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RESUMEN

En esta investigacidn se evalud el efecto del probidtico Lactococcus lactis en la composicion de la
comunidad bacteriana, su riqueza y diversidad en el agua e intestino de postlarvas (PL’'s) de
Macrobrachium rosenbergii cultivado en biofloc, asi como su crecimiento y supervivencia. Las
postlarvas tuvieron un peso promedio inicial de 0.1 0 gy longitud de 1.4 £ 0 cm cultivado en biofloc,
asi como la supervivencia y el crecimiento de langostinos. Se utilizdé un disefio experimental
aleatorizado con los siguientes tratamientos: BFT: biofloc; BFTPROB: biofloc + probiético; PROB:
probidtico y CONT: control; todo por triplicado con 60 PL's/tratamiento. Los dias uno (fase inicial),
64 (fase intermedia) y 127 (fase final) se determind el peso y la longitud de los langostinos. En la
fase final se extrajeron 15 intestinos de los langostinos y tres muestras de agua por tratamiento para
obtener el ADN bacteriano, y realizar la secuenciacidon masiva del gen 16S ARNr de las muestras. En
el andlisis metagendmico en la fase final se identificaron 16 clases bacterianas en muestras
intestinales y de agua. Los resultados indican que la incorporacién de L. lactis no ocasioné cambios
significativos (p>0.05) en la comunidad microbiana del intestino de los langostinos ni en el agua de
cultivo. El peso final de los langostinos en los grupos PROB y BFTPROB (6.3 + 1.6 g, 6.8 + 1.3 g
respectivamente) fue significativamente superior al de los langostinos de los otros tratamientos. La
supervivencia en los langostinos cultivados en BFT y BFTPROB fue del 100%, mientras que en el
grupo CONT fue de 80 £ 1.5 %. Esto se atribuye a la comunidad microbiana que se establecié en el
agua e intestino de los langostinos en cultivo con biofloc, y que sirvié como alimento con un alto
aporte nutricional (proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales), ademas de considerar la
presencia de bacterias con potencial probiético en los fldculos, las cuales colonizaron el tracto
intestinal, y mejorar la asimilacion de nutrientes y posiblemente excluyeron microorganismos
patégenos del intestino. Como conclusion las Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Flavobacteria y Clostridia fueron las clases con la mayor abundancia relativa.
Ademas, el probidtico L. lactis no se observd dentro de los mas abundantes, probablemente porque
fue desplazado por la microbiota dominante del biofloc por lo que es importante considerar la dosis
y el tiempo de administracion ademads de que el probidtico sea aislado de la misma especie. Sin
embargo, se considera que su presencia contribuyd a la supervivencia y crecimiento de los

langostinos de los tratamientos BFT, BFTPROB y PROB.

PALABRAS CLAVE: langostinos, bacterias, floculos, secuenciacion masiva.



ABSTRACT

In this research, the effect of the probiotic Lactococcus lactis on the composition of the bacterial
community, its richness and diversity in the water and intestine of postlarvae (PL's) of
Macrobrachium rosenbergii cultured in biofloc, as well as their growth and survival, were evaluated.
Postlarvae had an initial average weight of 0.1 + 0 g and a length of 1.4 + 0 cm cultured in biofloc, as
well as survival and growth of shrimp. A randomized experimental design was acquired with the
following treatments: BFT: biofloc; BFTPROB: biofloc + probiotic; PROB: probiotic and CONT: control;
all in triplicate with 60 PL's/treatment. On days one (initial phase), 64 (intermediate phase) and 127
(final phase) the weight and length of the prawns are limited. In the final phase, 15 shrimp intestines
and three water samples per treatment were extracted to obtain bacterial DNA, and massive
sequencing of the 16S rRNA gene of the samples was performed. In the metagenomic analysis in the
final phase, 16 bacterial classes were identified in intestinal and water samples. The results indicate
that the incorporation of L. lactis did not cause significant changes (p>0.05) in the microbial
community of the shrimp intestine or in the culture water. The final weight of the shrimp in the PROB
and BFTPROB groups (6.3 + 1.6 g, 6.8 + 1.3 g, respectively) was significantly higher than that of the
shrimp in the other treatments. Survival in shrimp cultured in BFT and BFTPROB was 100%, while in
the CONT group it was 80 = 1.5%. This is attributed to the microbial community that establishes itself
in the water and intestine of prawns cultured with biofloc, and which depends as a food with a high
nutritional value (proteins, carbohydrates, vitamins, and minerals), in addition to considering the
presence of bacteria. with probiotic potential in the flocs, which colonized the intestinal tract, and
improved the assimilation of nutrients and possibly excluded pathogenic microorganisms from the
intestine. In conclusion, the Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Flavobacteria and Clostridia were the classes with the highest relative abundance. In addition, the
probiotic L. lactis is not among the most abundant, probably because it was displaced by the
dominant biofloc microbiota, so it is important to consider the dose and administration time.
However, it is considered that their presence contributed to the survival and growth of the prawns

from the BFT, BFTPROB and PROB treatments.

