativo de la salud del entorno. Adicionalmente, esta
biomasa bacteriana puede ser consumida por los organismos cultivados como alimento
natural (Dauda, 2020; Durigon et al., 2020; Braga et al., 2015; Hosain et al., 2021). Sin
embargo, en el caso del cultivo in-situ es necesario monitorear el crecimiento de los

biofloculos, ya que una cantidad excesiva en el agua (>15 ml/L) puede llegar a obstruir las
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d)

branquias de los organismos cultivados (Luo et al., 2020; Zemor et al., 2019). En contra
parte, en los cultivos ex-situ el monitoreo de la biomasa se vuelve necesaria para controlar la
adicion de sustratos. En este sentido, una de las formas de cuantificar el crecimiento de los
biofloculos es a través de mediciones de solidos sedimentables en conos de sedimentacion
(conos Imhoff), donde niveles a partir de SS >15 ml/L pueden llegar a ser perjudiciales
(Hargreaves, 2013). En cualquier caso, el exceso de biomasa puede ser retirada del estanque
y desecharse, 0 puede ser reincorporada a nuevas preparaciones de alimento, e incluso,
utilizarse para inocular otros estanques. Finalmente, si la masificacion de los biofléculos ha
sido exitosa, se puede liofilizar una porcion que podria ser reactivada posteriormente para la
generacion de nuevos biofléculos.

Los manejos de los parametros fisicoquimicos del agua durante el proceso de
maduracion de los biofloculos son de gran importancia, ya que la calidad de agua puede
llegar a afectar tanto positiva como negativamente a las comunidades microbianas que
conforman los biofloculos, asi como a los organismos cultivados. En este sentido, los
parametros que deben de ser monitoreados durante este proceso son: temperatura (28-30 °C,
rango de temperatura ideal para especies tropicales), pH (6.8-8, valores por debajo de 7 en
los biofl6culos pueden ser normales, pero podrian afectar el proceso de nitrificacion),
salinidad (30-35 UPS, pero para el caso del proceso in-situ, dependera del organismo que se
cultive, ya sea de agua dulce o agua salada o salobre), oxigeno disuelto (>4.0 mg/L para
garantizar la demanda de O> de los organismos cultivados, y cubrir la tasa de respiracion de
las bacterias, lo que, ademas, evitaria caer en hipoxia). Asi también, la intensidad de la
aireacion debe de ser suficiente para mantener las particulas de los biofléculos en suspension,
pero no tan vigorosa como para llegar a destruirlas. Los niveles de alcalinidad (>100 gm/L)
también son importantes, ya que valores adecuados ayudan a la asimilacion del nitrégeno por
parte de las bacterias heterdtrofas y al proceso de nitrificacion realizado las bacterias
quimioautotrofas, ademas de mantener un rango de pH estable (Emerenciano et al., 2017;
Samocha, 2019; Abakari et al., 2022; Bartoli et al., 2008; Pierri et al., 2015; Gonzalez-Ruiz
et al., 2020).

La luz solar favorece el crecimiento de organismos fotoautétrofos en los biofl6culos como
las microalgas (diatomeas, dinoflagelados), cianobacterias, etcétera. Sin embargo, la

prioridad es promover el crecimiento de los grupos bacterianos involucrados directamente en
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el metabolismo de los compuestos nitrogenados en el agua, es decir, a las bacterias
heterotréficas y quimioatotréficas, por lo que es necesario reducir al méximo el contacto con
la luz solar, o incluso llegar a condiciones de completa oscuridad (Samocha, 2019;
Hargreaves, 2013).

e) La coloracion del agua durante el cultivo de biofléculos es un indicativo de una transicion
de las comunidades microbianas predominantes y de la maduracion. Un cambio de
tonalidades color verde a café en el agua, es indicativo de una transicion de microalgas a
bacterias (Samocha, 2019; Hargreaves, 2013). Una vez que las comunidades bacterianas que
conforman los biofléculos logran establecerse en el sistema, proceso que puede tomar hasta
50 dias (Emerenciano et al., 2017), el reciclaje bioldgico de nutrientes que estan presentes en
el agua, como los compuestos nitrogenados, se vuelve posible. Este proceso ocurre tanto por
asimilacion heterotrofica (transformacion de amonio a biomasa bacteriana), o a través de la
nitrificacion autotréficas por bacterias nitrificantes (Xu et al., 2016; Souza et al., 2019).

Por altimo, la prueba de confirmacién que demuestra que los biofl6culos han madurado es a través
de la medicion de su capacidad bioguimica para oxidar NAT, independientemente de la
concentracion de este compuesto, lo que indicaria que los biofloculos estan listos para eliminar la
materia organica y transformar los residuos toxicos nitrogenados producidos por los organismos
cultivados, en metabolitos para la sintesis de proteinas y otros compuestos activos (Garcia-Rios et
al., 2019; Ge et al., 2015; Yun et al., 2019). Si bien es conocido que los procesos de eliminacion
del nitrégeno que ocurren en los biofléculos son llevados a cabo por acciones de las comunidades
bacterianas nitrificantes y heterotréficas, el poder identificarlas brindaria un mayor panorama en
cuanto a su participacion en dichos procesos; sin embargo, la identificacion bacteriana por técnicas
tradicionales como el cultivo ha sido tarea dificil, principalmente debido a la escasa informacién
sobre los requerimientos nutricionales y ambientales para su cultivo (Hernandez-Leén et al., 2010;
Riesenfeld et al., 2004). Adicionalmente, considerando que alrededor del 80% de las bacterias que
coexisten en cualquier muestra ambiental son no cultivables o no facilmente cultivables (Rashid y
Stingl, 2015), la identificacion de este tipo de bacterias se vuelve aun mas complicada. No obstante,
la secuenciacion de alto rendimiento de marcadores genéticos taxondmicos esta revelando la
existencia de una diversidad considerables de bacterias no cultivables, incluidas las nitrificantes y
heterotroficas (Daims et al., 2016; Purkhold et al., 2000; Koops y Pommerening-Rdser, 2001).

Ademas, la secuenciacion del ADN gendmico y las nuevas herramientas de ensamblaje de novo
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podrian contribuir a conocer mejor estos organismos (Ortiz-Estrada et al., 2019).

La identificacion de bacterias a través de la secuenciacion del ADN ha facilitado los avances en el
conocimiento de los sistemas vivos, y generado gran cantidad de logros cientificos importantes,
como la identificacion de genes nuevos. La tecnologia de secuenciacion masiva de nueva
generacion (NGS, Next Generation Sequencing) permite generar millones de secuencias de acidos
nucleicos en corto tiempo y con costos cada vez menores (Patel y Jain, 2012; Rezay Teresa, 2014),
ya que esta metodologia permite alcanzar la produccion de “Gigabases” o “Terabases” de
informacidn gendmica en un solo experimento (Sedano y Carrascal, 2012). En este sentido, la
mayor ventaja que presenta la metagenémica con respecto a los métodos que son dependientes de
cultivos, es que a partir de los genomas presentes es posible la descripcién de la estructura de las
comunidades microbianas en cuanto a su riqueza y distribucion. A partir de la informacion
gendémica es posible realizar el analisis funcional de genes, proteinas, enzimas, analisis
filogenéticos, taxondmicos y funcionales a nivel de especie de diversos tipos de microorganismos,
entre los cuales destacan las bacterias, hongos, arqueas y virus (Cadena-Zamudio et al., 2016).

El gen ribosomal 16S (16S-ARNr) codifica para un componente de la subunidad 16S de los
ribosomas procariotas y, debido a la presencia de regiones muy conservadas, fue propuesto por
Carl Woese a principios de la década de los 70" (Bou et al., 2011) como un marcador universal y/o
crondmetro molecular, siendo actualmente el mas utilizado en los estudios de filogenia y taxonomia
bacteriana (del Rosario Rodicio y del Carmen Mendoza, 2004; Medina et al., 2010; Garcia-Sanchez
et al., 2015). La taxonomia puede realizarse por medio de este gen cuyo resultado es mas certero,
solido y reproducible que los analisis fenotipicos, ya que es capaz de resolver aproximadamente el
90% de las identificaciones. Ademas, no se necesita analizar la secuencia de todo el gen y puede
ser realizada con cualquier region variables (V1-V3 o0 V1, V2, V3, V4, V3-V4 0 V6). Aungue tiene
algunas debilidades, esta metodologia se encuentra dentro de las mas eficientes, confiables y
modernas (Cuadra, 2017).

El andlisis del gen 16S-ARNTr se lleva a cabo por la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
(Polymerase Chain Reaction), técnica molecular que permite reproducir exponencialmente copias
de ADN (Lorenz, 2012). El procedimiento consiste en tratar al ADN con temperaturas (95 °C) para
desdoblar su cadena y permitir a los “primers” o “cebadores” alinearse con ella al disminuir la
temperatura, asi, la enzima ADN polimerasa puede iniciar la copia de cada hebra al aplicar
temperatura Optima para su actividad. Repitiendo este procedimiento, se pueden obtener una gran
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cantidad de copias de fragmentos de ADN en pocas horas (Tamay de Dios et al., 2013).

Por todo lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del proceso de
maduracion de biofléculos en el cultivo de camaron (L. vannamei), asi como determinar el efecto
de un cultivo iniciador para la generacién y maduracién de biofldculos nuevos, e identificar sus
comunidades de bacterias y clasificar a aquellas involucradas en los procesos relacionados con el

metabolismo del nitrégeno.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Bacterias no Cultivables

Se ha observado que en sedimentos marinos o fuentes termales solo entre el 0.01 y el 1% de las
células microscopicamente visibles llegan a formar colonias en una caja Petri. Este resultado,
conocido como “la gran anomalia del recuento de placas”, es un problema adn sin resolver por la
microbiologia tradicional (D'Onofrio et al., 2010). En el caso de la acuicultura, el uso de métodos
dependientes de cultivo ha sido til para el estudio de una pequefia fraccion de las comunidades
bacterianas. Entre el 85y el 99% de las bacterias del medio marino, incluyendo a las comunidades
bacterianas que conforman los biofl6culos, son consideradas no cultivables (Martinez-Porchas y
Vargas-Albores, 2017). En el caso de algunos ecosistemas terrestres, existen reportes donde se
describe que en un gramo de suelo se pueden encontrar alrededor de 3,000 genomas, de los cuales
solamente el 1% puede ser aislado por técnicas dependientes de cultivo (Cadena-Zamudio et al.,
2016; Ghazanfar et al., 2010). Por otra parte, hablando de la gran biodiversidad microbiana marina,
un gran namero de ella es desconocida, debido basicamente a la ausencia de medios y condiciones
de cultivo en laboratorio, de hecho, se estima que la proporcién de los microbios marinos conocidos
no es mayor del 2% (Simon y Daniel, 2009).

En realidad, este grupo de bacterias alcanzan un estado de inactividad que les impide crecer en los
medios de cultivos en el laboratorio, por ello, también son conocidas como bacterias viables no
cultivables (VBNC, viable but nonculturable). No obstante, estan vivas y tienen la capacidad de
sobrevivir bajo condiciones desfavorables, ademas de realizar actividades metabdlicas, siendo las
responsables de mantener el equilibrio en los ecosistemas, pero también siendo capaces de causar
algunas enfermedades (Ducret et al., 2014; Tamagnini y Paraje, 2015). Asi, a pesar de ser las
encargadas de sostener la vida en nuestro planeta, ain falta mucho que entender sobre la riqueza
metabolica del mundo microbioldgico de los diferentes ecosistemas. Sin embargo, el interés en
descubrir mas especies bacterianas y su fisiologia va en aumento ya que representan, ademas de
conocimiento, un gran potencial para su aplicacion benéfica en actividades agricolas, biomedicos,

entre otras (Morales-Garcia et al., 2010).
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En este contexto, para reducir la limitante impuesta por la falta de técnicas de cultivo, se han
explorado otras estrategias. Con el advenimiento de la secuenciacion masiva, la amplificacion del
gen ribosomal 16S (Hernandez-Leon et al., 2010) ha resultado ser exitosa para determinar la

composicion de comunidades microbianas.

2.2. Plataformas de Secuenciacion

El primer método de secuenciacién fue propuesto por Sanger (Pefia-Castro et al., 2013), el cual se
considera de primera generacion. Es una técnica sencilla y precisa que se basa en la utilizacion de
dideoxinucleotidos, los cuales carecen del grupo hidroxilo del carbono 3', por lo que cuando los
nucleétidos se agregan a la cadena de ADN en crecimiento, la cadena no se puede continuar
alargando (Pefia-Castro et al., 2013). Después, surge la secuenciacion masiva o secuenciacion de
siguiente generacion, la cual se caracteriza por la utilizacion de nucleétidos marcados con
fluoréforos que bloquean inversamente el alargamiento de la cadena, de este modo, despueés de la
incorporacion del fluoréforo y la eliminacion del mismo, es posible continuar con un nuevo ciclo
de adicién de un nuevo nucleétido, a lo que se le conoce como secuenciacion por sintesis (Moya,
2017). Entre las tecnologias de secuenciacion masiva mas utilizadas se encuentran: 454 GSflex de
Roche, Genome Analyzer o HiSeq de Illumina y SOLID de Life Technologies. lllumina es la
tecnologia més utilizada actualmente, debido a que ofrece plataformas efectivas, capaces de
obtener resultados confiables a precios razonables (Rodriguez-Santiago y Armengol, 2012).

La plataforma de Illumina en términos generales se basa en la incorporacion de nucle6tidos
marcados con terminadores reversibles donde en cada ciclo de ligacién se une el nucleétido
complementario al ADN molde, generando una sefial luminosa la cual es captada por un sistema
optico. La quimica que utiliza lllumina tiene la capacidad de generar lecturas de hasta 300
nucleotidos y llegar a producir hasta 6000 GB en datos y 25 millones de lecturas. Entre las
principales caracteristicas de la plataforma Illumina se encuentra su costo-efectividad, puesto que
ofrece un elevado rendimiento y una baja tasa de error en los resultados (Monz6 et al., 2017).
Segun el manual de Hlumina (MiSeq® System), el proceso de secuenciacion de las NGS se centra
en cuatro pasos basicos, que son: a) Preparacion de la libreria, b) Generacion de cldster, c)
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Secuenciacion y d) Analisis de los datos. El sistema de secuenciacion de Illumina MiSeq, brinda
la primera solucidn de secuenciacion de extremo a extremo, donde integra la generacion de cluster,

amplificacion, secuenciacion y analisis de los datos generados en un solo instrumento.

2.3. Procesamiento Bioinformaético

La secuenciacion produce una gran cantidad de secuencias crudas o “rawseqs”, cuya calidad es
analizada, las secuencias agrupadas y limpiadas. Adicionalmente, dependiendo de la profundidad
que se desee alcanzar en el andlisis de las secuencias, y con el uso de ciertas técnicas y herramientas
bioinforméaticas como Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME2) y Phylogenetic
Investigation of Communities bye Reconstruction of Unobserved State 2 (PICRUSt2), es posible
realizar tanto clasificaciones taxonémicas, como predicciones funcionales de las capacidades
metabolicas de comunidades bacterianas de estudio (Green et al., 2023b; Mougin et al., 2023)
(Wanna et al., 2023). Debido a la naturaleza de los resultados, se requiere de cierta capacidad de
coémputo para el analisis de los datos.

La herramienta QIIMEZ2, es un paquete de software que fue desarrollado tanto para el analisis como
para la visualizacion de datos de comunidades microbianas derivados de tecnologias de
secuenciacion del alto rendimiento. Entre las tareas relacionadas con la ecologia microbiana que
realiza esta herramienta, estan; procesamiento de datos de secuenciacién (datos crudos),
clasificacion taxonémica, analisis de diversidad y analisis estadistico (Bolyen et al., 2018). Esta
herramienta ha sido ampliamente utilizada en la investigacion de ecologia microbiana (Wei et al.,
2023; Peiro-Alcantar et al., 2022; Roquigny et al., 2021; Green et al., 2023a; Wang et al., 2022),
lo que ha permitido obtener informacién relevante de diferentes entornos. No obstante, QIIME2
no es la dnica herramienta bioinformatica para realizar clasificacion taxonomica, anélisis de
diversidad, entre otros, ya que existen otras herramientas como SIAMCAT, DeepMicro,
BiomMiner, Mothur, entre otros (Ghannam y Techtmann, 2021).

Como siguiente paso del procesamiento de las secuencias, se puede llevar a cabo una prediccion
de las capacidades funcionales de las comunidades microbianas por PICRSUt2. Esta herramienta
se basa en el uso de la informacion filogenética de los genes 16s ARNr para inferir la relacion de
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genes funcionales presentes en una comunidad microbiana. Las inferencias metabolicas son hechas
con el supuesto de que los genes funcionales estan altamente conservados en las bacterias y pueden
ser inferidos a partir de la estructura filogenética de dichas comunidades tomando un arbol
filogenético de referencia (Douglas et al., 2020).