KEYWORDS: freshwater prawns, bacterial, flocs, massive sequencing.
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Capitulo I. INTRODUCCION

Los microorganismos tienen un rol importante en el agua donde se desarrollan de forma natural
desempeiando funciones relevantes en la degradacién de materia organica, los ciclos de nutrientes,
la productividad, entre otras (Cruz-Leyva et al., 2015). Ademas, pueden ser agregados en los
sistemas de cultivo acuicola con el propdsito de mejorar la calidad del agua, el control de
enfermedades, la nutricién de los animales cultivados y reducir el impacto ambiental de los
efluentes acuicolas (De Schryver et al., 2008). Lo anterior es muy importante en blsqueda de
métodos de produccién acuicola mas sustentables, que permitan reducir el uso de recursos como

agua, suelo y limiten el uso de antibidticos y quimioterapéuticos en acuicultura.

En este sentido, una de las tecnologias mas utilizadas en acuicultura para la manipulacién de la
microbiota es la aplicacién de probidticos (Pandiyan et al.,, 2013), que ha demostrado beneficios
para la salud y la calidad del agua de las especies acudticas cultivadas a través de diferentes
mecanismos de accidon como: la estimulacién de la respuesta inmune, la secrecién de sustancias que
inhibe la proliferacion de microorganismos patégenos, ademas de la produccidn de enzimas que
inducen la absorcidn de nutrientes, lo que conlleva a mejorar el crecimiento de peces y crustaceos

(Pérez-Chabela et al., 2020).

Al afiadir probidticos se presentan una serie de beneficios para el hospedero por la modificacion de
la microbiota intestinal que estd relacionada con una amplia gama de procesos bioldgicos, incluidas
las condiciones nutricionales, el sistema inmunitario y la reduccion de compuestos nitrogenados
gue son transformados en sistemas de cultivo por dicha microbiota (Yamashita et al., 2016; Das et
al., 2017). Por ello la importancia de estudiar la ecologia microbiana intestinal de los langostinos,
con el fin de reconocer las bacterias benéficas residentes y como son afectadas, por la nutricion, la
composicion del agua y el tipo de cultivo. El estudio de la composicidon microbiana de M. rosenbergii
es fundamental para conocer profundamente las relaciones simbidticas entre la microbiota y el

hospedero las cuales influyen en su bienestar y también para futuras aplicaciones en acuicultura.

Asi mismo, en los ultimos afios, la busqueda de nuevas tecnologias de acuicultura sustentable ha
permitido el desarrollo de sistemas de cultivo como el biofloc, donde se llevan a cabo procesos de
Oxido reduccidon microbiana a partir de la adicién de una fuente de carbono (Ferreira et al., 2015),
permitiendo la promocidn de bacterias desnitrificadoras, fitoplancton y zooplancton, que puede
servir de alimento para las especies cultivadas y con un efecto positivo en la calidad del agua y el
control de patégenos, con un menor impacto ambiental al limitar los recambios de agua y desechos

en forma de efluentes (Avnimelech, 2007; Azim y Little, 2008).
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Si bien ambas tecnologias han sido ampliamente estudiadas por separado, se desconoce su efecto
en la microbiota intestinal y en el agua de cultivo del langostino (M. rosenbergii) y el uso de técnicas
de secuenciacidon masiva y los métodos bioinformaticos sobre la composicién especifica de la
comunidad microbiana que se establece al cultivar este crustdceo. Por lo anterior, en este estudio
se evalué la diversidad y abundancia de la comunidad microbiana mediante secuenciacién masiva
de muestras de agua y de intestino del langostino cultivado en biofloc con el probiético Lactococcus

lactis.

Capitulo Il. MARCO TEORICO

1.1 Acuicultura

La acuicultura se refiere a la produccion o cultivo de organismos acudticos, pertenecientes a
distintos grupos de peces, crustaceos, moluscos y plantas, esta actividad implica la intervencion del
hombre en el proceso tanto de cria o cultivo y le ofrece alternativas alimenticias y amplias

oportunidades de negocio (FAO, 2018).

En los ultimos afos haido en aumento la demanda de productos acuicolas debido a su alto consumo,
en el afio 2020 hubo una produccion de 88 millones de toneladas (FAO, 2022). Algunas de las
principales especies que se consumen son: camaraon, tilapia, trucha, atin, bagre y langostino (FAO,
2016). Particularmente el cultivo de langostino destaca sobre el cultivo de otras especies debido a
gue es un crustdceo que se puede cultivar en agua dulce, su tiempo de siembra es corto (9-12 meses)
y se puede tener a pequefia 0 mediana escala con instalaciones sencillas (Garcia-Guerrero et al.,

2013).

El cultivo de este crustaceo es muy importante porque es un alimento que se utiliza para consumo
humano, tiene alto contenido de proteina, su carne es de buen sabor y es visualmente atractivo,
tienen un alto valor econdmico y porque la conservacidn de lagunas especies esta en riesgo; en el
area de la investigacidn se requiere saber no solo de microorganismos patégenos en los organismos
acuaticos, sino también de las comunidades bacterianas benéficas que se establecen en el sistema
y su funcién ecoldgica, de lo cual también es necesario con el langostino (Macrobrachium

rosenbergii) (Cienfuegos et al., 2018).
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1.2 Generalidades de la especie Macrobrachium

Los langostinos del género Macrobrachium en sus primeros estadios de vida se caracterizan por ser,
larvas plancténicas que habitan ambientes salobres y una vez que estos pasan a la etapa juvenil,
comienzan a migrar desde la costa hasta las zonas altas de los rios donde habitan en aguas dulces,
contribuyendo al flujo de energia que posteriormente se convierte en biomasa a lo largo de los
diferentes habitats por los que transitan (Valencia y Campos, 2007). Esta caracteristica, es conocida
como anfidromia (McDowall, 2007), y situa a los langostinos en una posicidon sobresaliente en el
elenco de adaptaciones y roles ecoldgicos presentes en los organismos acuaticos, incluso desde una

perspectiva evolutiva (Garcia-Guerrero et al., 2013) (Figura 1).

11.3 Clasificacion taxonémica

Macrobrachium rosenbergii

Clase: Malacostraca

Orden: Decapoda

Familia: Palaemonidae

Género: Macrobrachium

Figura 1. Langostino malayo (M. rosenbergii).

Foto de: http://www.fao.org/fishery//

11.4 Distribucidn

El género Macrobrachium lo integran 238 especies que se distribuyen desde la franja tropical y
subtropical alrededor de todo el mundo De Grave et al. (2009). En este género, existe una amplia
diversidad de la longitud, morfologia y requerimientos del habitat dependiendo de la especie

(Bauer, 2011).

El langostino (M. rosenbergii) es un crustaceo nativo del sudeste de Asia, Sur del Pacifico, el norte
de Oceania y el oeste de las islas del Pacifico (FAO, 2009). Los organismos adultos de esta especie,

actualmente se distribuyen por todas las zonas tropicales y subtropicales del mundo. Se localizan en
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aguas dulces continentales como lagos, rios, lagunas, pantanos, canales, estanques y areas
estuarinas, comunicados con el mar (Vega-Villasante et al., 2011). Actualmente el langostino M.
rosenbergii es cultivado en distintos paises entre los que destacan por su alta produccién:
Bangladesh, Brasil, China, Ecuador, India, Malasia y Tailandia. En México no ha tenido los resultados
gue se esperaban desde que fue introducido en 1973, se necesita de varias estrategias para

potenciar su produccién (FAO, 2017).

En México las principales entidades con cultivo de M. rosenbergii son Tamaulipas, Jalisco, Morelos,
Estado de México y San Luis Potosi. En el mercado local y regional la oferta del langostino es
constante en los estados costeros de nuestro pais, que son abastecidos a través de la actividad
pesquera con especies nativas, ya que son escasas las UPA’s que se dediquen al cultivo de este

crustaceo.

I1.5 Estructuras externas de los langostinos

El cuerpo de los langostinos se divide principalmente en dos partes, las cuales son el cefalotérax y
el abdomen la primera parte estd compuesta por dos antenas y anténulas, las cuales tienen funcion
sensorial o tactil para poder percibir animales que estén cerca de ellos o para percepcién de
alimento, cuentan con una mandibula la cual corta y desmenuza el alimento, su primer makxilar es
para la manipulacidn del alimento y el segundo para la circulacién del agua hacia la camara
branquial; posee tres maxilipedos que sirven para manipular alimento, asimismo cuentan con cinco
pares de peridépodos, donde los dos primeros recolectan alimento y del tercero al quinto tienen
funcion marchadora (Lima et al., 2014). La segunda parte del langostino, el abdomen, esta integrado
por cinco pledpodos los cuales tienen funcién natatoria. Su parte caudal estd compuesta por el
urdopodo y el telsén. Estructuras que sirven para dar propulsién, el primero da direccidn y el segundo

sirve como defensa (FAQ, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Estructuras externas del langostino (Vega-Villasante et al., 2011)

11.6 Estructura interna de los langostinos

La estructura interna de los langostinos son el cerebro, el corazén, el estémago, estomago gastrico,
pildrico, el hepatopdncreas y el intestino. El hepatopdncreas es el 6rgano mas importante del
sistema digestivo, es ahi donde se lleva a cabo la digestion, funciona como reservorio de nutrientes
y ademas lleva a cabo funciones metabdlicas como sintesis, absorcidn, secrecion y metabolismo de
lipidos e hidratos de carbono, también secreta enzimas involucradas en la respuesta antioxidante y
estrés oxidativo de la catalasa y superdxido dismutasa (Sriket et al., 2011). Parte esencial dentro del
tracto digestivo es el intestino, en el cual se digiere el alimento y se absorben los aminoacidos,

péptidos y acidos grasos (Poljaroen et al., 2017).