Esta herramienta bioinformatica es ampliamente utilizada en estudios de microbioma y ecologia
microbiana, sobre todo por las mejoras realizadas a PICRUSt2 respecto a su antecesor (An et al.,
2023; Green et al., 2023b; Zhao et al., 2022; Chunmei Zhang et al., 2023; Zhao et al., 2023). Aqui,
el procesamiento de la informacion en términos generales inicia con una alineacion de los ASV
obtenidos de la secuenciacion con un arbol filogenético de referencia, para posteriormente realizar
las inferencias del genoma para cada ASV vy calcular las abundancias de familias de genes. Como
siguiente paso son realizadas las inferencias a nivel de ruta y, por ultimo, son agregadas las
descripciones a cada funcion predicha. Sin embargo, a pesar de las bondades de esta herramienta
bioinformatica para realizar predicciones funcionales, es importante tener en cuenta que estas
predicciones hechas por PICRUSt2 estan basadas en modelos estadisticos, y pueden tener
limitaciones y estimaciones aproximadas al ancestro filogenéticamente mas cercano, por lo cual no

puede ser considerada una herramienta infalible (Douglas et al., 2020).
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3. HIPOTESIS

En los biofléculos maduros se encuentran comunidades bacterianas con capacidad de
transformar los compuestos nitrogenados, mejorando la calidad del agua y las condiciones

ambientales de los organismos cultivados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Identificar en los biofloculos maduros los perfiles taxondmicos y funcionales involucrados en la
transformacion de compuestos nitrogenados que mejoran la calidad del agua y la produccion de los

organismos cultivados.

4.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de los biofldculos en el crecimiento del camaron.

2. Determinar la influencia de la comunidad microbiana del agua en la formacion de
biofloculos.

3. Determinar la diversidad y dindmica bacteriana de biofléculos maduro por secuenciacion
masiva del Gen 16s ARNTr.

4. Establecer por inferencias las capacidades funcionales de las comunidades asociadas a
biofléculos a través de andlisis metagendmicos y herramientas bioinformaticas.

5. Determinar la capacidad de los biofl6culos maduros para realizar la oxidacion de amonio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Bioensayo #1

5.1.1. Colecta y Conservacion del Consorcio Microbiano

Los biofloculos maduros fueron colectado de un cultivo intensivo de camaron (L. vannamei).
Primero, se permitid la sedimentacion de los sélidos y el exceso de agua fue removido mediante
decantacion. La biomasa fue congelada a -80 °C para su liofilizacion. Finalmente, el liofilizado fue

mantenido en refrigeracion hasta su utilizacion.

5.1.2. Reactivacion del Consorcio Liofilizado y Generacion del Inéculo

El indculo inicial fue preparado al resuspender 2.5g del consorcio liofilizado en 180 ml de agua de
mar adicionada con 2.5 g de sacarosa. EI matraz con capacidad de 200 ml conteniendo la mezcla
anterior fue mantenido con aireacion constante a temperatura ambiente (28 °C) durante dos dias.
Sucesivamente, el contenido del matraz fue utilizado para inocular 5 L de agua de mar adicionada
con 5 g de sacarosa y 2.5 g de nutrientes comerciales para la formacion de biofléculos (ECO-
NUTRIMAX®). Para determinar la madurez del inoculo y poder utilizarlo en la siguiente fase
fueron hechas mediciones de densidad optica (DO eoonm) cada 30 minutos, hasta que fue alcanzada

una absorbancia de 3.0.

5.1.3. Monitoreo Durante la Fase de Generacidén y Maduracion del Biofléculo

Del paso anterior se inocularon 0.5 L en tres unidades experimentales que contenian 50 L de agua
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de mar, adicionada con 22.2 g de salvado de trigo y 27.7 g de sacarosa, unidades que fueron
mantenidas con aireacidn constante y fue reducido el contacto con la luz solar con una malla
sombra. La formacion de los biofloculos fue monitoreada semanalmente con mediciones de sélidos
sedimentables, segun Wei et al. (2016). Para ello, 1 L de agua con biofloculos fue agregado en
conos Imhoff y después de 30 minutos la medicion fue tomada. Cuando fue necesario, salvado de
trigo y sacarosa fueron agregados nuevamente para alcanzar un volumen de solidos sedimentables
de 8-10 ml/L.

5.1.4. Disefio Experimental

Previo al experimento, juveniles de Litopenaeus vannamei (1.5 £ 0.10 g) fueron obtenidos de una
granja camaronicola local. La fase de aclimatacion fue llevada a cabo durante 30 dias en un
contenedor de 2 m® a una densidad de 200 organismos/m? (35 %o de salinidad, temperatura 27 + 2
°C, iluminacion 12 h luz 12 h obscuridad). Los organismos recibieron alimentacion dos veces por
dia con una dieta comercial (Zeigler®; 25% de proteina bruta) con una proporcion de alimento del
4% de la biomasa total. Una vez que el proceso de maduracion de los biofléculos finalizo, 20
organismos (2.0 £ 0.10 g) fueron agregados a cada unidad experimental (UE).

Fueron utilizadas nueve UE en tres tratamientos (tres réplicas por tratamiento) enumeradas del 1-
9 para su identificacion. Tres UE (1-3) se asignaron al tratamiento con biofloc, tres correspondieron
al control con recambio de agua (4-6), y las tres Gltimas (7-9) al tratamiento control sin recambio
de agua. Todas las unidades experimentales se mantuvieron con aireacion constante utilizando un
soplador (1HP) durante las 10 semanas del bioensayo y todos los organismos fueron alimentados
con el mismo alimento comercial a una tasa del 4% diario de la biomasa total.

Los recambios de agua fueron realizados semanalmente para las unidades control con recambio (4-
6), con ello fue minimizada la acumulacion de compuestos nitrogenados. El sedimento, mudas y
organismos muertos fueron retirado todos los dias por sifoneo. En todas las unidades
experimentales el nivel de agua evaporada fue repuesto semanalmente con agua de mar (35 %o).
La temperatura (°C), el oxigeno disuelto (DO mg/L) y la salinidad (UPS) se midieron dos veces al
dia (8:00 am y 4:00 pm) utilizando un equipo YSI ProDSS (17F105714). También, de forma
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semanal la concentracion de los compuestos nitrogenados en el agua fue determinada siguiendo la

metodologia de Herndndez-Lo6pez y Vargas-Albores (2003).

5.1.5. Biometria

Cinco camarones elegidos al azar fueron medidos semanalmente de cada unidad experimental, el

peso fue anotado y la cantidad de alimento fue recalculada en base al crecimiento promedio. El

calculo de la cantidad de alimento administrado diariamente fue hecho de la siguiente manera
Alimento por dia = Camarones en cada UE X Peso promedio X 0.04

El alimento fue proporcionado en dos raciones al dia (8:00 am y 4:00 pm).

5.1.6. Andlisis estadistico.

Fue realizado un ANOVA de una via para los parametros de biomasa total, amoniaco y
concentracion de nitritos. Cuando se presentaron diferencias significativas se aplico la prueba de
Tukey-Kramer para la comparacion de medias (p<0,05). Todo con el paquete estadistico NCSS
2007.

5.2. Bioensayo #2

5.2.1. Generacion y Maduracion del Biofloculo

5.2.1.1 Colecta y conservacion del consorcio microbiano. Los biofl6culos maduros fueron

colectados de un cultivo intensivo de camaron (L. vannamei). Primero, se permitio la
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sedimentacion de los sélidos y el exceso de agua fue removido mediante decantacion. La biomasa
fue congelada a -80 °C para su liofilizacion. El liofilizado fue mantenido en refrigeracion hasta su

utilizacion.

5.2.1.1 Reactivacion del consorcio liofilizado. Un gramo del consorcio liofilizado fue reactivado
en 200 ml de agua de mar, adicionada con azucar comercial y nitrato de amonio, manteniendo una
relacion C:N de 20:1. El cultivo fue incubado durante 18 h a 30 °C, manteniendo agitacion
constante a 150 rpm en un equipo Shaker mini (Benchmark, New Jersey, USA). Después de la
incubacion, se permitio la sedimentacion de los s6lidos mediante reposo durante dos horas, antes
de recuperar 150 ml del sobrenadante y utilizarlos como indculo inicial para la siguiente fase.
Adicionalmente, 1 ml del sobrenadante fue utilizado para cuantificar las UFC (Unidades
Formadoras de Colona) en placas de agar marino 2216 (Bacto®), preparado siguiendo las
instrucciones del fabricante (Anexo A).

5.2.1.3 Generacion de indculos iniciales. Para observar la influencia de la microbiota nativa del
agua de mar en la formacidn del in6culo la carga microbiana fue reducida de dos formas diferentes.
En la primera, el agua de mar fue esterilizada (AME) en autoclave a 110 °C por 15 minutos; en la
segunda, el agua de mar fue clorada (AMCI), agregando 162 mg/L™ de hipoclorito de sodio,
dejando reposar por 12 horas antes de ser neutralizado con 159 mg/L™ de tiosulfato de sodio. El
agua de mar sin tratar (AMC) fue utilizada como control. En todos los casos, la relacion C:N de
20:1 fue mantenida. Los indculos iniciales, para los dos tratamientos y el control, fueron preparados
en tres matraces de 250 ml con 60 ml del agua correspondiente y cada uno fue inoculado con 500
ul del consorcio reactivado. Cada matraz fue incubado a 30 °C, con agitacion constante de 150
rpm. Después de la inoculacion, las UFC fueron determinadas en placas de agar marino 2216
(Bacto®).

5.2.1.4 Generacion y maduracion del biofloculo. Para este paso, se utilizaron tres unidades
experimentales de 20 L, por tratamiento, conteniendo 15 L del agua de mar correspondiente: AME,
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AMCI, AMC. Cada una de las nueve unidades experimentales recibio 50 ml del in6culo preparado
con agua de mar tratada en forma similar. Ademas, la generacion de los bioflculos fue estimulada
al agregar a cada unidad experimental, 1.3 g/L de salvado de trigo, como un nucleador o matriz
(Martinez-Cdrdova et al., 2018b). Adicionalmente, como fuente de carbono y nitrogeno, se agregd
azucar comercial sin refinar y fertilizante triple 17® (Nitrégeno 17%, Fosforo 17% y Potasio 17%)
respectivamente, en una relacion C:N de 20:1, siguiendo las recomendaciones de Emerenciano et
al. (2011) y Panigrahi et al. (2018).

El proceso de maduracion de los biofléculos fue monitoreado semanalmente mediante
determinacion de parametros de calidad del agua (temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad)
utilizando una sonda multiparamétrica YSI ProDSS (17F105714). También, una vez por semana
las concentraciones de los compuestos nitrogenados en el agua fueron determinadas siguiendo la
metodologia de Hernandez-Lopez y Vargas-Albores (2003), mientras que los solidos suspendidos
(SS) fueron medidos con conos de sedimentacion (Imhoff) de un litro después de 10 minutos de
sedimentacion. Cuando los niveles de SS fueron <10 ml/L, se les agreg6 salvado de trigo, azucar,

y fertilizante, en las mismas cantidades anteriormente mencionadas.

5.2.2. Oxidacion de Amonio

Para demostrar la capacidad de los biofl6culos en la reduccion de amonio se utilizaron biofl6culos
preparados como se indico con anterioridad, en unidades con 15 L de agua de mar sin tratamiento
(AMC). Cuando los parametros indicaron que los biofléculos habian madurado (7-8 semanas), 30
mg de cloruro de amonio (NH4CI) fueron agregados, para alcanzar una concentracion equivalente
a 0.67 mg de NH4 L. El efecto de los biofloculos fue monitoreado a través de mediciones cada
cuatro horas de la concentracion de amonio. Después de 24 h, una nueva dosis de NH4Cl fue
agregaday la concentracion del NAT fue determinada nuevamente. Tres UE sin biofl6culos, usadas

como control, fueron manejadas y analizadas de la misma manera (Anexo B).

43



5.2.3. Analisis Metagendmico

Para el analisis metagendmico se tomaron las siguientes muestras: a) 250 mg del inéculo inicial en
forma de liofilizado; b) 15 ml de so6lidos sedimentables de cada uno de los tratamientos (biofl6culos
maduros) mediante sedimentacion en conos Imhoff y c) en la fase de oxidacién de amonio se
tomaron los SS a las 0, 24 y 48 horas. Todas las muestras fueron almacenadas a -20 °C para
posteriormente realizar la extraccién de ADN.

La extraccion de ADN se realizo por homogeneizacion de 250 mg de cada muestra, en un equipo
FastPreap-24™ 5G (MP Biomedicals ™, Santa Ana, CA, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Dicho procedimiento fue complementado usando el kit comercial DNeasy PowerLyzer
PowerSoil Kit (QIAGEN) y siguiendo las instrucciones correspondientes.

La concentracion de ADN recuperado fue determinada utilizando un fluorémetro Qubit 3.0 (thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La solucién de trabajo fue preparada previamente,
siguiendo las instrucciones del reactivo; cada muestra fue mezclada con la solucion de trabajo a
una relacion 1:100 e incubada dos minutos en completa oscuridad. Las muestras de ADN fueron
purificadas con el kit comercial Spin Columna Wash Tube. Posteriormente, todas las muestras
fueron diluidas 1:40, y nuevamente purificadas siguiendo las instrucciones del kit comercial
GeneClean 1IMR, La concentracion de ADN fue determinada y las muestras fueron almacenadas a

-80 °C, hasta su utilizacion.

5.2.4. Construccion de Genotecas

La genoteca del gen ARN16s fue construida con los productos de la amplificacion de la region
hipervariable V4 del gen 16s rRNA, usando los cebadores propuestos por Apprill et al. (2015) y
Parada et al. (2016):

16S 515 forward 5':

GTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

16S 806 reverse 5':

CCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
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La PCR fue realizada siguiendo el protocolo Tag KAPA PCR kit (Sigma-Aldrich), con el siguiente
programa: un ciclo de desnaturalizacion (94°C / 3 min), 25 ciclos de amplificacion 94°C / 45 s;
51°C /60 s; 72 °C /90 s y un ciclo final de extension a 72 °C / 10 min. Los productos fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se visualizaron bajo luz ultravioleta.

5.2.4.1 Purificacion de amplicones. Los amplicones, productos de PCR, fueron purificados usando
las perlas magnéticas AMPure XP (Bechman Coulter, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Cada producto de PCR se mezclé con 10 ul de las perlas (AMPure) usando una
micropipeta. Después de permitir la sedimentacion en una placa magnética durante dos minutos, el
sobrenadante fue descartado. Sin retirar de la placa magnética, las perlas se lavaron con 200 pl de
etanol al 80% vy el sobrenadante fue descartado después de 30 segundos. El etanol residual fue
evaporado a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los tubos fueron retirados de la placa
magnética y las perlas fueron resuspendidas agregando 52.5 pl de TRIS 10 mM (pH 8.5). Después
de dos minutos de incubacion a temperatura ambiente, las muestras fueron colocadas nuevamente
en la placa magnética por dos minutos. Los amplicones se recuperaron del sobrenadante clarificado
y fueron transferidos (50 pl) a un tubo nuevo. La pureza de las muestras fue determinada por
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Cuando fue necesario, se realizé un segundo paso de
limpieza de los amplicones de PCR utilizando el kit comercial PureLink™ Quick PCR Purification

KIT (Invitrogen), siguiendo las instrucciones correspondientes.

5.2.4.2 Indexado de las muestras. El indexado de las muestras/genoteca fue llevado a cabo
siguiendo las instrucciones del protocolo de Illumina “16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation”. Cada genoteca fue identificada al agregar una combinacion especifica de indices, los
cuales cuentan con una secuencia conocida de nucleotidos, mismos que pueden ser identificados
posterior a la secuenciacion. La combinacion correcta y unica de los indices (5 pl) con cada muestra
(5 pl) se facilitd por el uso de una placa de fijacion de indices TruSeq (Illumina). La PCR de
indexado fue realizada con un ciclo de desnaturalizacion (94°C / 3 min), 25 ciclos de amplificacion
94°C/455s;51°C/60s; 72 °C /90 sy un ciclo final de extension a 72 °C / 10 min.

Las muestras indexadas en el paso anterior fueron centrifugadas a 280 xg/20 °C/1 minuto.

Posteriormente, 56 pl del reactivo de perlas magnéticas AMPure XP fueron agregados a cada
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muestra, dejando la incubacion a temperatura ambiente por cinco minutos. Después, las muestras
fueron colocadas dos minutos en una placa magnética para facilitar la sedimentacion. El
sobrenadante fue descartado, y las perlas se lavaron agregando 200 ul de etanol al 80%; después
de 30 segundos el sobrenadante fue descartado nuevamente y el lavado con etanol fue repetido.
Después del segundo lavado con etanol, se permitié la evaporacion del etanol residual a
temperatura ambiente, durante 10 minutos. Las muestras fueron removidas de la placa magnética
y a cada una se le agregaron 27.5 ul de TRIS 10 mM (pH 8.5) y después de dos minutos, las
muestras fueron colocadas en la placa magnética hasta que el sobrenadante clarificd. Finalmente,

25 pl del sobrenadante de cada muestra fueron transferidos a tubos nuevos.

5.2.4.3 Preparacion del pool para secuenciar. La concentracion de ADN de las muestras fue
determinada mediante electroforesis capilar y, posteriormente, se ajusté a 4 nM con la adicion de
Tris 10 mM (pH 8.5). Se prepar6 el pool para secuenciacién tomando 5 ul de cada muestra
etiquetada. El pool fue desnaturalizado al combinar 5 ul del pool con 5 pl de NaOH 0.2N. Después
de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, fueron agregados 990 pl del buffer de
hibridacion (HT1). De igual manera, la genoteca control Phix fue desnaturalizada con NaOH 0.2N.
Ambas bibliotecas fueron ajustadas a 4 pM y 570 ul de la genoteca con las muestras indexadas
fueron mezcladas con 30 ul de la genoteca control Phix. Posteriormente, la mezcla fue calentada a
96 °C, por dos minutos, e inmediatamente después fue puesta en incubacion en hielo por cinco
minutos. Finalmente, las muestras fueron cargadas en un cartucho de Illumina MiSeq, y la
secuenciacion se realiz6 utilizando las condiciones estandares para 500 ciclos, (2 x 250) (Anexo
C).

Las secuencias sin procesar procedentes de la secuenciacion fueron depositadas en la base de datos
de NCBI con el nimero de acceso PRINA984733.

5.2.5. Descripcion Taxonomica

El anélisis bioinformatico fue realizado siguiendo el diagrama de trabajo general del programa

QIIME2, que se muestra en la Figura 2 (Bolyen et al., 2018). La informacién descriptiva de las
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secuencias, asi como los nombres de las muestras y los tratamientos que fueron utilizados como
variables de respuesta, fueron organizados y almacenados en un archivo metadata validado por
Keemei (https://keemei.giime2.org/). Las secuencias crudas fueron importadas a QIIME2 y
separadas en archivos independientes (demultiplexadas) para poder observar su calidad. Estos

archivos en formato “.qzv” fueron visualizados en http://view.qgiime2.org/.

1 Importar /-x /;&x j / ?N

secuencias Visualizacion calidad
de secuencias Control de calidad
T con DADA2 Asignacion
omplemento et
QIME2-View Generacion archivos taxonomica
en formato tabulador, Alineacién de
".qzv"y total de secuencias con
e secuencias con su |D. SILVA132
g 3 h
f\\\‘ // ——\"\ ..;:'-'I'
Construccion { \ i
< arbol filogenético Generacion de L ;
'/ graficas de barra Fllt'rado de
¢ secuencias asignadas
'.! Visualizacion taxonomicamente 5
5 con QIIME2-View
Analisis de alfay Generacién de tabla
beta dlverSIdad con secuencias filtradas
Curvas de alfa f : 9
rarefaccion .

Core metrics \\ 9 Significancia alfa

y beta diversdiad
Figura 2. Diagrama general de trabajo del programa QIIMEZ2.

En el siguiente paso fue realizado un control de calidad de las secuencias utilizando DADA 2
(Callahan et al., 2016), con la finalidad de seleccionar la mayor cantidad de secuencias con un
valor de calidad Phred (Q) >30. Para el filtrado de todas las muestras, los cortes en las secuencias
fueron hechos de 2 pb en los extremos 5°-3", y 80 pb en el caso del extremo 3"-5", para obtener una
longitud minima de 170 pb, lo cual garantizo una calidad de secuencias de Q30. Con las secuencias
resultantes, fue realizada una primera exploracion de la composicion taxondémica de las muestras,
por lo que fue utilizada una base de datos de referencia (SILVA 132 para 16S) para el alineamiento
de las secuencias previamente filtradas. Después de dicha clasificacion taxonomica, fue realizado
un filtrado para eliminar aquellas secuencias que no lograron ser asignadas, asi como aquellas

secuencias menos representadas (frecuencia minima), para obtener finalmente las secuencias mas
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representativas. Posteriormente, con los archivos de las secuencias mas representativas fue posible
Ilevar a cabo una exploracién de la asignacion taxonémica mediante graficas de barra o barplot.
Después de que los barplots fueron obtenidos, el siguiente paso fue la generacion de un arbol
filogenético para el analisis de diversidad con el comando “qiime phylogeny align to-tree-mafft-
fasttree \”. Posteriormente, los analisis de diversidad fueron realizados a través de dos enfoques,
alfa y beta diversidad. En el caso de alfa diversidad, la curva de alfa-rarefaccién fue hecha con el
comando “qiime diversity alpha-rarefaction \”. También, fueron generados los indices: Chaol,
Simpson, Shannon y Faith. Por otro lado, con el comando “qiime diversity core-metrics-
phylogenetic \”” fueron generados los analisis de coordenadas principales (PCoA) de beta diversidad
para las matrices de distancias que fueron obtenidas a partir de los indices de disimilitud de Bray-
Curtis, Jaccard y Unifrac (ponderado y no ponderado) (Lozupone y Knight, 2005).

Una vez que las métricas de alfa y beta diversidad fueron obtenidas en el paso anterior, lo siguiente
fue conocer la significancia de alfa y beta diversidad, es decir, determinar si existen diferencias
entre las comunidades bacterianas provenientes de distintas muestras. Para ello, lo primero fue
determinar la significancia de alfa diversidad con el comando “qiime diversity alpha-group-
significance \”. Posteriormente, la significancia de beta diversidad fue obtenida con el comando
“qiime diversity beta-group-significance \”, donde a la par, fue realizado un analisis estadistico
PERMANOVA para comprobar si existieron diferencias entre las muestras de diferentes grupos.
Los indices de alfa diversidad en cuanto a la composicién de las comunidades tanto de los
biofléculos maduros como durante la oxidacion de amonio, fueron calculados utilizando QIIME2.
Las comparaciones por pares de los valores de los indices de Chaol, Shannon, Simpson y Faith
fueron realizados mediante ANOVA de una via (p= 0.05). Mientras que los indices de beta
diversidad para las mismas fases fueron hechas mediante la matriz de disimilitud basada en Bray-

Curtis y la matriz de distancia filogenética Unifrac (Ponderado y no ponderado).

5.2.6. Prediccion Funcional

La prediccion de los perfiles funcionales se realizé por el programa PICRUSt2 (Douglas et al.,
2020), utilizando la base de datos de Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes, (KEGG) de
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ortélogos y clasificacion de enzimas. Los archivos provenientes de QIIME2, fueron exportados
hacia PICRUSt2, aprovechando la compatibilidad entre ambos programas. Los ASV (Amplicon
Variant Sequence) fueron insertados en un arbol filogenético de referencia, el cual esta basado en
20,000 secuencias del gen 16S ARNTr depositadas en la base de datos Integrated Microbioal
Genomes. Posteriormente, fueron realizadas las predicciones del estado oculto de familias de
genes, donde se realizaron las inferencias de los valores de rasgos probables para linajes
desconocidos en un arbol filogenético. Siguiendo con el proceso, se realizaron las predicciones del
metagenoma buscando las familias de genes previstas ponderadas por la abundancia relativa de
ASV en la comunidad antes de establecer las inferencias a nivel de ruta. La inferencia se baso en
las predicciones de ontologia usando MetaCyc, base de datos que contiene vias implicadas en el
metabolismo primario y secundario. Ademas, para hacer predicciones mas estrictas, las inferencias
de ruta fueron hechas en base a MinPath (Minimal set of pathways) (Douglas et al., 2020).
Finalmente, se agregaron las descripciones de cada “id” funcional en las tablas de salida de
abundancia. De esta forma, fue posible relacionar las rutas metabolicas con cada muestra.

Los resultados de las predicciones funcionales fueron visualizados a través de STAMP (statistical
analysis of metagenomic profiles), asi como la seleccion de las funciones relacionadas al

metabolismo del nitrégeno.

5.2.7. Andlisis Estadistico

Se utilizd un andlisis de varianza ANOVA de medidas repetidas con apoyo del software NCSS
version 2022 para los datos obtenidos de las fases de maduracion del biofloc y oxidacion del TAN.
La variable respuesta del estudio fue la concentracion de amonio y nitrito, mientras que los factores
fueron el tratamiento y el tiempo. En caso de diferencias significativas, se aplico la prueba de
Tukey-Kramer (p<0,05).

Se evalud una comparacion por pares para establecer las diferencias entre los grupos analizados de
las comunidades microbianas del biofloc. Se realizé la prueba de Kruskal-Wallis para los indices
de diversidad alfa. Por otro lado, se realizd el analisis multivariante permutacional de la varianza

(PERMANOVA) para la comparacion de las matrices de distancia de diversidad beta dentro de
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QIIME2 para establecer el grado de separacion entre los grupos de muestras analizados. La
significacion estadistica se evalué mediante 4.999 permutaciones aleatorias (p < 0,05) en la matriz

de distancia/disimilitud.
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6. RESULTADOS

La Figura 3, muestra la tendencia de los parametros de calidad del agua en el bioensayo 1.
Durante las primeras siete semanas, el oxigeno disuelto (DO mg/L) se mantuvo en un rango de 6,5

a 7 mg/L. En la octava semana, los niveles aumentaron a 7,52 mg/L en el tratamiento con biofloc;

sin embargo, también se observaron incrementos en los controles con y sin recambios de agua (7,40

y 7,05 mg/L, respectivamente). La temperatura disminuy6 con el progreso del bioensayo,
comenzando a 28,0 ° C y terminando a 23,3 °C. Los niveles de salinidad se mantuvieron en un

rango de 35-36 UPS en todas las unidades experimentales durante las diez semanas del bioensayo.

La biomasa total de camaron se determind cada semana, comenzando con 43 g en el tiempo cero.

Tras 10 semanas de bioensayo, la biomasa total en el tratamiento con biofléculos fue de 128 g,

mientras que en los controles con y sin recambio de agua fue de 97 y 59 g, respectivamente. (Figura

4).

I~
~
20
[=]
a
1—©— Biofléculo
5 —&— Control con recambio de agua
<>~ Control sin recambio de agua

T T T
0 2 4 6 8

Semana

—&— Biofléculo
—f— Control con recambio de agua
-~ Control sin recambio de agua

Salinidad (PSU)

w
-
i T T

32~

10

T T
0 2 4 6 8

Semana

T
10

N
o
P

Temperatura (°C)
E‘F

~N
)
Pl I

20~

—&— Biofloculo
—&— Control con recambio de agua
< Control sin recambio de agua

Semana

Figura 3. Parametros de calidad del agua durante el cultivo de camardn blanco (L. vannamei) en

todos los tratamientos por diez semanas.
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Figura 4. Biomasa generada durante las diez semanas del bioensayo con cultivo de camardn blanco
(L. vannamei).

En el transcurso del bioensayo, la concentracion del nitrogeno amoniacal total aument6 de forma
similar en el tratamiento con biofl6culos y en los controles, pasando de 0,71 a 1,60 mg/L (Figura
5). Paralelamente, la concentracion de nitrito aumenté de 0,54 a 1,74 mg/L al final del bioensayo,
sin diferencias significativas entre tratamientos, como se muestra en la Figura 5. Por dltimo, la
sobrevivencia de los organismos en los tratamientos con biofloculos y control con recambio de
agua fue del 67 y 65 %, respectivamente, mientras que la sobrevivencia del tratamiento control sin

recambio de agua fue del 37% (Figura 6).
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Figura 5. Concentracion de compuestos nitrogenados en el cultivo de camaron blanco
vannamei) durante las diez semanas del bioensayo.
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Figura 6. Sobrevivencia de L. vannamei en los tratamientos de biofl6culos, control con recambio
de agua y control sin recambio de agua durante las diez semanas del bioensayo.

El bioensayo #2 fue realizado sin camarones, en este caso, el manejo de los biofléculos fue
diferente respecto al bioensayo #1, principalmente por los cuidados y parametros que fueron
evaluados, pero también, por la incorporacién de los analisis metagenémicos y la comprobacion

bioquimica de la eficiencia de los biofl6culos per se.

6.1. Consorcio Inicial

6.1.1. Reactivacidn y Preparacion del Inéculo Inicial

En el bioensayo #2, el consorcio microbiano liofilizado fue reactivado por incubacion en agua de
mar a 30°C por 24 h. Desde el inicio se observd material insoluble, por lo que, al concluir la
incubacion fue necesario separar el material insoluble del sobrenadante conteniendo las bacterias

reactivadas. La activacion del consorcio microbiano fue confirmada al encontrar 2.6x108 UFC/ml,
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por conteo en placas de agar marino. Después de 24 horas de incubacion, el crecimiento bacteriano
fue evaluado por conteo en placas de agar marino. No se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos, indicando que la carga bacteriana no influye de forma importante. Las UFC de
los tratamientos fueron 5.94 + 5.64 x 10° 1.01 + 1.29 x 10° y 4.50 + 4.82 x 10* UFC/ml para el
cultivo en AME, AMCIl y AMC, respectivamente.

6.1.2. Composicién Taxondémica del Consorcio Inicial

La extraccion del ADN fue abundante en el consorcio inicial reactivado, pero de baja calidad.
Después de un proceso de limpieza usando los kits de Spin Colum Wash y GeneClean Il se
obtuvieron la cantidad y calidad suficiente para la secuenciacion. En todo el proceso para la
preparacion de las muestras para secuenciacion se siguieron los protocolos y recomendaciones de
IHllumina.

Las lecturas obtenidas fueron importadas a QIIME2 y separadas por etiquetas (demultiplexado)
para su procesamiento. La calidad de las lecturas fue determinada usando DADAZ2, programa
asociado a QIIME2, de donde se recuperaron y conservaron para los analisis posteriores. Como
resultado del andlisis taxonomico, en el consorcio microbiano inicial se detectaron nueve filos
bacterianos, como se muestra en la Figura 7: Proteobacteria (38.4%) y Firmicutes (38.2%) fueron
los filos més abundantes, seguidos por Cyanobacteria (8.1%) y Bacteroidetes (6.2%). Estos cuatro
filos significan casi el 91%, dejando el resto para cinco filos menos representados (Planctomycetes,
Chloroflexi, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia). Al analizar a nivel de familia se
encontraron 25 taxones, de los cuales dos no alcanzaron el nivel correspondiente, como se observa
en el Cuadro 1. La familia Bacillaceae (filo Firmicutes) es, con mucho (28.1%), la mas abundante.
Las siguientes familias mas frecuentes, son miembros del filo Proteobacteria: Rhodobacteraceae
(5.92%), Aeromonadaceae (5.76%) y Enterobacteriaceae (5.33%). También, se encontraron con

frecuencia Cianobacterias, englobadas bajo la clasificacion taxonomica de orden ‘Cloroplastos’.
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Figura 7. Composicion taxondmica del consorcio inicial a nivel de filo.

Cuadro 1. Porcentaje promedio de las familias presentes en el consorcio, originalmente liofilizado,
que ha sido activado y se usé como indculo inicial.