El estdmago tiene regiones engrosadas Ilamadas ostiolos que intervienen en la trituracién de
alimentos, ademas de ser valvulas donde fluye la sangre (Lima et al., 2014), la cual es bombeada a
través de las arterias; particularmente la sangre de los langostinos contiene hemocianina que a
diferencia de otros animales tienen hemoglobina, esta es una proteina que se encarga del
transporte de oxigeno y en lugar de tener hierro presenta dos dtomos de cobre, los cuales le dan

coloracion azul-verdoso a su sangre (Valverde et al., 2016).
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1.7 Ciclo de vida

Cuando las hembras de langostino se aparean y son fertilizadas, migran hacia aguas salobres donde
las larvas eclosionan; esto ocurre principalmente en la época de lluvias (Garcia-Guerrero et al.,
2013). Después de la eclosion de las larvas, pasan por 11 estadios para llegar a postlarva, en
aproximadamente de 30 a 45 dias (Ismael y New, 2000). Para el desarrollo de las larvas, se requiere
una salinidad en el agua de 15 a 35 ppm, hasta que llegan a postlarva, donde buscan salinidades
mas bajas, paulatinamente hasta valores cercanos a 0 ppm (Vega-Villasante et al., 2011; INAPESCA,

2018).

Después de tres meses en condiciones naturales o de estero, los organismos buscan lugares del rio
donde predomine el agua dulce (Ponce-Palafox et al., 2002)., esto en su etapa de juvenil y adulto,
ya que los langostinos tienen un desarrollo éptimo en salinidades menores a 13 ppm, de tal manera
gue comienzan su migracién rio arriba hacia agua dulce, para su desarrollo (Garcia-Guerrero et al.,
2013). Para entonces los animales juveniles ya tienen de 6 a 7 cm de largo y pesan alrededor de 6 g,
asi mismo, su aspecto es el de un adulto (Valverde, 2021). Los juveniles de Macrobrachium tienen
un crecimiento constante mediante mudas cada 4 a 6 dias (Roman-Contreras, 1978). Y la madurez
sexual la alcanzan en aproximadamente seis meses bajo condiciones favorables (FAO, 2017) (Figura

3).
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Figura 3. Ciclo de vida del Langostino y etapas de muda (Bibiano et al., 2005).

11.8 Alimentacidn del langostino

Los langostinos son animales considerados carrofieros o detritivoros los cuales tienen cierta
preferencia por materia en descomposicién (INAPESCA, 2018). De manera natural consumen
detritus organico, pequefios crustaceos, insectos, moluscos, anélidos, restos de organismos
(Espinosa—Chaurand et al., 2011). En condiciones de falta de alimento pueden ser canibales (Garcia-

Guerrero et al., 2013).

En condiciones experimentales los langostinos han sido alimentados con pequefios crustaceos,
como es el caso de la Artemia, que ha sido ampliamente utilizada en la nutricién de larvas, juveniles,
adultos y reproductores de peces y camarones debido a que tienen un alto contenido nutricional
(50% de proteina, contiene acidos grasos y lipidos) (Yao et al., 2018; Le et al. 2019). Ademas, sirve
como vector para administrar infinidad de sustancias como antibiéticos, pigmentos, probidticos, con
la finalidad de que lleguen casi intactos al tracto digestivo y pueden ser asimilados por las especies

cultivadas (Gelabert et al., 2008).
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Ademads, los langostinos malayos han sido alimentados con biofloc y microalgas, obteniendo
mejores resultados en su crecimiento al combinarse estos alimentos (Ekasari et al., 2021). También
se ha probado la alimentacién de los langostinos con biofloc como alimento principal y se ha
obtenido un perfil nutricional y una supervivencia superior a la reportada con alimentos
tradicionales (Boada, 2016). Por otro lado, se sabe que en los cultivos con biofloc ademas de obtener
un mayor crecimiento y supervivencia de los langostinos, se puede disminuir significativamente la

racion de alimento comercial administrado (Pérez-Rostro et al., 2014).

Para la elaboracion del alimento peletizado para langostinos al igual que para otras especies
acuaticas, se requiere que las fuentes proteicas empleadas sean de alta calidad, pero esta calidad
dependerd de diversas condiciones en la conservacién y de la calidad de la materia prima que se
utilice (Rivas-Vega et al., 2006) y por lo tanto también los costos de fabricaciéon, por lo que su
aprovechamiento eficiente y conversion alimenticia son fundamentales para que los costos de
operacion y de recuperacién hagan a la actividad rentable econdmicamente. Lo anterior es
importante de considerar sobre todo porque la harina de pescado es el principal ingrediente para la
elaboracidn de dietas balanceadas debido a su alto valor nutricional, ya que son ricas en acidos
grasos poliinsaturados y proteinas y su porcentaje dependerd del pescado que se seleccione, pero
también tiene un costo elevado, por lo que la aplicacién de técnicas de cultivo eficientes como la de
biofloc, en donde se tiene alimento complementario dentro del sistema, permite optimizar la

eficiencia digestiva y por tanto los costos de la produccién (Tacén y Metian, 2015).

11.9 Importancia ecolégica y econémica de los langostinos (Macrobrachium sp.)

Los langostinos, son un grupo de animales acuaticos que tienen un papel ecoldgico importante para
la dindmica ambiental de los ecosistemas de rios y lagunas (Murphy y Austin, 2005). Son
depredadores de macroinvertebrados acuaticos y presa de vertebrados (Vega-Villasante et al.,
2014). Pese a su importancia, su conservacién en el ambiente esta en riesgo debido a que en los
ultimos 20 afios ha habido una disminucién en sus poblaciones, vinculada a la sobreexplotacion y

contaminacidon ambiental (Garcia-Guerrero et al., 2013).