Filo Clase Orden Familia (%)
Acidobacteria Acidobacteriia Solibacterales (Ssolzlbbgarcc;tsgag()eae 0.27
Subgroup 6 0 f 1.25

Actinobacteria Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae 0.86
Bacteroidetes Bacteroidia Chitinophagales Chltlnophagaceae 2.94
Saprospiraceae 3.25

Chloroflexi Chloroflexia Thermomicrobiales JG30-KF-CM45 2.08
. . Chloroplast f 7.25
Cyanobacteria Oxyphotobacteria Nostocales Oscillatoriaceae 0.82
Bacilli Bacillales_ Bacillaceae 28.13

Firmicutes - Lactot_)af:lllales Streptococ_:caceae 4.08
Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae 3.25

Negativicutes Selenomonadales Veillonellaceae 2.98

Planctomycetes ~ Planctomycetacia Pirellulales Pirellulaceae 4.04
Alphaproteobacteria Rhodobgcterales Rhodobacte_raceae 5.92

Rickettsiales Mitochondria 0.67

Deltaproteobacteria Oligoflexales 0319-6G20 0.78

Aeromonadales Aeromonadaceae 5.76

Betaproteobacteriales  Burkholderiaceae 4.35

Proteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae 5.33
Gammaproteobacteria Pasteurellales Pasteurellaceae 3.96

pseudomonadales Moraxellaceae 1.72

Pseudomonadaceae 3.29

Vibrionales Vibrionaceae 4.27

Xanthomonadales Xanthomonadaceae 2.23

Verrucomicrobia  Verrucomicrobiae Pedosphaerales Pedosphaeraceae 0.51
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6.2. Maduracion del Biofléculo

6.2.1. Generacion y Maduracion del Biofloculo

Durante el proceso de generacion de los biofldculos los parametros ambientales fueron mantenidos
en rangos apropiados (temperatura 30-34°C, pH 7.4-8.4, oxigeno disuelto 5. 5 — 6.6 mg/L, y
salinidad 40-46 UPS). Los biofléculos comenzaron a generarse desde la primera semana, con un
incremento en la cantidad de sélidos sedimentables de cero a 8.5+0.5, 14+13.9, y 4+1.5 ml/L para
el agua de mar esterilizada, el agua de mar clorinada y el control, respectivamente. Para la semana
ocho, estos valores se incrementaron hasta 21.3+6.5, 14.8+6.8, y 18.3£8 ml/L para los mismos
tratamientos (Figura 8). Finalmente, la concentracion de NAT (NHs/NHs) y nitritos (NO3)
indicaron que, desde la semana seis, el proceso de nitrificacion habia logrado establecerse en el

sistema y fue estable, durante un par de semanas mas (Figura 9).
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Figura 8. Pardmetros de calidad del agua durante las ocho semanas del bioensayo #2 en todos los
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Figura 9. Concentracion de compuestos nitrogenados durante las ocho semanas del bioensayo #2.

Los valores del nitrogeno amoniacal total se incrementaron rapidamente en la primera semanay se
mantuvieron en esos niveles hasta la tercera semana, después descendieron desde la cuarta semana
y se mantuvieron hasta la octava semana. EI aumento de nitritos comenzé en la tercera semana
alcanzando el maximo a la cuarta semana; a partir de ahi descendieron y se mantuvieron alrededor

de 20 mg/l desde la sexta semana. Los solidos sedimentables se incrementaron desde la primera
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semana y, después de la tercera semana, su concentracion fue regulada con el manejo de las
proporciones C:N, siguiendo las recomendaciones de Emerenciano et al. (2017) y mediante los
calculos indicados en materiales y métodos. La coloracion de los biofléculos también es un
indicador de su madurez; a la sexta semana se observaron tonalidades color café en el agua en todas
las unidades experimentales. Por ello, se considerd que los biofldculos alcanzaron su madurez en
la sexta semana y se mantuvo estable, hasta que terminé el ensayo, es decir, durante dos semanas

mas.

6.2.1.1 Clasificacion taxondmica de los biofl6culos maduros. A la octava semana, se tomaron las
muestras de los biofl6culos maduros para determinar la composicion taxondmica. La extraccion
del ADN fue abundante, pero de baja calidad y su amplificacion por PCR no fue posible. Sin
embargo, después de un proceso de limpieza usando los kits de Spin Colum Wash y GeneClean 11
se obtuvieron 22.1 + 8.8 ng/ul de ADN (8.16-32.3 ng/ul) con la calidad suficiente para conseguir
laamplificacion e iniciar el proceso de secuenciacion. En todo momento se siguieron los protocolos
y recomendaciones de Illumina.

Del procedimiento de secuenciacion se obtuvieron 424,521 lecturas, las cuales fueron importadas
a QIIME2, donde fueron separadas por etiquetas (demultiplexado) para su procesamiento.
Después, la calidad de las lecturas fue determinada usando DADAZ2, programa asociado a QIIME2,
de donde se recuperaron y conservaron 58,303 lecturas para los analisis posteriores.

Como resultado del andlisis taxonémico, en las muestras de los biofléculos maduros se pudieron
detectar 24 filos bacterianos, siete de los cuales representaron, en promedio, mas del 3% de la
abundancia. Como se puede ver en el Cuadro 2, los siete filos predominantes, y sus porcentajes de
participacion, fueron: Proteobacteria (51.4), Planctomycetes (17.5), Bacteroidetes (8.7),
Chloroflexi (4.7), Actinobacteria (4.4), Firmicutes (3.9), Cyanobacteria (3.3). La composicion
bacteriana, a este nivel y aproximacion, parece ser muy similar en todas las muestras, indicando el
bajo efecto de tratamiento (Figura 10). Tanto los biofloculos madurados en agua clorinada, como
esterilizada son similares a los biofloculos madurados en el agua de mar sin tratamiento.
Interesantemente, esta composicion no es aportada por el consorcio liofilizado que fue utilizado
como inoculo, el cual tiene composicion notoriamente diferente. Como se aprecia en el mapa de

agrupamiento (clustermap) (Figura 11) los filos representativos hacen que el consorcio liofilizado
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(indculo inicial) se ubique en un lado diferente al que agrupa a las muestras de los biofléculos,
independientemente de los tratamientos.

Cuadro 2. Porcentaje promedio de los filos en los biofléculos madurados en agua de mar con
diferente tratamiento. En negritas los filos con mayor participacion (en promedio > del 3%).

Filo Esterilizada Clorinada  Control Promedio
Acidobacteria 0.5+0.4 0.1+£0.2 09+0.4 0.5+0.3
Actinobacteria 7.1+0.1 20+19 42+0.3 44 +0.8
BRC1 0 0 0 0
Bacteroidetes 7.0+ 0.8 8.2 +3.9 109+ 1.7 8.7+2.2
Calditrichaeota 0 0 0.0 0
Chlamydiae 3.0+£0.5 0.2 +0.3 0.7 0.6 1.3+0.5
Chloroflexi 2.7+1.0 5.0 +4.2 6.4 +2.2 47+ 25
Cyanobacteria 3.2+04 4.7 + 2.7 1.9+09 3.3+1.3
Dadabacteria 0.7+ 0.1 0.4 £0.7 0.1+0.2 04+0.3
Dependentiae 1.6 +0.6 0.6+1.0 0.2+0.2 0.8+0.3
Elusimicrobia 0 0 0 0
Epsilonbacteraeota 0 0 1.1+1.0 0
Firmicutes 3.4+0.7 5.9+3.0 25+1.9 39+1.9
Fusobacteria 0 0 0.1+0.1 0
Gemmatimonadetes 0.3+0.5 0.6+0.5 1.1+0.2 0.6 +0.4
Hydrogenedentes 0 0 1.1+1.2 0.4+0.4
Kiritimatiellaeota 0 0 0.1+0.1 0
Latescibacteria 0 0.5+0.8 0.2+0.2 0.2+0.3
Patescibacteria 0.4+0.4 0 0.3+0.5 0.2+0.3
Planctomycetes 169 +44 18.3+5.9 17.3+£2.0 17.5+4.1
Proteobacteria 52.9 #4.9 51.3+9.9 50.0+6.7 514+7.2
Spirochaetes 0 +b0.5 0 0.1+0.2
Verrucomicrobia 0.2+0.4 1.6 +1.3 1.9+0.3 1.2+0.6
WPS-2 0 0.3+£0.6 0 0.2

Nota. En negritas los filos con mayor participacién (en promedio > del 3%)
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Figura 10. Composicion taxonémica de los biofléculos a nivel de filo en los tres tratamientos (bioensayo #2).
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Figura 11. Mapa de calor de la composicidn taxondmica del consorcio inicial y de los tratamientos
con biofléculos (bioensayo #2).

‘ |L Bacteroidetes

Sin embargo, cuando consideramos una participacion del 1% o mas, se aprecian que no todos los
filos estan representados en todos los tratamientos. Mientras que en el control hay diez filos con
mas de 1% de participacion, en el agua esterilizada y en la clorinada hay nueve y ocho,
respectivamente. Con este nivel de participacion, siete filos (Proteobacteria, Planctomycetes,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria) estan presentes en todas las
muestras, independientemente del tratamiento, por lo que podrian ser considerados como el nicleo
(core) de la microbiota de los biofl6culos maduros (Figura 12). El filo Verrucomicrobia estuvo
presente en el control y clorinada, pero no en los biofléculos en agua de mar esterilizada, al menos
no en la proporcion del 1% (solamente 0.2%). Los filos Dependentiae y Chlamydiae solamente
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aparecen, en proporcion mayor del 1%, en el agua de mar esterilizada. Dependentiae estuvo
presente en los biofloculos madurados en el agua clorinada y en el control con una participacion
del 0.6% y 0.2%, respectivamente. Mientras que la participacion de Chlamydiae fue de 0.2 y 0.7%

en los biofloculos de agua clorinada y el control, respectivamente.

Clorinada
Control 0
2 1
0 7
2 0

Esterilizada

Figura 12. Diagrama de venn a nivel de filo con una abundancia >1% por tratamiento (bioensayo
#2).

Al incrementar la profundidad en el analisis taxonémico a nivel de familia, se encontraron 150
taxones. No todos ellos alcanzaron el nivel de familia, como se puede ver en la Figura 13, donde
en el 14% de los casos el nivel de clasificacion fue menor. A nivel de familia, las diferencias
parecieron acentuarse entre los biofloculos producidos en agua marina esterilizada, clorinada o sin
tratamiento. Igualmente, las diferencias en la composicién se aprecian al establecerse un
clustermap considerando los grupos bacterianos que participan con el 1% de abundancia (Figura
14). Sin embargo, fueron 47 familias que tuvieron en promedio una participacion mayor o igual al
1%, en al menos un tratamiento. Como se puede apreciar en la Figura 15, 15 de ellas se encuentran
en los tres tratamientos (Cuadro 3), mientras que 21 familias se encuentran solamente en un

tratamiento.
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Figura 13. Clasificacion taxondémica a nivel de familia durante la maduracion de los biofloculos
(bioensayo #2).
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1.0

- Protecbacteria;Gammaproteobacteria;Steroidobacterales;Woeseiaceae
Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;Rickettsiales:Mitochondria
Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae
Chloroflexi;)G30-KF-CM66;uncultured bacterium;uncultured bacterium

- Proteocbacteria;Deltaprotecbacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae

- Firmicutes;Bacilli:Lactobacillales;Streptococcaceae

- Proteocbacteria;Gammaproteobacteria;Legionellales;Legionellaceae

- Dependentiae;Babeliae;Babeliales;Vermiphilaceae

- Proteocbacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales;Rhodanobacteraceae
- Bacteroidetes:Bacteroidia:Bacteroidales;Marinilabiliaceae

- Planctomycetes;OM190

Gemmatimonadetes;BD2-11 terrestrial group;uncultured bacterium;uncultured bacterium
- Proteobacteria;Alphaprotecbacteria;Rhizobiales
Chloroflexi:Anaerolineae;SBR1031:A4b
Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;Gimesiaceae
Protecbacteria;Deltaprotecbacteria;Myxococcales;:Nannocystaceae

- Chloroflexi:Dehalococcoidia;:SAR202 clade;uncultured bacterium

I
I
e —
re— - - Proteocbacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Pseudohongiellaceae
I

Taxa

- Hydrogenedentes;Hydrogenedentia;Hydrogenedentiales;Hydrogenedensaceae
- Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae
Planctomycetes;Phycisphaerae;Phycisphaerales;Phycisphaeraceae

- Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;NRL2

- WPS-2:uncultured bacterium:uncultured bacterium;uncultured bacterium
Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;Thalassobaculales;uncultured
Protecbacteria;Alphaprotecbacteria;Caulobacterales;Hyphomonadaceae
Chloroflexi:Anaerolineae;Caldilineales:Caldilineaceae

- Proteobacteria;Alphaprotecbacteria;Sneathiellales;Sneathiellaceae
Protecbacteria;Alphaproteobacteria;Tistrellales;Geminicoccaceae
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;uncultured

- Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Betaproteobacteriales;Burkholderiaceae
- - Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;Parachlamydiaceae

- Chloroflexi;|G30-KF-CM6&6

- Firmicutes:Bacilli:Bacillales:Planococcaceae

i i i i i i i - Firmicutes:Clostridia;Clostridiales:;Clostridiaceae 4
CTR2 AMC2 AME1 AME3 AME2 CTR3 CTR1 AMC1 AMC3

Figura 14. Participacion de grupos bacterianos a nivel de familia con el 1% de abundancia durante la fase de maduracion de los
biofléculos.
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Clorinada

13

Figura 15. Diagrama de venn de los grupos taxonémicos a nivel de familia compartido en todos
los tratamientos durante la maduracion de los biofloculos (bioensayo #2).
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Cuadro 3. Porcentaje promedio de las familias con mayor participacion (> 1%) en todos los biofloculos, en funcion del tipo de agua de

mar donde fueron madurados.

Nivel taxonémico Esterilizada  Clorinada Control
Bacteroidetes;Bacteroidia;Chitinophagales;Saprospiraceae 1.37 4.4 3.14
Chloroflexi;Anaerolineae;Caldilineales;Caldilineaceae 1.14 3.43 2.88
Cyanobacteria;Oxyphotobacteria;Chloroplast;_f 3.2 1.92 4.69
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1 1.62 1.07 1.99
Planctomycetes;Phycisphaerae;Phycisphaerales;Phycisphaeraceae 3.16 5.43 5.05
Planctomycetes;Planctomycetacia;Pirellulales;Pirellulaceae 6.8 3.93 5.77
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;uncultured 6.01 2.91 4.12
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methyloligellaceae 2.24 2.84 3.7
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae 10.45 2.66 3.99
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;_o;_f 2.61 2.58 3.97
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Marinobacteraceae 1.67 1.19 1.75
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae 2.85 1.66 3.96
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Nitrosococcales;Methylophagaceae 3.07 1.96 2.78
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Halomonadaceae 8.61 1.18 8.83
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae 2.87 3.84 2.78
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En cuanto a la alfa diversidad no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos
después de la comparacién por pares segun los indices que fueron analizados: Shannon (5.59+0.75
— 5.6520.74, p=0.16), Chaol (65+20 - 140+72, p=0.09), Faith (9.2+1.6 — 17.2+6.7, p=0.16) y
Simpson (0.973+0.016 — 0.987+0.005, p=0.11), lo cual fue un indicio de la similitud entre la
diversidad en cuanto a riqueza, abundancia, dominancia y diversidad filogenia (Cuadro 4). Por su
parte, los andlisis de beta diversidad tampoco arrojaron diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura jError! No se encuentra el origen de la referencia.6). En los gréaficos de
analisis de coordenadas principales (PCoA) de los indices de beta diversidad hubo una agrupacion
de los tres tratamientos, aungue el liofilizado permanecio alejado del resto de las muestras, no hubo
diferencia significativa. En los anélisis de distancia Bray-Curtis, Ponderado, No ponderado y
Jaccard fueron explicados en un 46.85, 72.02, 61.84 y 39.35% por los ejes 1, 2 y 3, respectivamente.
Del mismo modo, la significancia establecida mediante el analisis PERMANOVA sobre las
matrices de distancia de diversidad Beta estimadas (Bray-Curtis, Jaccard, ponderada y no
ponderada) no mostré diferencias significativas entre las comunidades microbianas de los

biofléculos maduros (Cuadro 5)

Cuadro 4. indices de alfa diversidad (media + desviacion estandar) durante la maduracion de los
biofloculos.

Tratamiento Chaol Shannon Faith Simpson
Esterilizada 65 + 20 5.62 +0.43 10+2.2 0.975 +0.008
Clorinada 68 + 27 559 +0.75 9.2+16 0.973 £ 0.016
Control 140 £ 72 6.65+0.74 17.2+6.7 0.987 £ 0.005
Liofilizado 36 4.54 6.6 0.943

Cuadro 5. Resultados del analisis multivariante permutacional de la varianza (PERMANOVA)
tras la comparacion por pares (A: Bray-Curtis, B: Jaccard, C: Unifrac ponderada y D: Unifrac no
ponderada distancias [4999 permutaciones]) entre los tratamientos.

Grupo 1 Grupo 2  pseudo-F p-value g-value

A

AMCI AMCI 1.21860961  0.1002 0.2004
AME 1.37293819  0.0952 0.2004

AMC AME 1.76182557  0.0984 0.2004

B

AMCI AMC 1.08884736  0.1066 0.2132

AME 1.14855125 0.0998 0.2132
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AMC

AMCI
AMC

AMCI
AMC

AME

AMC
AME
AME

AMC
AME
AME

1.2621014

1.77309718
1.23879695
4.93615412

1.61698524
1.80238744
2.9610964

0.0992

0.0998
0.2986
0.1008

0.2054
0.0968
0.0924

0.2132

0.29688
0.2986
0.29688

0.2488
0.2488
0.2488
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Figura 16. Analisis de beta diversidad (PCoA) durante la maduracion de los biofloculos (bioensayo

#2).

6.2.1.2. Predicciones funcionales de las comunidades de los biofléculos maduros. Las predicciones

funcionales fueron realizadas con el uso de la herramienta PICRUSt2. Se observé que la mayor

parte de las vias KEGG nivel-1 (L1) que fueron predichas para las comunidades bacterianas durante
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la maduracion de los biofldculos estan asociadas al metabolismo (74%), seguido por procesamiento
de informacion genética (12%), procesos celulares (5%), procesos de informacion ambiental (2%)
y otros de menor abundancia, como muestra el Cuadro 6. Por otro lado, las funciones metabolicas
(L2) predominantes fueron la biodegradacion y metabolismo de xenobiéticos, el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, amino&cidos, terpenoides y policétidos, cofactores y vitaminas, asi como las
asociadas al metabolismo energético (Cuadro 6). Es en esta Ultima ruta metabolica (L2) donde son
encontrados los procesos relacionados con el metabolismo del nitrogeno (L3), tales como: fijacion
del nitrégeno (M00175), reduccién asimilatoria de nitratos (M00531), reduccién disimilatoria de
nitratos (M00530), denitrificacion (M00529), nitrificacion (M00528) y nitrificacion completa,
comammox (M00804) (Cuadro 7), todos ellos procesos importantes en la transformacion del
amonio. Adicionalmente, existen algunas enzimas involucradas en el metabolismo del nitrogeno
las cuales juegan un papel fundamental en dicho proceso, enzimas que pudieron ser identificadas
segun la base de datos KEGG (EC-KYOTO), tal como muestra el Cuadro 8 y que estuvieron
presentes en los tres tratamientos (AME, AMCI y AMC) durante la maduraciéon de los biofldculos.

Cuadro 6. Vias KEGG nivel-1 involucradas durante la fase de maduracion de los biofloculos.
Jerarquia-

KEGG Rutas Repeticiones Abundancia (%)
Biodegradacion y metabolismo de 19
xenobioticos
Metabolismo de los carbohidratos 17
Metabolismo de terpenoides y policétidos 13
Metabolismo de lipidos 11
Metabolismo de aminoacidos 11
Metabolismo Metabolismo de cofactores y vitaminas 11 74.0
Metabolismo energético 8
Biosintesis de otros metabolitos ;
secundarios
Metabolismo de otros aminoacidos 6
Biosintesis y metabolismo de glicanos 3
Metabolismo de los nucle6tidos 2
Procesamiento  Transcripcion 8
de informacion . ., 12.0
genética Repllca_cmn y rep_ar_auo_r,l 3 6
Plegamiento, clasificacion y degradacion 5
Procesamiento  Transporte de membrana 3
; - _, . 2.0
de informacion Transduccion de sefiales 2
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medioambiental Moléculas sefializadoras e interaccion
Transporte y catabolismo

Procesos Crecimiento y muerte celular

celulares Motilidad celular
Comunidad celular - procariotas
Sistema endocrino

Sistemas Sistema inmunitario

organicos Sistema digestivo

Adaptacién al medio ambiente

No asignado No asignado

NP RPRPNRPNDWWR

5.0

0.3

6.0

Cuadro 7. Claves en la base de datos KEGG para identificacion de rutas metabdlicas a nivel 3 'y

4.

- i Clave en
Ruta metabolica. Nivel 3-KEGG Proceso KEGG

Nitrificacion M00528

Denitrificacion M00529

Metabolismo del nitrégeno Fijacion de nitrégeno MO00175

(KO00910) Reduccion disimilatoria de nitrato MO00530

Reduccidn asimilatoria de nitrato MO00531

Nitrificacion completa (comammox) MO00804

Cuadro 8. Enzimas implicadas en el metabolismo del nitr6geno segun la base de datos KEGG.

Enzimas Abreviacion
Nitrato reductasa NasB
Ferreoxidina-nitrato reductasa NarB
Amonio monooxigenasa subunidad A AmoA
Amonio monooxigenasa subunidad B AmoB
Amonio monooxigenasa subunidad C AmoC
Nitrato reductasa (citocromo) NapB
Oxido nitrico reductasa subunidad C NorC
Nitrato reductasa subunidad gamma Narl
Hidroxilamina deshidrogenasa Hao
Menaquinol-citocromo C reductasa subunidad hierro azufre NrfH
Nitrito reductasa (formadora de NO) NirK
Nitrato reductasa/nitrato oxidorreductasa subunidad alfa NXrA
Nitrato reductasa (citocromo ¢552) NrfA
Nitrato reductasa/Nitrito oxidorreductasa subunidad beta NxrB
Nitrito reductasa ferroxidina NirA
Nitrito-6xido reductasa NosZ
Oxido nitroso reductasa subunidad | de citocromo b NorB
Nitrato reductasa subunidad catalitica NasB
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Nitrato reductasa periplasmica NapA
Nitrato reductasa subunidad pequefia NirD
Nitrato reductasa subunidad alargada NirB

6.2.2. Fase de Oxidacion de Amonio

Ademaés del color y los SS, la concentracion de compuestos nitrogenados (NHz/NH4 y NO>) en el
agua, fue indicativo de que los biofloculos habian alcanzado la madurez. Asi mismo, su capacidad
para oxidar el amonio también fue probada. En este caso, los biofléculos fueron madurados por
triplicado, durante ocho semanas, en agua de mar sin tratamiento. Respecto a la capacidad de oxidar
el amonio se comprob6 que a los 30 minutos después de la aplicacion de cloururo de amonio, la
concentracion de éste se elevo, pero dicho incremento fue menor en las unidades con biofl6culos
(7 mg/l de NAT) que en los controles (10 mg/l de NAT). De igual manera, el descenso fue mas
pronunciado en las unidades con biofléculos, llegando a la concentracion inicial a las 20 horas
después de la adicion del cloruro de amonio (Figura 17), con una tasa de oxidacion de 0.22 mg/L
de NAT/hora. En el control también hubo reduccién de 0.16 mg/L de NAT/hora, pero sin regresar
a los valores iniciales. A las 24 horas de la primera aplicacién y con los niveles de NAT bajos, se
hizo una segunda aplicacion de cloruro de amonio. Como se aprecia en la Figura 17, en las unidades
con biofldculos los niveles de cloruro descienden atin mas rapido regresando a los valores basales
a las 16 horas después de la aplicacion, donde la tasa de oxidacion aumento a 0.24 mg/L de TAN/
hora. Por su parte, el control también mostr6 actividad, reduciendo los niveles de NAT, pero con
menor velocidad y eficiencia con una tasa de oxidacion de 10 mg/L de TAN/hora; ademas, el

control no regreso a los niveles basales y la concentracion nunca fue menor a 6 mg/L
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Figura 17. Concentracion del nitrégeno amoniacal total (NAT) durante la fase de oxidacion de amonio a las 24 y 48 h en los bioflculos
maduros.
Nota. Las flechas indican el tiempo en el que se aplicé cloruro de amonio.
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6.2.2.1 Clasificacion taxonoémica de los biofloculos maduros durante la fase de oxidacion de
amonio. Durante la fase de oxidacién del amonio, el analisis metagenémico del contenido
bacterioldgico de los biofloculos arrojo un total de 16 filos bacterianos, donde los siete mas
abundantes en conjunto representaron el 97% (Figura 18). Los filos con mayor fueron
Proteobacteria (56.64%), Planctomycetes (20.11%), Actinobacteria (5.86%), Firmicutes (4.93%),
Chloroflexi (4.61%), Bacteroidetes (4.29%) y Chlamydiae (1.17%). Al profundizar en el analisis
taxonémico, a nivel de familia se encontraron 97 grupos bacterianos, de los cuales 84 alcanzaron
la descripcion taxonomica de familia, ocho de orden, tres de clase, uno de filo y uno de reino. Las
familias méas abundantes se presentan en la Figura 19, donde la poblacion en el tiempo inicial fue
ligeramente diferente a la de las 24 y 48 horas. Las familias con una participacion igual o mayor a

1%, son enlistadas en el Cuadro 9, donde se pueden apreciar las diferencias en el porcentaje de

participacion en algunos casos.
100% .
80%
70% m Otros
m Chlamydiae
60% .
m Bacteroidetes
50% u Chloroflexi
Firmicutes
40% m Actinobacteria
m Planctomycetes
30%
m Proteobacteria
20%
10%
0%
0 24 48 (horas)

Figura 18. Composicion taxondmica de los biofléculos durante la fase de oxidacion de amonio
(bioensayo #2).
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Figura 19. Andlisis taxonémico a nivel de familia durante la fase de oxidacién de amonio para el
T Oh=TiempoO a b ¢, T 24h=Tiempo24 ab ¢, T 48h= Tiempo48 a b c. (bioensayo #2).
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Cuadro 9. Composicién taxonémica de los biofl6culos durante la oxidacion de amonio: Familias con participacion > 1%.

Taxones Oh 24h 48h Promedio
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Actinomarinales;uncultured 0.00 043 3.08 1.17
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Microtrichales; llumatobacteraceae 0.00 136 0.25 0.54
Actinobacteria;Acidimicrobiia;Microtrichales;Microtrichaceae 0.71 3.09 3.67 2.49
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae 0.00 1.37 0.00 0.46
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Marinifilaceae 1.67 0.00 0.00 0.56
Bacteroidetes;Bacteroidia;Chitinophagales;Saprospiraceae 1.36 185 0.59 1.27
Bacteroidetes;Bacteroidia;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae 1.04 3.04 0.83 1.64
Chlamydiae;Chlamydiae;Chlamydiales;_f 0.12 188 0.5 0.85
Chloroflexi;Anaerolineae;Caldilineales;Caldilineaceae 059 483 5.75 3.72
Cyanobacteria;Oxyphotobacteria;Chloroplast;_f 0.69 149 345 1.88
Dependentiae;Babeliae;Babeliales;_f 0.00 0.12 1.33 0.48
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Planococcaceae 0.00 1.10 0.00 0.37
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1 2.79 208 2.28 2.39
Planctomycetes;Phycisphaerae;Phycisphaerales;Phycisphaeraceae 1.65 105 1.09 1.26
Planctomycetes;Planctomycetacia;Pirellulales;Pirellulaceae 325 8.18 14.0 8.49
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;Gimesiaceae 0.00 0.83 1.20 0.68
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;Rubinisphaeraceae 1.67 238 156 1.87
Planctomycetes;Planctomycetacia;Planctomycetales;uncultured 419 949 8.23 7.30
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;_o;_f 0.10 136 0.22 0.56
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Hyphomonadaceae 1.01 0.00 047 0.49
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methyloligellaceae 2.78 21.0 10.7 11.54
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae 0.00 323 5.26 2.83
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae 782 082 2.68 3.78
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Sphingomonadales;Sphingomonadaceae 1.17 074 1.35 1.08
Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Tistrellales;Geminicoccaceae 0.00 0.00 1.23 0.41
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae 1.63 127 0.94 1.28
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;_o;_f 0.00 0.00 3.16 1.05
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae 0.00 162 0.29 0.64
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales;Marinobacteraceae 362 104 041 1.69
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Betaproteobacteriales;Nitrosomonadaceae 0.00 0.15 143 0.53
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Cellvibrionales;Cellvibrionaceae 098 149 0.00 0.82

7



Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Nitrosococcales;Methylophagaceae
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Halomonadaceae
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;uncultured;uncultured bacterium
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae

12.5
3.08
321
1.86
1.99
0.00
3.48

0.97
1.92
0.79
1.85
0.00
2.60
4.05

4.79
0.67
0.00
0.68
1.58
0.00
1.73

6.09
1.89
10.99
1.47
1.19
0.87
3.09
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En cuanto a la riqueza y abundancia bacteriana, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, segun los indices de alfa diversidad: Shannon (p=0.21), CHAo0l (p=0.11), Faith
(p=0.64) y Simpson (p=0.21), lo cual indicé similitud en riqueza, abundancia, dominancia y
filogenia (Cuadro 4). Por otro lado, los graficos de analisis de coordenadas principales (PCoA) de
los indices de beta diversidad indican que hubo una agrupacién de los tres tratamientos, lo que
indica que no hubo diferencia significativa. En los anélisis de distancia Bray-Curtis, Ponderado,
No ponderado y Jaccard fueron explicados en un 51.69, 79.26, 60.26 y 41.12% por los ejes 1, 2 y

3, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis de componentes principales (PCoA) de beta diversidad durante la fase de
oxidacion de amonio (bioensayo #2).
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6.2.2.2 Predicciones funcionales. Por ultimo, las predicciones funcionales llevadas a cabo por
PICRUSt2 durante esta fase del bioensayo reportaron 142 funciones que, en su mayoria estan
asociadas al metabolismo (74%). Las otras funciones estan asociadas a procesos de informacion
genética (12%), procesos celulares (5%), procesos de informacién ambiental (3%), y otras de
menor abundancia, como muestra el Cuadro 10. Las funciones asociadas al metabolismo estan
dirigidas hacia: biodegradacién y metabolismo de xenobidticos (17%), el metabolismo de
carbohidratos (17%), aminoacidos (10%), lipidos (10%), cofactores y vitaminas (10%),
terpenoides y policétidos (10%), nucledtidos (2%) y el metabolismo energético (15%). Las
funciones encontradas se enlistan en el Anexo D. También, la figura 21 muestra el comportamiento

de las funciones predichas por PICRUSt2 durante el bioensayo de la oxidacion de amonio.

Cuadro 10. Vias KEGG nivel-1 durante la fase de oxidacion de amonio.

Je}r(ellzrglga- Rutas Repeticiones Abu?oizinua
Biodegradacion y metabolismo de xenobioticos 18
Metabolismo de los carbohidratos 17
Metabolismo de los aminoacidos 11
Metabolismo de cofactores y vitaminas 11
Metabolismo de los lipidos 11
Metabolismo Metabolismo de terpenoides y policétidos 11 74.0
Metabolismo energético 8
Biosintesis de otros metabolitos secundarios 7
Metabolismo de otros aminoacidos 6
Biosintesis y metabolismo de los glicanos 3
Metabolismo de nucleo6tidos 2
Procesamiento  Traduccion 6
de informacion Replicaciony reparacion 6 12.0
genética Plegamiento, clasificacidn y degradacion 5
Procesamiento  Transporte de membrana 3
de informacion Transduccion de sefiales 3 30
medioambiental
Transporte y catabolismo 3
Procesos Crecimiento y muerte celular 3 50
celulares Motilidad celular 2 '
Comunidad celular - procariotas 1
Sisternas S?stema _endocr_ino_ 2
organicos Sistema _|r,1mun|tar|_o _ 1 0.3
Adaptacion al medio ambiente 1
No asignado No asignado 7 6.0
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Figura 21. Mapa de calor de las funciones predichas por PICRUSt2 durante la fase de oxidacion
de amonio a las 0, 24 y 48h (bioensayo #2).

Al analizar la composicion funcional de los biofldculos durante la oxidacion de amonio, se observo
que 38 de ellas fueron modificadas en cuanto a su abundancia a las 24 y 48 h posterior a la adicion
de amonio (Figura 22). Estas funciones que se modificaron estan relacionadas con 15 rutas del
nivel 2, como se enlistan en el Cuadro 11. El 24 % de dichas funciones estan asociadas a la
biodegradacion y metabolismo de xenobioticos, mientras que las asociadas al metabolismo de
carbohidratos y metabolismo de terpenoides y policétidos, representan el 13 % cada uno. Otras
funciones que fueron modificadas se encuentran asociadas al metabolismo de aminoacidos, lipidos,
glicanos, cofactores, vitaminas y el metabolismo energético. También se encuentran funciones
relacionadas con la transcripcién, transduccion, transporte membranal y comunicacion celular,

entre otras.
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Figura 22. Modificacion de la abundancia funcional enzimética durante la fase de oxidacién de amonio (bioensayo #2).



Cuadro 11. Asociacion entre rutas KEEG-L2 y funciones KEGG-L3.