En cautiverio los langostinos son excelentes candidatos para policultivo, principalmente con tilapia
y su tiempo de siembra para comercializarlo es de 14 meses (Souza et al., 2009). Algunas de las
especies pertenecientes al género Macrobrachium como lo es M. rosenbergii tienen un alto valor

econémico en México, y pueden alcanzar un precio en el mercado de $845 (MXN) por kilo en 2020,
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lo anterior debido a la cultura de consumo como un producto caro, a su contenido de proteina (23g
por cada 100g de carne), agradable sabor, bajo en grasa y atractivo visual; con base en las
caracteristicas bioldgicas anteriores, es que se ha intensificado el interés para cultivar este
crustaceo, por lo que son un producto de alta calidad para consumo humano (Garcia-Guerrero et

al., 2013), particularmente en el mercado gourmet.

En el campo de la investigacidn, a pesar de que los langostinos tienen un alto potencial para su
produccién y comercializacidn, la mayoria de las investigaciones se centran en técnicas de cultivo,
mejoramiento genético y produccidn y otros animales como la tilapia y camarén debido a su alta
demanda. Sin embargo, para que la produccidon de langostino mejore es necesario desarrollar
biotecnologias que incrementen la produccidn de estos crustaceos. En la actualidad, algunos grupos
de expertos se han dedicado a conocer caracteristicas ecolégicas y bioldgicas que describen al
género Macrobrachium, sin embargo, si bien se conoce su biologia basica, se tiene escasa
informacién detallada del género, sus atributos poblacionales y como potenciar su explotacidn,
ademds de la falta de conocimiento y estudios en el cultivo larvario y juvenil en aspectos
nutricionales, asi como profundizar en el microbioma del agua de cultivo y a nivel intestinal (Garcia-
Guerrero et al., 2013) para que este pueda ser cultivado hasta alcanzar una produccion competitiva
con la tilapia y camarén y ademas considerarse como una especie alternativa para la acuicultura

(Méndez, 2017).

11.10 Requerimientos ambientales

Para el éptimo desarrollo de los langostinos se necesita que en el sitio de cultivo se mantengan los

requerimientos ambientales en los siguientes pardmetros:

1.L10.1 Temperatura

Los langostinos, del mismo modo que todos los crustaceos son animales cuya temperatura corporal
depende del medio en el que se encuentran y por lo tanto son sensibles a sus modificaciones. El
intervalo éptimo para el cultivo de langostinos fluctia entre 26°C y 32°C (Boyd y Zimmermann,
2000). Por encima de los 32°C o por debajo de los 28°C su apetito se reduce junto con su crecimiento
y por debajo de los 20°C, practicamente se detiene (Guzman—Arroyo, 1987). Las temperaturas

dentro de la franja comprendida entre los 8 y 10°C son generalmente letales para los langostinos,
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mientras que temperaturas por encima de 382C ocasionan estrés térmico que también suele causar

alta mortalidad (Vega-Villasante et al., 2011; INAPESCA, 2018).

11.10.2 Oxigeno Disuelto

El oxigeno disuelto en el agua resulta indispensable para la supervivencia de los langostinos. Muchos
de los problemas dentro de un estanque estan relacionados con los bajos niveles de este, como
problemas en la salud de los langostinos, manchas negras en el caparazén, altas mortalidades
(Valverde, 2021). La concentracion de oxigeno disuelto ideal para un buen crecimiento del
langostino se encuentra en 5 mg/l (Boada, 2016; INAPESCA, 2018). Los langostinos, al igual que
diferentes animales acudticos sujetos de cultivo, cuando son sometidos a condiciones de bajo nivel
de oxigeno presentan un crecimiento menor al normal, son mds susceptibles a contraer

enfermedades e incluso pueden morir (Valverde, 2021).

11.10.3 pH

Los valores 6ptimos de pH fluctdan entre 7 y 8.5. La mdxima acidez tolerada por los langostinos es
de pH 6.5, mientras que en un pH de 3.0 hay mortalidad masiva, no obstante, la maxima alcalinidad
gue esta reportada para un cultivo sano es de 8.5 (Vega-Villasante et al., 2011; Boada, 2016;

INAPESCA, 2018).

11.11 Densidad de cultivo

Durante el cultivo de langostinos del género Macrobrachium las densidades de siembra de acuerdo
con el INAPESCA (2018) es de 3 a 6 postlarvas/L o de 4 a 8 organismos/m?, aunque pueden variar
dependiendo de la intensificacion de la produccién y va desde 4 a 20 postlarvas/m? para sistemas
semiintensivos y por arriba de 25 postlarvas/m? en intensivo (Negrini et al., 2017); aunque, es
importante considerar que conforme se incrementa la densidad, el control de las variables
ambientales debe ser mas estricto al igual que la alimentacidn, es decir dosificar las raciones y no
dejar de alimentar para evita posible canibalismo (Vega-Villasante et al., 2011; FAO, 2017,

INAPESCA, 2018).
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11.12 Problematicas en el cultivo del langostino

11.12.1 Uso excesivo de recursos para la produccion acuicola

Para la produccién de organismos acudticos como el langostino es muy importante y necesaria la
utilizacion del recurso agua, tanto para pequenos, medianos o grandes sistemas de cultivo ya que
el requerimiento puede alcanzar hasta varios cientos de metros cubicos por dia, por lo que el agua
se convierte en un factor limitante de la actividad debido a su escases a nivel mundial, debido a que

es un recurso clave para mantener estables los compuestos nitrogenados en el agua (Borja, 2002).