Ruta Funcion %
ko00362, ko00363, ko00364,
Biodegradacion y metabolismo de Xenobidticos k000621, ko00625, ko00627, 24

ko00643, ko00980, ko00983.
ko00051, ko00053, ko00500,

Metabolismo de carbohidratos k000511, ko00630. 13
: : . k001051, ko01055, ko00903,
Metabolismo de terpenoides y policétidos k000906, k000253, 13
Metabolismo de otros aminoacidos ko00410, ko00440, ko00460. 8
Biosintesis y metabolismo de glicanos ko00531, ko00540. 5
Metabolismo de lipidos ko00121, ko00600. 5
Metabolismo de cofactores y vitaminas ko00780, ko00830. 5
Motilidad celular k002030, ko02040. 5
Metabolismo energético ko00195. 3
Biosintesis de otros metabolitos secundarios ko00521. 3
Transcripcion ko03020. 3
Transporte de membrana ko02060. 3
Sefiales de transduccion ko02020. 3
Comunidad celular- procariotas ko05111. 3
No asignados ko00072, ko00472. 5

Finalmente, las 38 funciones que modificaron su abundancia son enlistadas en el Cuadro 12. Se
puede apreciar que, en general, el 50% de la diversidad de funciones aument6 su abundancia de
acuerdo a los genomas de las bacterias, mientras que el 36% de la diversidad funcional
disminuyeron a las 24 y 48 h. Interesantemente, el nimero de funciones que disminuyeron su
abundancia a las 24 h fue menor (5%), mientras que el 9% de las funciones aumentaron su

abundancia a las 48 h.

Cuadro 12. Potencial de diversidad funcional KEGG-L3 que aumentaron o disminuyeron su
abundancia a las 24 y 48 h posterior a la adicion de amonio.
Incremento en la abundancia de funciones (L3) alas 24y 48 h

KEGG-L2 KEGG-L3 %

Biodegradacion y metabolismo de Xenobidticos ko00625, ko00627, ko00643, 11
ko00363

Metabolismo de terpenoides y policétidos ko00903, ko00906, ko01051, 11
k001055

Metabolismo de carbohidratos ko00051, ko00500, ko00511 8

Metabolismo energético ko00195 3
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Biosintesis y metabolismo de glicanos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de cofactores y vitaminas
Transcripcion

Metabolismo de otros aminoécidos
Biosintesis de otros metabolitos secundarios
No asignados

Disminucion en la abundancia de funciones (L3) tanto a las 24 como 48 h

KEGG-L2
Biodegradacion y metabolismo de Xenobidticos
Metabolismo de carbohidratos
Motilidad celular
Metabolismo de lipidos
Biosintesis y metabolismo de glicanos
Metabolismo de cofactores y vitaminas
Sefiales de transduccion
Transporte de membrana
Comunidad celular- procariotas
No asignados

Disminucién en la abundancia de funciones (L3) a las 24 h, pero incrementadas

ko00531
ko00600
ko00830
ko03020
ko00410
ko00521
ko00472

ko00362, ko00364, ko00983

KEGG-L3

ko00053, ko00630
k002030, ko02040

ko00121
ko00540
ko00780
ko02020
ko02060
ko05111
ko00072

(abundancia) alas 48 h

KEGG-L2
Metabolismo de otros aminoécidos
Biodegradacion y metabolismo de Xenobidticos

ko00460
ko00980

KEGG-L3

Incremento en la abundancia de funciones (L3) alas 48 h

KEGG-L2
Metabolismo de terpenoides y policétidos
Metabolismo de otros amino&cidos
Biodegradacion y metabolismo de Xenobioticos

ko00253
ko00460
ko00980

KEGG-L3
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7. DISCUSION

El uso de la tecnologia de biofloculos ha permitido mejorar las condiciones en los cultivos
acuicolas en cuanto a los pardmetros de calidad del agua, esto principalmente por el proceso de
nitrificacion que es llevado a cabo por los microorganismos gque lo componen, principalmente por
bacterias (Samocha, 2019). Tal como ocurrié en el bioensayo #1, el uso de biofloculos permitié
mantener la calidad del agua bajo condiciones adecuadas para los organismos cultivados que
favorecio su desempefio productivo, lo cual es deseable a nivel de granja comercial.

En este bioensayo se evidencidé que una vez que las comunidades bacterianas que forman los
biofloculos lograron establecerse, especialmente las nitrificantes, la concentracion de NAT
comenzd a disminuir notablemente a partir de la semana 4 en el tratamiento con biofloculos, hasta
alcanzar un valor de 1.6 mg/L en la semana 10. Asi también, la concentracion de nitritos en la
misma semana (semana 4) fue menor en el tratamiento con biofléculos en comparacion con los
otros dos tratamientos, lo que evidencio que el proceso de nitrificacion logré establecerse en el
tratamiento con biofléculos antes que en el resto de los tratamientos.

Otro aspecto importante que va de la mano con la acumulacion de compuestos nitrogenados toxicos
es la capacidad de los organismos cultivados para tolerarlos (Abakari et al., 2021). En nuestro
bioensayo pudimos constatar esta capacidad a través de la supervivencia lograda, ya que en el
tratamiento con biofléculos y el control con recambio de agua se obtuvo una supervivencia del 67
y 65 %, respectivamente, mientras que para el tratamiento control sin recambio de agua la
supervivencia fue del 37%. En este punto, es importante destacar que, el porcentaje de
sobrevivencia del tratamiento control con recambio de agua pudiera ser atribuido a todos los
cuidados adicionales que se tuvieron, como recambios de agua para reducir concentracion de
compuestos nitrogenados, retirar tanto sedimento como alimento no consumido para evitar su
acumulacién, asi como retirar las mudas y organismos muertos con la finalidad de reducir la
proliferacion de patdégenos. Cuidados que normalmente no se tienen durante el cultivo acuicola,
principalmente por representar mayor trabajo y costo econdémico.

Por otra parte, la baja supervivencia en el tratamiento control sin recambio de agua provoco que
este tuviera la menor produccion de biomasa al final del bioensayo y, por lo tanto, al haber menos
organismos en este tratamiento, menor cantidad de desechos fueron generados, como en el caso

del NAT, lo que pudiera explicar por qué al finalizar las diez semanas, la concentracion del
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nitrogeno amoniacal total fue similar respecto a los otros dos tratamientos. Por otro lado, el
tratamiento con biofléculos presentd la mayor produccion de biomasa, lo que es atribuido
directamente a los biofldculos, ya que en este tratamiento no se tuvieron cuidados especiales salvo
la reposicion del agua evaporada y la alimentacion de los organismos. Es importante mencionar
que, durante el cultivo de camaron con biofléculos no fueron realizados recambios de agua, por lo
que dicha sobrevivencia se atribuye principalmente a las bacterias nitrificantes que conforman los
biofloculos. Ademas, dado que los biofloculos pueden ser consumidos por los organismos
cultivados (Sgnaulin et al., 2020) y contiene bacterias probidticas (Ferreira et al., 2015),
posiblemente ejercieron un efecto benéfico sobre los camarones cultivados.

Otro aspecto que es importante resaltar, es que el tratamiento con biofléculos no genero residuos
(aguas residuales), lo cual implica que no tendria un impacto ambiental a nivel de granja y abonaria
a la bioseguridad (Ahmad et al., 2017). De forma adicional, los nutrientes presentes en el agua
nunca fueron descartados y pudieron ser aprovechados por los biofléculos. Con este bioensayo se
comprobd que es posible cultivar organismos como el camaron blanco (L. vannamei) con la
tecnologia BFT y, mantener la calidad del agua, especialmente los niveles de compuestos
nitrogenados, lo que se traduce en un mejor desempefio productivo.

Todo lo anterior puede ser atribuido en gran medida a la accion de los microorganismos asociados
al biofloculos, sobre todo una vez que alcanzaron el proceso de maduracion, proceso que permitio
que las comunidades bacterianas lograran establecerse y, por lo tanto, ejercieran su funcién. Sin
embargo, a pesar de los resultados satisfactorios obtenidos en el bioensayo #1, y con la informacion
que fue generada durante el transcurso de las diez semanas, fue posible determinar que el proceso
de maduracion puede mejorar, para hacerlo mas eficiente.

Entre estos aspectos de mejora esta el uso de un indculo inicial, pero con un enfoque
microbioldgico, es decir, realizar tanto curvas de crecimiento como conteos en placa para validar
el momento exacto cuando el indculo puede ser utilizado, y una vez que éste se encuentre listo,
tenga la capacidad de generar nuevos biofloculos. También, durante la fase de generacion y
maduracion de los biofloculos, ademas de la cantidad de sélidos sedimentables (8-10 ml/L) y la
formacion visual de los biofloculos que seria un indicativo de madurez, la medicion del nitrogeno
amoniacal total y los nitritos seria un marcador bioquimico que corroboraria que el proceso
nitrificacion se ha establecido, y por consiguiente, seria posible comprobar que los biofl6culos han
alcanzado la madurez, teniendo la capacidad de oxidar el NAT proveniente de cualquier fuente:

alimento no consumido, excrecion de organismos cultivados, desaminacién de proteinas, etcétera.
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Por ello, en el bioensayo #2 fueron tomados en cuenta todos estos aspectos con la finalidad de
comprobar si el proceso de maduracion podia lograrse de manera mas eficaz, pero sin la influencia

que los organismos cultivados tiene sobre los biofléculos.

7.1. Consorcio Inicial

7.1.1. Reactivacion y Preparacion del Inéculo Inicial

La ventaja de utilizar un cultivo iniciador para generar biofl6culos radica en que se conoceria la
composicion microbiana con que se estaria iniciando el proceso, la cual por supuesto luego seria
modificada por la incorporacion de microorganismos del medio. Un consorcio o indculo inicial
podria ser utilizado en diferentes presentaciones y podria estar constituido por diferentes cepas
bacterianas (Jiménez-Ordaz et al., 2021), incluidos los probioéticos comerciales (Pacheco-Vega et
al., 2018; Miao et al., 2017; Miranda-Baeza et al., 2019), biofléculos frescos madurado
previamente o biofloculos maduros conservados mediante liofilizacion (Panigrahi et al., 2020). Un
consorcio inicial liofilizado involucra un proceso de reactivacién rapido y de bajo costo. Si bien
los protocolos de reactivacion de un indculo liofilizado son diversos, en el caso de nuestro estudio,
este proceso fue llevado a cabo afiadiendo fuente de carbono y nitrégeno en incubacion. Asimismo,
fue demostrada la presencia de bacterias viables sembradas en agar marino 2216 después de 24 h
de incubacion. Sin embargo, dado que la mayoria de las bacterias ambientales no son cultivables
(Rashid y Stingl, 2015), el recuento de UFC/ml no es cuantitativo, solo indicd crecimiento.

Parte de la investigacion fue determinar la importancia de la composicion bacteriana inicial en la
formacion de biofléculo; por ello, el inoculo inicial fue también evaluado tanto en agua marina
esterilizada como clorinada. Los valores reportados de concentracion bacteriana fueron: 5.94 +
5.64 x 10°, 1.01 + 1.29 x 10° y 4.50 + 4.82 x 10* UFC/ml para los tratamientos y el control,
respectivamente. Estos valores son similares a los reportados al utilizar probioticos comerciales
(Hostins et al., 2019; Ringg, 2020), mezclas de cepas caracterizadas y probioticos (Okomoda et
al., 2022), e incluso combinaciones de cepas (Miao et al., 2017) para iniciar la generacion de

biofloculos.
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7.1.2. Composicion Taxonomica del Consorcio Inicial

La identificacion de los perfiles taxonomicos del consorcio inicial usando secuenciacion masiva
(Abakari et al., 2022), ha demostrado su utilidad en el estudio de comunidades microbianas de
ambientes acuéticos (Zhang et al., 2019; Sundaray et al., 2022). Ademas, el uso de herramientas
bioinforméaticas como QIIME2 hace posible realizar analisis taxondmicos de comunidades
bacterianas de manera rapida y precisa (Zhao et al., 2022; Pilotto et al., 2018; Addo et al., 2021).
Adicionalmente, el uso de la herramienta PICRUSt2 permite realizar predicciones funcionales de
las comunidades bacterianas (Qiao et al., 2020; Huang et al., 2021).
Utilizando estas metodologias se pudo determinar la composicion taxonémica del consorcio inicial.
Cuatro filos, Proteobacterias, Firmicutes, Cyanobacteria y Bacteroidetes, fueron los mas
abundantes sumando el 91%. Es importante resaltar la presencia de bacterias del filo Firmicutes y
Actinobacterias en el consorcio inicial (estas tltimas también presente en el liofilizado, aunque con
1% de abundancia), ya que ha sido reportado que este binomio de bacterias son precursores de la
floculacion (Meng et al., 2023; Chen et al., 2019; Luo et al., 2020; Ahmad et al., 2022). En este
sentido, la presencia de este grupo bacteriano en un cultivo iniciador podria significar en cierta
medida que, dicho indculo tendré la capacidad de acelerar la generacion de biofléculos. Ademas,
entre las Actinobacterias se han reportado productores de antibioticos utilizados en la acuicultura
(Qianhui Wu et al., 2022). Por otro lado, algunos miembros del filo Bacteroidetes también son
relacionados con la formacion de biofloculos, ya que tienen la capacidad de colonizar particulas
macroscopicas en ambientes acuaticos, incluyendo los sistemas acuicolas (Zhou et al., 2018).
Al profundizar el andlisis taxondmico a nivel de familia, en el consorcio inicial, encontramos que
Bacillaceae sobresale con el 28.1% de abundancia, en concordancia con los reportes que la sefialan
como miembros abundantes de los biofloculos (Zhang et al., 2022; Shitu et al., 2022; Meng et al.,
2023; Liu et al., 2023; Goodfellow y Williams, 1983; Chen et al., 2019; de Souza Valente et al.,
2020). Esta familia ha sido implicada en los procesos de generacion de biofléculos (Yu et al.,
2018), de transformacion y asimilacion de nitrogeno (Jia et al., 2023; Xu et al., 2022), de
degradacion de geosmina y 2-methylisoborneol (Ma et al., 2015; Luo et al., 2016), asi como de
estimulacion de la expresion de proteinas relacionadas con la inmunidad (Liu et al., 2020).
La segunda familia mas abundante fue Rhodobacteraceae (5.92%) la cual representa un grupo
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diverso de bacterias marinas (Dong et al., 2023) con méas de 190 géneros y méas de 300 especies
(Simon et al., 2017). La presencia de esta familia ha sido reportada en biofl6culos (Gullian-Klanian
et al., 2023), donde suelen actuar como colonizadoras y precursoras de la floculacion debido a su
capacidad de adaptacién a condiciones de poca disponibilidad de nutrientes (Xiaoli Zhang et al.,
2023). Es importante sefialar que miembros de esta familia también han sido implicadas en el
proceso de desnitrificacion (Huang et al., 2023; An et al., 2023). La desnitrificacion es un proceso
completamente anaerobico muy eficaz para eliminar el NOz del agua, que comienza con la
reduccidn de nitrato a nitritos y, posteriormente, a través de una cadena de reacciones, a oxido
nitrico (NO), 6xido nitroso (N20) vy, finalmente, a N2 (Tsukuda et al., 2015; Conthe et al., 2019;
Di Capua et al., 2019), proceso que requiere la adicion de una fuente de carbono (Alzate Marin et
al., 2016). Para poder promover este proceso deben predominar condiciones de anaerobiosis, lo
cual de manera natural ocurre en sedimentos marinos y otros ambientes reducidos (Meng et al.,
2020).

Si bien la composicion taxondmica del consorcio inicial fue diversa, resulta importante destacar la
presencia de grupos bacterianos asociados a promover el proceso de floculacion, incluso sobre
otras funciones metabdlicas, por ser las primeras en desarrollarse una vez que son inoculadas para
acelerar la generacion de biofloculos. Sin embargo, la composicion bacteriana del consorcio inicial
no necesariamente predominaréa en los biofléculos maduros, ya que la floculacion ocurrira entre las

bacterias del indculo y de la microbiota del agua.

7.2. Maduracion del Biofléculo

7.2.1. Generacién y Maduracion del Biofloculo

Una vez que los indculos fueron aplicados a cada una de las unidades experimentales, el monitoreo
constante permitidé realizar correcciones oportunas cuando fue necesario, reduciendo la
probabilidad de tener algun retraso en el proceso de maduracion de los biofloculos. La evolucion
de los biofloculos fue similar en todos los tratamientos, (AME, AMC y AMCI), lo cual indico que
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cuando se restablece la comunidad microbiana original, de ser necesario se integran otros
microorganismos presentes en el agua. Ademas, no se vuelve necesario otro tratamiento de
purificacion en el agua o la reduccion de la carga microbiana para establecer biofléculos en agua
de mar, tal como ocurri6 en nuestro bioensayo, ya que independientemente de los tratamientos la
madurez fue alcanzada en momentos similares. Ciertamente, la maduracion de biofloculos
plenamente funcionales debe lograrse en el estanque de cultivo, donde podria alcanzar el equilibrio
entre poblaciones autétrofas y heterotrofas. Ademas, la comunidad microbiana heterétrofa puede
ampliarse ex-situ en condiciones distintas a las del estanque (Samocha, 2019).

Por otra parte, el manejo de los parametros de calidad del agua al trabajar con biofloculos involucra
cuidados similares a los realizados en la acuicultura tradicional, como ha sido observado en el
cultivo tanto de peces como de crustaceos (Emerenciano et al., 2017; Martinez-Cérdova et al.,
2018b; Collazos-Lasso y Arias-Castellanos, 2015; Ferreira et al., 2020). Es necesario mantener una
aireacion vigorosa para garantizar una concentracion de oxigeno disuelto de al menos 6 mg/L para
cubrir la demanda de oxigeno tanto de los organismos cultivados, como el de la microbiota que
conforman los biofloculos. Ademas, la aireacion debe mantener las particulas de los biofloculos en
suspension (Hargreaves, 2013), pero no debe ser muy intensa porque provocaria la ruptura de los
fléculos (Souza et al., 2019). Para promover el crecimiento de bacterias heterotréficas en los
biofléculos es necesario reducir la intensidad de la luz (Samocha, 2019). En el caso de nuestro
estudio, los pardmetros de calidad del agua durante todas las fases del bioensayo estuvieron dentro
de los rangos adecuados para el cultivo del camaron.

El aumento de los SS en cada una de las UE a partir de la primera semana fue evidencia del
crecimiento bacteriano (Figura 8), principalmente de bacterias heterotréficas, ya que estas bacterias
tienen una tasa de crecimiento significativamente mas rapida que las bacterias nitrificantes (Ebeling
etal., 2006), y de la agregacion de particulas suspendidas. Esto se debe al proceso fisico que ocurre
cuando las particulas suspendidas en el agua aprovechan para aglutinarse junto con los
microorganismos presentes en el medio, principalmente bacterias y microalgas. A esto se suma que
la floculacion se incrementa por las secreciones de microorganismos filamentosos, sefializacion a
través de quorum sensing o atracciones electrostaticas (Samocha, 2019; Crab et al., 2012; Menaga
et al., 2019; Garibay-Valdez et al., 2022). Este proceso puede ser promovido por un sustrato
organico que funciona como nucleador y se ha utilizado una matriz organica, tales como salvado
de trigo, amaranto y avena, permitiendo la floculacion y ayudando a mantenerlos suspendidos en
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el agua (Martinez-Cordova et al., 2018b; Aparicio-Simon et al., 2020; Crab et al., 2012).

Por Gltimo, un aspecto importante que debe de ser considerado al trabajar con biofléculos es la
coloracion del agua, ya que esto es un indicativo general de cuales comunidades microbianas
predominan en ese momento. En este sentido, cuando la coloracién del agua cambia de verde a
café, esto indica una transicion de un sistema dominado principalmente por microalgas a un sistema
donde las bacterias terminan dominando (Ahmad et al., 2017). Esto se utiliz6 como uno de los
criterios para determinar la madurez de los biofloculos en la semana seis en todos los tratamientos:
picos de concentracion de los compuestos nitrogenados, SS >10 ml/L y coloracion del agua con

tonalidades café (Emerenciano et al., 2017; Hargreaves, 2013).

7.2.2. Clasificacion Taxonémica de los Biofloculos Maduros

Con los datos provenientes de la secuenciacion se llevd a cabo la clasificacidén taxondmica de las
bacterias presentes en los biofloculos maduros producidos en los tres tratamientos: AME, AMCl y
AMC. Una gran similitud entre la composicion de las comunidades bacterias de todos los
tratamientos fue observada (Figura 10), lo que demuestra que los biofldculos alcanzan cierta
estabilidad taxondmica aun cuando este haya sido obtenido siguiendo diferentes protocolos (Luo
et al., 2020) y que son las condiciones ambientales las que establecen el perfil taxonémico; no
obstante, la fuente de carbono orgénico también podria tener cierta influencia en la composicion y
abundancia de las comunidades bacterianas, especialmente en las nitrificantes (Zhao et al., 2016).
Del analisis anterior fueron identificados ciertos filos predominantes en los biofléculos, donde
destacan; Proteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria, Firmicutes
y Cyanobacteria, lo cual coincide con lo reportado por diversos autores como filos predominantes
en los biofloculos (Huang et al., 2020; Dong et al., 2022; Shang et al., 2018; Luo et al., 2017;
Khanjani et al., 2022; Peiro-Alcantar et al., 2022; Vargas-Albores et al., 2019; Chen et al., 2019;
Martins et al., 2020), mismos que también son comunes en ambientes acuaticos, especialmente en
condiciones donde abunda la materia organica y se da la presencia de particulas en suspension,
como en el caso de los sistemas BFT (Zhang et al., 2019; Huang et al., 2021).

El grupo bacteriano con mayor abundancia en los biofloculos fue el de Proteobacterias, lo que era
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de esperarse ya que este filo de bacterias usualmente es el més abundante en ambientes acuéticos,
incluidos biofloculos, biopeliculas y sistemas de recirculacion de agua (Martins et al., 2020; Lee
et al., 2016). Ademas, en este filo estan incluidas las bacterias nitrificantes como; Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrobacter, entre otras (Pekkoh et al., 2022; Satanwat et al., 2020; Arp
y Stein, 2003), las cuales estan implicadas en el proceso de nitrificacion como se observo a la
semana seis en esta investigacion. No obstante, existe evidencia que demuestra la existencia de
otros grupos microbianos como las arqueas, organismos no estudiados en la presente investigacion,
que también podrian estar implicados en el metabolismo del nitrégeno (Bothe et al., 2006), tanto
en los proceso de nitrificacion como desnitrificacion, como es el caso de; Achromobacter
xylosoxidans CF-S36 (Padhi y Maiti, 2017), Agrobacterium sp. LAD9 (Chen y Ni, 2012),
Alcaligenes faecalis, cepa n° 4 (Joo et al., 2005), Bacillus, cepa N31 (Huang et al., 2017),
Enterobacter cloacae CF-S27 (Padhi y Maiti, 2017), Marinobacter sp. NNA5 (Liu et al., 2016), y
Pseudomonas stutzeri (Takaya et al., 2003).

En contra parte, los filos bacterianos con menor abundancia encontrados en los biofloculos fueron;
Verrucomicrobia, Dependentiae y Chlamydiae, cuya presencia también ha sido reportada en
diferentes trabajos que involucran biofléculos (Peiro-Alcantar et al., 2022; Kathia et al., 2018). Sin
embargo, estas variaciones de abundancia de los filos menos representativos no parecen tener
repercusiones negativas que afecten la estabilidad de los bioflculos una vez que han alcanzado la
madurez, aun cuando sea obtenido con diferentes fuentes de agua.

En cuanto al analisis taxondmico a nivel de familia durante esta misma fase, de los 47 grupos que
fueron encontradas en total, quince de ellos estuvieron presentes en todos los tratamientos (Cuadro
2), donde destacaron las familias; Halomonadaceae, Rhodobacteraceae, Pirellulaceae,
Phycisphaeraceae y Enterobacteriaceae, esta Ultima en menor abundancia. Estos grupos
bacterianos son habitantes comunes de ambientes acuaticos (Wang et al., 2020; Pinoargote et al.,
2018; Brailo et al., 2019; Rud et al., 2017), incluidos los biofléculos (Khanjani et al., 2022), aun
cuando este sea producido bajo diferentes condiciones de salinidad (Bo Zhang et al., 2023).
Ademas, por la capacidad de adaptacion a condiciones de poca disponibilidad de nutrientes,
Rhodobacteraceae es uno de los grupos bacterianos involucrados en las primeras etapas de la
floculacion (Xiaoli Zhang et al., 2023). También participa en la degradacion de compuestos
orgéanicos, incluidos los compuestos nitrogenados en el agua (Roquigny et al., 2021). De igual
manera, Pirellulaceae ha sido relacionada a la oxidacién de amonio, aunque bajo condiciones

92



anaerobicas (Kim et al., 2021). Adicionalmente, Martins et al. (2020), reportaron que en los
biofl6culos heterotroficos, la familia méas abundante fue Rhodobacteraceae, y que algunos de sus
miembros tiene la capacidad de inhibir a ciertas cepas de Vibrionaceae, lo que podria conferirles
actividades antimicrobianas.

Por Gltimo, los andlisis de alfa (Cuadro 4) y beta diversidad (Figura 16), corroboraron que, una vez
que los biofléculos han alcanzado la madurez, su composicion taxondmica se vuelve estable y no
se modifica aun cuando se haya obtenido con diferentes tratamientos de agua. Lo anterior corrobora
que los biofloculos pueden ser reconstituido independientemente del agua utilizada y sin necesidad
de algun tratamiento de purificacion. Estos resultados sugieren la importancia de mantener
condiciones constantes en este tipo de sistemas, de tal manera que los organismos se vean

beneficiados y la composicion de los biofléculos se mantengan constante.

7.2.3. Predicciones Funcionales de las Comunidades de los Biofl6culos Maduros

Respecto a las predicciones funcionales de las comunidades bacterianas que conforman los
biofloculos durante la fase de maduracion, el 74% fueron asociadas al metabolismo (Nivel L1)
segun la base de datos KEGG. Similarmente, algunas investigaciones con biofléculos han
reportado esta ruta metabdlica como predominante: (Peiro-Alcantar et al., 2022) ~ 80%, (Xiaoli
Zhang et al., 2023) 54.3 — 58.7%, (Vargas-Albores et al., 2019) 50-53%, y (Zhang et al., 2019).
En cuanto al nivel KEGG-L2, las rutas relacionadas al metabolismo energético estuvieron
presentes, asi como otras mas, lo cual fue esperado, ya que como en cualquier comunidad
bacteriana, las interacciones entre los miembros que conforman los biofldculos son diversas. En
este sentido, las rutas metabolicas relacionadas al metabolismo del nitrogeno (KEEG-L3)
estuvieron presentes, mismas que son de interés para este estudio por ser parte de los criterios de
maduracion (nitrificacion-M00528-KEGG). Ademas, la presencia de las enzimas relacionadas al

metabolismo del nitrogeno reveld parte de las rutas relacionadas con el nitrégeno.
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7.3. Fase de Oxidacion de Amonio

En esta fase experimental fue probada la capacidad funcional de los biofléculos para oxidar amonio
bajo condiciones controladas en un entorno sin organismos. La ausencia de animales permitio
eliminar cualquier fuente externa de nitrogeno en el agua, incluyendo la excrecién de amonio por
parte de los organismos cultivados (Bartoli et al., 2008), amonio proveniente de la descomposicion
de materia organica, alimento no consumido, e incluso animales muertos (Khodami et al., 2011;
Yun et al., 2019). Esta informacién exploratoria pudiera representar un primer acercamiento en
cuanto a una demostracion cuantitativa de la eficiencia del proceso de maduracién de los
biofloculos respecto a la dinamica del amonio (especialmente oxidacion).

Los resultados muestran con claridad como el tratamiento con biofldculos fue capaz de reducir la
concentracion de NAT a las 24 h en dos periodos consecutivos de tiempo (24 y 48 h), hasta niveles
por debajo de la concentracion inicial. En el caso de este estudio, el tiempo de oxidacién de amonio
fue menor respecto a lo reportado por otras investigaciones (Luo et al., 2022; Adineh et al., 2019;
Boopathy et al., 2015; Addo et al., 2023). Esto permite inferir que el proceso de maduracion al que
fueron sometidos los biofléculos ayudé a las comunidades bacterianas implicadas en el
metabolismo del nitrogeno, bacterias nitrificantes principalmente a cumplir dicha funcién. En el
tratamiento control, el cual no tuvo un proceso previo de maduracion también hubo reduccion de
amonio, aungque menos eficiente en comparacion con el tratamiento con biofloculos, ya que la
concentracion de NAT siempre fue mayor al valor inicial en este tratamiento.

Esto tiene su légica, ya que el agua de mar utilizada como control cuenta con su propia carga
bacteriana nativa, donde seguramente hay bacterias con la capacidad de oxidar amonio
(nitrificantes). Y ya que las bacterias nitrificantes son habitantes comunes de muchos entornos
incluidos el agua de mar, agua dulce, entornos marinos hipersalinos, suelo y subsuelo (Zorz et al.,
2018; Daims et al., 2016), al presentarse condiciones favorables para el crecimiento de las bacterias
nitrificantes, como presencia de amonio, estas lo utilizaron de sustrato y por consiguiente, se da
una reduccién de amonio. Sin embargo, la falta de un proceso de maduracion dio como resultado

una menor eficiencia en el tratamiento control respecto al tratamiento con biofléculos.
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7.3.1. Clasificacion Taxonémica de los Biofloculos Maduros Durante la Fase de Oxidacién

de Amonio

La clasificacion taxondmica de las comunidades bacterianas a las 0, 24 y 48 h mostré que siete
filos fueron los més abundantes, representando el 97 % del total. Similarmente a lo ocurrido en la
etapa previa de maduracion, durante la fase de oxidacion de amonio el filo de Proteobacterias fue
el mas abundante, lo que fue un resultado esperado, ya que este grupo de bacteria esta
habitualmente estd presente en biofloculos (Huang et al., 2022; Addo et al., 2021) y, ademas,
Proteobacterias cuentan con miembros capaces de reciclar nutrientes en los sistemas de acuicultura
(Addo et al., 2023). No obstante, a pesar de que las proteobacterias disminuyeron en abundancia a
las 24 y 48 h respecto a las 0 h, esto no impact6 negativamente a los biofloculos durante el proceso
de oxidacion de amonio.
Para el caso de los filos Planctomycetes, Actinobacterias, Firmicutes y Chloroflexi, estos
aumentaron a las 24 y 48 h respecto al tiempo inicial. En el caso de las primeras, estas son bacterias
con propiedades poco comunes como la comparticidn celular entre diversas especies y fisiologia
Unica para algunos individuos de este grupo. Ademas, son productores de enzimas, lipidos como
los esteroles, acidos grasos de cadena larga, y también estdn implicados en procesos de
biorremediacion a escala industrial, especialmente en condiciones de anammox (Fuerst, 2017,
Prosser, 2007; Jianhua Wu et al., 2022; Pang et al., 2023). También, biotecnol6gicamente las
bacterias que pertenecen al filo Planctomycetes son importantes por estar implicadas en el ciclo
del carbono y nitrogeno, (Wiegand et al., 2018), ademas de ser habitantes comunes de ambientes
acuaticos (Podosokorskaya et al., 2022) y en los biofléculos (Kumar et al., 2018; Martinez-
Cordova et al., 2018a; Khanjani et al., 2022). Por su relacién en el ciclo del nitrégeno, la presencia
y aumento de abundancia de los Planctomycetes resulto favorable durante la fase de oxidacion de
amonio.
En cuanto a la abundancia del filo Actinobacteria, este es un grupo, ampliamente distribuido tanto
en ambientes acuaticos, (incluidos sistemas el BFT) (Ferreira et al., 2021) como terrestres. Los
miembros de este filo presentan una gran diversidad de propiedades morfoldgicas, fisiologicas y
quimiotaxonomicas (Lawson, 2018). Ademas, estan implicados tanto en el proceso de nitrificacion
como de desnitrificacion (Zhang et al., 2021). Algunos de sus miembros tienen implicaciones en
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funciones bioldgicas importantes (Goodfellow y Williams, 1983). En este grupo pueden ser
encontrados cepas probioticas potencialmente Gtiles para la acuicultura (Schleder et al., 2020),
ademas, son productores potenciales de sustancias antibacterianas antagonistas de Vibrio (Dong et
al., 2021). Por otro lado, son productores de una gran cantidad de enzimas hidroliticas, amiloliticas,
celuloliticas, hidrolizantes de nitrilos, lipoliticas, proteoliticas, quitinasa y quitinoliticas (Das et al.,
2008). Por todo lo anterior, la presencia de este grupo de bacterias resulta sumamente benéfico para
los biofloculos, principalmente por su posible implicacion en el metabolismo del nitrégeno, aspecto
de estudio en esta investigacion.
Otro grupo presente durante esta fase del bioensayo fueron los Firmicutes, el cual, ademés de ser
un filo con miembros relacionados con la floculacion y por tanto, tener la capacidad de acelerar la
formacion del biofléculos (Meng et al., 2023), también han sido relacionado con la degradacion de
nitrdgeno (Shitu et al., 2022); adicionalmente, algunos de sus miembros pudieran tener
implicaciones en otros procesos como el uso de aminas (Zhao et al., 2022).
En cuanto a la clasificaciobn taxondmica, pero a nivel de familia, se encontr6 que
Methyloligellaceae, Enterobacteriaceae, Pirellulaceae y Rhodobacteraceae fueron de las familias
predominantes, lo cual no resulta extrafio ya que estas familias pertenecen al filo de las
Proteobacterias (Schveitzer et al., 2020; Rud et al., 2017), filo més abundante en la fase de
oxidacion de amonio. Algunas bacterias de la familia Methyloligellaceae estan relacionado al ciclo
del metano (Begmatov et al., 2021), el cual es el producto final de la descomposicion microbiana
de materia organica en condiciones anaerobicas, y puede acumularse tanto en agua dulce como
agua de mar (Conrad, 2009). También, estan involucradas en la solubilizacién para la fijacion del
fosforo y nitrégeno (Zhang et al., 2022) y la biodegradacion de poliestireno (Liu et al., 2023).
Enterobacteriaceae, es una familia ampliamente distribuida en ambientes acuaticos, suelos,
alimentos e incluso, tracto intestinal de animales, donde algunos de estos miembros pueden reducir
los nitratos a nitritos (Addo et al., 2021). A pesar de que en la familia Enterobacteriaceae existen
bacterias patdgenas, estas podrian ser inhibidas por otras bacterias que conforman los biofloculos
y que tienen capacidad antibacteriana.
Las bacterias pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae tienen gran capacidad de adaptacion en
ambientes con variacion de salinidad (Bo Zhang et al., 2023), asi como un papel probidtico y
antagonismo con Vibrio (Dong et al., 2023). Por otro lado, es comun encontrar la presencia de
bacterias pertenecientes a la familia Pirellulaceae en los biofloculos (Brailo et al., 2019; Kim et al.,
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2021; Peiro-Alcantar et al., 2022) tal como ocurri6 en el presente trabajo. Esta familia pertenece al
filo Planctomycetes, segundo filo més abundante en la fase de oxidacion de amonio. Se ha
reportado previamente que esta familia esta relacionada con la oxidacion de amonio (anaerobia)
(Roquigny et al., 2021).