Para el cultivo intensivo y semiintensivo del langostino se requiere y se debe contar de un espacio
amplio para colocar los estanques, por lo cual es indispensable tener un lugar adecuado que cumpla

con los requerimientos como el clima y la disponibilidad del agua (Garcia- Guerrero, 2013).

11.12.2 Efluentes contaminantes derivados de la produccion

Uno de los principales problemas del cultivo de peces y crustdceos es la intervencidn intensiva que
generan las practicas para su produccion, las cuales van degradando el medio ambiente, debido a
gue los cuerpos de agua como rios, mares y lagos reciben grandes cantidades de desechos, como el
alimento no consumido por los animales, productos de excrecidn, materias fecales, quimicos, hasta
microorganismos como bacterias y pardsitos, lo que puede ocasionar enfermedades en los

organismos en cultivo (Silvera et al., 2018).

Para hacer frente a las enfermedades provocadas por virus y bacterias en algunos cultivos acuicolas,
se hace uso indiscriminado de antibidticos y sustancias quimicas que pueden afectar al ecosistema,
en el que se desarrolla la actividad (Vega-Villasante, 2014). Este impacto tiene un costo ambiental
importante porque representa un contaminante para el recurso agua; econémico, al no tener la
misma calidad y aplicacion para otros sistemas de produccidn y social, debido a que el langostino y
otros productos se dirigen para el consumo humano y se crea resistencia bacteriana (Buschmann,
2007). Ante este escenario, surge el interés por el uso de nuevas tecnologias y sistemas de cultivo

gue minimicen dichos impactos.
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11.12.3 Enfermedades

Durante el cultivo de langostinos se pueden presentar enfermedades, debido a que los crustaceos
se encuentran vulnerables, por las condiciones del cultivo y ademas por los constantes cambios de
los factores abidticos lo cual provoca que los animales lleguen a estresarse y ser susceptibles a tener
enfermedades causadas principalmente por virus o bacterias como Vibrio que causan alta
mortalidad de los organismos y por ende se tienen pérdidas econdmicas (Ajadi et al., 2019).

Algunas de las principales causas de mortalidad del langostino son las enfermedades bacterianas

como la mancha negra que atacan la cuticula (Johnson y Bueno, 2000).

11.12.4 Dietas y nutricion

La nutricion en los langostinos comprende tanto procesos fisiolégicos como quimicos en los cuales
el organismo asimila los alimentos necesarios para su dptimo crecimiento y accién de sus funciones
vitales (Méndez, 2017). La nutricidn involucra a la ingestién, digestion, absorcidn, transporte de
nutrientes y eliminacién de los desechos (Vega-Villasante et al., 2014). Diversos nutrientes deben
estar presentes en la dieta de los langostinos para que lleven a cabo sus funciones, tales como las

proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales (Méndez, 2017).

El alimento que comUnmente se les administra a los langostinos no cumple con los requerimientos
nutricionales para su éptimo crecimiento debido a que no se tiene un alimento especifico para estos
y se tiene que hacer uso de alimento para camardn (INAPESCA, 2018). El alimento es considerado la
mayor inversion por parte de los productores para la produccién del langostino, debido a su alto

costo (Méndez, 2017).

Ademas de lo anterior el alimento para camardn se elabora con harina de pescado, lo cual es una
contradiccién en la actividad acuicola debido a que se extraen peces para la elaboracién del propio
alimento de animales acuaticos; por lo cual, se ha optado por utilizar otro tipo de harinas, sin
embargo es necesaria la implementacion de alimento especifico para langostinos que cumpla con
los porcentajes nutrimentales adecuados de proteina, fibra, ceniza y minerales y sustituir el uso de

la harina de pescado (Espinosa et al., 2013).
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11.13 Probiodticos

Se han realizado diversas investigaciones en las que se ha evaluado el efecto de la adicidon de
microorganismos probidticos en cultivos de tilapia, camardén y langostino en los que se ha
demostrado el beneficio tanto en la salud como en el crecimiento de los organismos (Wang et al.,
2019; Cano-Lozano et al., 2021; Frozza et al., 2021). La aplicacidn de probidticos ha evolucionado
con el tiempo, al igual que su definicidn, el mas adecuado para su uso en la actividad acuicola el
propuesto por Villamil y Martinez (2009), la cual hace referencia a los probidticos como
“microorganismos vivos que al ser administrados como suplemento en la dieta en cantidades
adecuadas, pueden llegar a causar modificaciones en la microbiota gastrointestinal del hospederoy
generar efectos benéficos como un aumento en la conversion alimentaria, en la calidad del agua y

resistencia a enfermedades, todo esto con el objetivo de mejorar la salud en los animales”.

Para considerar a los microorganismos como probidticos, deben de cumplir con ciertos
requerimientos tales como: 1) ser seguro para el animal, es decir, que no cause enfermedad,
también deben llegar vivos al tracto gastrointestinal y ser capaces de colonizarlo para logar una
exclusiéon competitiva eficaz, 2) inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos tanto Gram
positivos como Gram negativos, al producir acidos u otras sustancias que inhiban su crecimiento, 3)
tener un corto tiempo de reproduccion, 4) tolerar el pH gastrico y las sales biliares, tienen que ser
estables al contacto con bilis, acidos y enzimas y 5) ser estables y viables durante el almacenaje

(Gutiérrez, 2013).

11.13.1 Mecanismos de accion

Los beneficios de los probidticos en los animales cultivados son diversos como, la prevencion vy el
tratamiento de trastornos gastrointestinales de diversa etiologia lo cual ocurre al incrementar el
desarrollo del epitelio intestinal, la estimulacidn de la respuesta inmunitaria, la segregacién de
sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos, la produccién de enzimas que

inducen la absorcién y mejoran la nutricion (Sanz et al., 2003) (Tabla 1).

23



Tabla 1. Principales mecanismos de accidn de bacterias probidticas.

Mecanismos de accion

Descripcién

Colonizacién del tracto
digestivo

Los microorganismos probidticos tienen la capacidad de adherirse
rapidamente al epitelio intestinal a través de moléculas conocidas como
adhesinas e impiden que microbios indeseables se adhieran.

Competencia por
nutrientes
y energia

Los microorganismos estan compitiendo constantemente por nutrientes que
se encuentran en el medio. Los colonizadores dominantes son aquellos que
presentan sistemas de sideréforos-hierro, esto permite inhibir el crecimiento
de otros microorganismos y los priva de dicho elemento.

Antagonismo con
microorganismos
patégenos

Una de las acciones de los probidticos es proteger la colonizacién de
patégenos, mediante la produccién de acidos grasos de cadena corta, acidos
organicos volatiles como el acido lactico, creando un ambiente hostil para
microorganismos patdgenos. También producen bacteriocinas y biocinas que
son péptidos con actividad antimicrobiana.

Calidad del agua

Las bacterias heterétrofas requieren energia para sintetizar su propia materia
organica por lo que a través de la desnitrificacién la obtienen, con la enzima
amonio monooxigenasa se oxida el amonio y pasa a nitrato, posteriormente
a través de la enzima nitrato oxidoreductasa se transforma de nitrato a nitrito
el cual pasa por el ultimo proceso de oxidacién hasta llegar a gas nitrégeno
(Andrade et al., 2015). La calidad del agua ha sido asociada especialmente con
Bacillus sp. Esto ocurre porque las bacterias Gram positivas son mejores
transformando materia organica a CO2; a diferencia de las bacterias Gram
negativas.

Promotores de
crecimiento

Las bacterias probidticas se alimentan de los compuestos no digeribles en el
intestino y como resultado de su metabolismo producen vitaminas del grupo
B, calcio, absorben minerales como el magnesio que pueden servir de
nutrientes a los peces y crustaceos. Particularmente los Bacteroidetes y
Clostridium aportan vitaminas y acidos grasos de cadena corta, importantes
para el crecimiento éptimo. Ademas, las bacterias probidticas participan en
la produccién de enzimas extracelulares como proteasas, lipasas las cuales
contribuyen a la asimilacion de nutrientes y contribuyen a la digestion.

Balcazar et al. (2006)

11.13.2 Beneficios generales de los probioticos en animales acuaticos

Son diversos los probidticos que se han utilizado en la acuicultura, ya que cada uno tiene

beneficios especificos. Estos se han administrado en varias especies como tilapia, bagre,

carpa, asi como diferentes tipos de peces de ornato, ademas en crustaceos como langostinos

y camarones, todos con resultados variados en relacion con la especie a la que se le

suministran y a sus hdbitos alimenticios (Tabla 2).
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Tabla 2. Beneficios que se han obtenido en estudios en los ultimos seis afios al utilizar probidticos
en peces y crustaceos

Probidtico Especie cultivada Beneficio obtenido Autor y afio
Bacillus  Tilapia (Oreochromis Al adicionar el probiético en un cultivo con Liu et al.
subtilis niloticus) tilapia el crecimiento especifico fue mayor (2017)

(p<0.05) después de 8 semanas de
experimentacion.

Lactobacillus Tilapia (O. niloticus) Al agregar una concentracidon de cadmio de 1 Zhai et al.

plantarum mg L-1 las tilapias tuvieron un declive en la (2017)

diversidad microbiana intestinal, pero al
anadir el probidtico los cambios se revirtieron,
va que se redujo la abundancia de
Flavobacterium y Pseudomonas. Ademas de
que se promovid significativamente el
rendimiento del crecimiento.

Lactococcus Trucha arcoiris Al adicionarse Lactococcus en un cultivo de  Aradjo et al.
lactis (Oncorhynchus trucha arcoiris se obtuvo una menor (2015)
subsp. myekiss) mortalidad (20%), comparado con el

cremoris tratamiento control (80%).