Otra familia presente, aunque en menor abundancia fue Sphingomonadaceae, la cual est4 asociada
a la transformacion de nitrogeno (N) y fosforo (P) (Kumwimba et al., 2023).

En cuanto a los analisis de alfa y beta diversidad, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos respecto a la composicion de las comunidades bacterianas durante la fase de
oxidacion de amonio (Figura 20). Esto podria sugerir que, a pesar de las variaciones en cuanto a la
abundancia bacteriana que ocurrié en esta fase, a 0, 24 y 48 h, los procesos relacionados al
metabolismo del nitrégeno si se llevaron a cabo. Lo anterior fue corroborado a través de la medicion

de las concentraciones de amonio.

7.3.2. Predicciones Funcionales

Las predicciones funcionales de los consorcios bacterianos de los biofl6culos, en el ensayo de
oxidacion del amonio fueron muy similares a las observadas durante la fase de maduracién. A nivel
KEEG-L1, las rutas asociadas al metabolismo predominaron, en el siguiente nivel (L2) fueron
encontradas rutas relacionadas al metabolismo energético y, en menor abundancia, rutas
metabdlicas L3 pertenecientes al metabolismo del nitrégeno, que fueron las rutas de interés para
este estudio. En lo referente a esta Gltima ruta metabdlica L3, durante esta fase experimental fue
corroborado que los biofldculos contenian microorganismos con la capacidad de oxidar el amonio
(Figura 17). Ademas de dicha comprobacion cuantitativa, la presencia e identificacion de las
enzimas involucradas en el metabolismo del nitrogeno (Cuadro 7), permitio corroborar que dichos
procesos fueron llevados a cabo. Esto coincide con lo reportado por algunos autores respecto a las
enzimas involucradas en diferentes procesos del metabolismo del nitrégeno (Wei et al., 2020;
Brailo et al., 2019; Meng et al., 2023; Meng et al., 2020; Beeckman et al., 2018).

Si bien la capacidad de los biofloculos para oxidar amonio en 24 h fue comprobada, es importante

sefialar que en un sistema de biofléculos donde se trabaje con organismos cultivados (in-situ), la
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oxidacion de amonio podria ser mas tardada debido al aporte constante de amonio de los mismos
organismos (alimento no consumido, etcétera). No obstante, eventualmente los biofloculos
deberian de ser capaces de reducir la concentracion de amonio en el estanque, ya sea tanto por la
oxidacion del amonio como por la conversion directa de amonio en biomasa bacteriana.

Por otra parte, un aspecto que llamo la atencion con el analisis de PICRUSt2 fue el resto de las
rutas metabolicas que estuvieron presentes durante esta fase del bioensayo, ya que el analisis no es
exclusivo al metabolismo del nitrogeno. En este sentido, se visualizaron las funciones que
estuvieron presentes a las 0, 24 y 48 h, donde curiosamente, el tiempo cero fue diferente a las 24 y
48 h. Esto podria indicar que en los biofloculos se favorecen bacterias cuyos genomas cuentan con
diferentes rutas metabdlicas una vez que las condiciones del medio cambian, en este caso con la
adicion de amonio.

Interesantemente, de las 142 funciones encontradas, 38 de ellas mostraron un comportamiento
particular por ser tanto favorecidas como reducidas en un 20%. De éstas, el 50 % de las funciones
estuvieron centradas en tres rutas L2; biodegradacion y metabolismo de xenobidticos, metabolismo
de carbohidratos y metabolismo de terpenoides y policétidos. EI hecho de encontrar funciones que
fueron tanto favorecidas como reducidas tanto a las 24 como 48 h (Cuadro 12), pudiera indicar en
cierta medida que los biofléculos trabajan bajo diferentes condiciones a nivel funcional, pero,
también, sugiere la complejidad de las redes metabdlicas de los biofléculos, ya que la reduccién de
ciertas rutas no necesariamente implica que estas no vuelvan a activarse. Por Gltimo, a pesar de que
las rutas relacionadas al metabolismo de nitrégeno no figuraron entre las 38 funciones favorecidas
como reducidas a las 24 y 48 h, esto no fue impedimento para que dichos procesos relacionados al

nitrogeno fueran llevados a cabo, tal como fue corroborado en la fase de oxidacion de amonio.
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8. CONCLUSIONES

El uso de biofloculos en el cultivo de camardn blanco (L. vannamei) en el bioensayo #1
mejord los parametros de produccién, no generd aguas de desecho y aumento la sobrevivencia
respecto al control sin recambio de agua.

En el bioensayo #2, el uso de un consorcio iniciador en forma de liofilizado y la adicion de una
matriz organica (salvado de trigo) permitié iniciar el proceso de floculacion desde la semana uno.
Las comunidades bacterianas predominantes en los biofléculos maduros a nivel de filo fueron;
Proteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria, Firmicutes y
Cyanobacteria.

En los tres tratamientos de biofléculos maduros predominaron las rutas KEGG-L1 relacionadas al
metabolismo (74%), procesamiento de informacidn genética (12%), procesos celulares (5%) y
otros de menor abundancia.

La oxidacion de NAT fue llevada a cabo en 24 h por los biofléculos madurados con una tasa de
reduccion de hasta 0.24 mg/L de NAT/h.

La oxidacion de NAT fue relacionada a los grupos bacterianos més abundantes durante la fase de
oxidacion de amonio: Proteobacteria (56.64%), Planctomycetes (20.11%), Actinobacteria (5.86%)
y Firmicutes (4.93%).

En la fase de oxidacién de amonio, a nivel L2 (metabolismo energético), un total de 142 funciones
metabdlicas (L3) fueron encontradas, 38 de ellas modificaron su abundancia a las 24 y 48 h

posterior a la adicion de NH4CI.
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10. ANEXQOS

10.1. Diagrama general de trabajo durante las fases de generacion y maduracién del biofloculo

@ Reactivacién inéculo inicial i @ Desarrollo del inéculo inicial por tratamiento
‘ *
L - 1 Condiciones incubacion
1000 ml agua de mar 2* p . -
\ ]
] ° Inocular con 500 !
A + UOZBQNHacI ‘Qo“ & del sobrenadante 2 AMES18S
/ —t bk aniinigl e del paso anterior e Rasn
= ()
o PN en 60 mi de agus 7 AMCI #1 al #3 _
Tomar 200 ml de agua de mar + (\z&b o de mar @ 7 AMC #1 al #3 Lie
1 g delindculo inicial (liofilizado) > %D\o‘e' o - {150 pm
Condiciones incubacion 1 b N . -
-

§ o v
E]Bn

% 150 rpm

—

Nota
AME: Agua de mar esterilizada
AMCI: Agua de mar clorinada
AMC: Agua de mar cruda 59
Muestras para:
1*.- Conteo en placas
2*.- Mediciones de absorbancia (DO «wian)

w
50 mlinécuio v AMCI #1 al #3
-7 Azlcar
- 20 g Salvado de trigo

Fase de generacion y maduracion del biofléculo

" 7 AME #1 al #3

Mediciones semanales
- Compuestos nitrogendos

- Calidad del agua

Mok b oo wrsanl

Experimenal

3 comaraz

' v AMC #1 al #3

8 Semanas
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10.2. Diagrama de trabajo durante la fase de oxidacion de amonio

Maduracién del Biofléculo
(Fase anterior)

AMC #1 al #3

Biofléculo maduro
(8 semanas)

Oxidacion de amonio

I Medicion
AMC #1 al #3 Adicién de 10 mg/L de NH.CI
- NH./NH; -

Zmyzw : 2N
Control #1 al #3 R
# Medicion cada 4 h

desde 0-48h

10.3. Flujo de trabajo durante la preparacion de las muestras secuenciadas

Preparacion de las muestras Construccion de genotecas

Extraccién ADN: Concentracién ADN: Purificacion de Amplicones:

Primers lllumina

TiFL ~ AMPure XP
Liolizado = 168 515 Forward 5°
- Biofléculo 16s 806 R 3
- Oxidacién amonio r S averse Pureza de las muestras
- Protocolo: -Gel agarosa (1%)

Taq KAPA PCR kit L

Purificacion ADN: : ; L
Spin columns wash tube (SigmeAidrich): ey ol
— PCR -]
Dilucion ADN: . 94 °C /3 min
—-2 1:40 94 °C/ 45 Sl TM O
DNeasy Power R ’ s PureLink™ Quich PCR
Lyzer PowerSoil Purificacion ADN: 51°C/60s -2,5 Purification Kit (Invitrogen)
Kit (QIAGEN) GeneClean II" 72°C/90s J €08
72°C/ 10 min
& Sk Indexado de las muestras:
Datos crudos arga en secuenciador: < Illumina "16s Metagenomic
lllumina MiSeq. Preparacién deI'PooI para Sequencing Librar P?e aration”
e e 500 ciclos (2 x 250) secuenciar k : Y
= <
e Concentracién ADN: PCR de indexado
Tape Station (2200) (Condiciones anteriores)
Concet}traclér! de 2da Purificacién:
bibliotecas: AMPure XP
Biblioteca 4 nM

Biblioteca Phix 4 nM
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10.4. Lista de ID (KEGG) de las funciones L3 encontradas durante la fase de oxidacion de

ko00010Glycolysis / Gluconeogenesis
ko00020Citrate cycle (TCA cycle)
ko00030Pentose phosphate pathway
ko00040Pentose and glucuronate
interconversions
ko00051Fructose and mannose metabolism
ko00052Galactose metabolism
ko00053Ascorbate and aldarate metabolism
ko00500Starch and sucrose metabolism
ko00510N-Glycan biosynthesis
ko005110ther glycan degradation
ko00520Amino sugar and nucleotide sugar
metabolism
ko00562Inositol phosphate metabolism
ko00620Pyruvate metabolism
ko00650Butanoate metabolism
ko00660C5-Branched dibasic acid metabolism
ko00630Glyoxylate and dicarboxylate
metabolism
ko00640Propanoate metabolism
ko00910Nitrogen metabolism
ko00920Sulfur metabolism
ko001900xidative phosphorylation
ko00195Photosynthesis
ko00196Photosynthesis - antenna proteins
ko00680Methane metabolism
ko00710Carbon fixation in photosynthetic
organisms
ko00720Carbon fixation pathways in
prokaryotes
ko01040Biosynthesis of unsaturated fatty
acids
ko00061Fatty acid biosynthesis
ko00071Fatty acid degradation
ko00100Steroid biosynthesis
ko00120Primary bile acid biosynthesis
ko00121Secondary bile acid biosynthesis
ko00140Steroid hormone biosynthesis
ko00561Glycerolipid metabolism
ko00564Glycerophospholipid metabolism
ko00591Linoleic acid metabolism
ko00600Sphingolipid metabolism

ko00230Purine metabolism
ko00240Pyrimidine metabolism
ko00250Alanine, aspartate and glutamate
metabolism
ko00260Glycine, serine and threonine
metabolism
ko00270Cysteine and methionine metabolism
ko00280Valine, leucine and isoleucine
degradation
ko00290Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis
ko00300Lysine biosynthesis
ko00310Lysine degradation
ko00330Arginine and proline metabolism
ko00340Histidine metabolism
ko00350Tyrosine metabolism
ko00360Phenylalanine metabolism
ko00410Beta-Alanine metabolism
ko00430Taurine and hypotaurine metabolism
ko00440Phosphonate and phosphinate
metabolism
ko00450Selenocompound metabolism
ko00460Cyanoamino acid metabolism
ko00480Glutathione metabolism
ko00531Glycosaminoglycan degradation
ko00540L.ipopolysaccharide biosynthesis
ko00550Peptidoglycan biosynthesis
ko006700ne carbon pool by folate
ko00730Thiamine metabolism
ko00740Riboflavin metabolism
ko00750Vitamin B6 metabolism
ko00760Nicotinate and nicotinamide
metabolism
ko00770Pantothenate and CoA biosynthesis
ko00780Biotin metabolism
ko00785L.ipoic acid metabolism
ko00790Folate biosynthesis
ko00830Retinol metabolism
ko00860Porphyrin metabolism
ko01051Biosynthesis of ansamycins
ko01053Biosynthesis of siderophore group
nonribosomal peptides
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ko01055Biosynthesis of vancomycin group
antibiotics
ko01056Biosynthesis of type Il polyketide
backbone
ko00900Terpenoid backbone biosynthesis
ko00903Limonene degradation Title changed!
ko00906Carotenoid biosynthesis
ko00908Zeatin biosynthesis
ko00253Tetracycline biosynthesis
ko00902Monoterpenoid biosynthesis
ko00521Streptomycin biosynthesis
ko00524Neomycin, kanamycin and
gentamicin biosynthesis
ko00941Flavonoid biosynthesis
ko00943lsoflavonoid biosynthesis
ko00960Tropane, piperidine and pyridine
alkaloid biosynthesis
ko00965Betalain biosynthesis
ko00311Penicillin and cephalosporin
biosynthesis
ko00361Chlorocyclohexane and
chlorobenzene degradation
ko00362Benzoate degradation
ko00363Bisphenol degradation
ko00364Fluorobenzoate degradation
ko00380Tryptophan metabolism
ko00400Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis
ko00621Dioxin degradation
ko00622Xylene degradation
ko00623Toluene degradation
ko00624Polycyclic aromatic hydrocarbon
degradation
ko00625Chloroalkane and chloroalkene
degradation
ko00627 Aminobenzoate degradation
ko00633Nitrotoluene degradation
ko00643Styrene degradation
ko00791Atrazine degradation
ko00930Caprolactam degradation
ko00980Metabolism of xenobiotics by
cytochrome P450
ko00983Drug metabolism - other enzymes
ko03020RNA polymerase
ko00970Aminoacyl-tRNA biosynthesis
ko03008Ribosome biogenesis in eukaryotes
ko03010Ribosome
ko03013Nucleocytoplasmic transport

ko03015mRNA surveillance pathway
ko03018RNA degradation
ko03050Proteasome
ko03060Protein export
ko04122Sulfur relay system
ko04141Protein processing in endoplasmic
reticulum
ko0O3030DNA replication
ko03410Base excision repair
ko03420Nucleotide excision repair
ko03430Mismatch repair
ko03440Homologous recombination
ko03450Non-homologous end-joining
ko02060Phosphotransferase system (PTS)
ko02010ABC transporters
ko03070Bacterial secretion system
ko04310Wnt signaling pathway
ko02020Two-component system
ko04020Calcium signaling pathway
ko04142Lysosome
ko04144Endocytosis
ko04146Peroxisome
ko04112Cell cycle - Caulobacter
ko04113Meiosis - yeast
ko04210Apoptosis
ko05111Biofilm formation - Vibrio cholerae
ko02030Bacterial chemotaxis
ko02040Flagellar assembly
ko04621NOD-like receptor signaling pathway
ko04614Renin-angiotensin system
ko04910Insulin signaling pathway
ko04626Plant-pathogen interaction
ko00130Ubiquinone and other terpenoid-
quinone biosynthesis
ko04974 Protein digestion and absorption
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