Enterococcus Trucha (O. mykiss) Al afiadir el probidtico en cultivo de trucha, la  Safari et al.

casseliflavus actividad del sistema inmune incrementd, lo (2016)

cual fue indicado por los valores de leucocitos,
IgM y neutrdfilos. Enterococcus casseliflavus
mejoro la resistencia frente a la infeccion por
Streptococcus iniae.
Bacillus M. rosenbergii Con la combinacion de los probidticos (Bacillus ~ Miao et al.

subtilis y subtilis 'y Lactobacillus) en un cultivo de (2017)

Lactobacillus. langostinos con biofloc, los animales

aumentaron la cantidad de hemocitos, la
actividad fagocitica, la sérica de superdxido
dismutasa y lisozima. Esto se relacioné con el
aumento significativo (p<0.05) de |Ia
abundancia de los dos probidticos en el agua
de cultivo e intestino.

Ademas, se sabe que ciertos probidticos tiene un alto potencial en biorremediacidn, presenta una

amplia diversidad metabdlica, sobre todo a los compuestos hidréfobos, como los hidrocarburos

clorados, compuestos fendlicos, esteroides, lignina, carbén y petréleo (Lopez et al., 2006). Ademas,

algunos probidticos producen pigmentos carotenoides como la astaxantina que representan una

fuente de provitamina A, y presentan una actividad antioxidante en la célula al actuar en la

neutralizacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno producidas como parte del metabolismo

celular (Carranco et al., 2011).
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11.13.3 Lactococcus lactis

El género Lactococcus, esta incluido dentro de la familia Streptococcaceae, y se describié por
primera vez en 1985 después de la division del género Streptococcus, que incluia un grupo de
microorganismos conocidos como estreptococos lacticos representados por agentes aislados de

material vegetal, ganado lechero y productos lacteos (Song et al., 2017).

Lactococcus es uno de los probidticos mas utilizados e importantes ya que destaca por su accion de
inhibir la proliferacidn y colonizacion de otros microorganismos considerados patégenos primarios
u oportunistas (Kimoto et al., 1999; Gueimonde et al., 2006; Balcazar et al., 2008). Tienen la
capacidad de estimular enzimas digestivas las cuales incrementan la digestién alimenticia (Pérez-
Chabela et al., 2020), asimismo, se incrementa la actividad de proteasa, amilasa y lipasa con lo cual
aumenta la absorcidn de nutrientes, lo cual contribuye a un mayor crecimiento (Ramirez-Torrez et
al., 2019). También las bacterias acido-lacticas, asi como el género Bacillus tienen capacidad
bactericida ya que produce Nisina y presentan actividad antagdnica contra Aeromonas sp.,

Pseudomonas sp. y Vibrio sp. (Kesarcodi et al., 2008) (Figura 4).

Figura 4. Vista microscopica del probidtico Lactococcus lactis

11.13.4 Uso de probioticos en el crecimiento de peces y crustaceos

En la actualidad se reporta un nimero considerable de investigaciones orientadas a determinar el
efecto probidtico de algunos microorganismos en el crecimiento de peces y crustaceos, por ejemplo,
Boonthai et al. (2011), utilizaron cinco probidticos: Bacillus subtilis, B. polymyxa, B. megaterium, B.

licheniformis y B. thuringiensis de forma liofilizada (FD) y células pulverizadas (LS) en el cultivo de
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Penaeus monodon y después de 75 dias de experimentacidn observaron que el peso y longitud de
los camarones en todos los tratamientos con probiético fueron superiores (1210.87% y 187.65%
respectivamente) a los observados en el grupo control (sin probidtico) (890.09% y 125.93%
respectivamente) por lo que los autores concluyeron que las bacterias probidticas tienen potencial

para optimizar el cultivo de camarén y mejorar el rendimiento en el crecimiento.

Seenivasan et al. (2015), evaluaron el efecto de tres probidticos (Lactobacillus sporogenes, Bacillus
subtilis y Saccharomyces cerevisiae) suministrados en dietas para postlarvas de M. rosenbergii sobre
la supervivencia, crecimiento y actividad de las enzimas digestivas durante 60 dias y observaron que
el probidtico S. cerevisiae promovié un mayor crecimiento en peso y longitud (5.68 cmy 1.88 g
respectivamente) en los langostinos comparado con el control (4.80 cm y 1.28 g) atribuido a una

mejor absorcién de nutrientes.

Ghosh et al. (2016), evaluaron el efecto de dos probidticos comerciales (Zymetin, Super PS y
combinados) suministrados en el agua y alimento, en el crecimiento y rendimiento productivo de
juveniles de M. rosenbergii durante 240 dias. Los resultados indican que el peso ganado de los
langostinos en los que se suministré la mezcla de los dos probidticos fue mayor a la de los crustaceos
en los otros dos tratamientos y el control (50.59, 47.03, 42.31 y 38.52 g), por lo cual concluyeron
que la adicion de la mezcla de estos probidticos comerciales puede aplicarse en una granja acuicola
para aumentar la produccién de langostinos. Por su parte, Ibar et al. (2017), evaluaron el efecto de
la incorporacién de un probidtico comercial en agua con cultivo de rohu (Labeo rohita), asi como su
efecto en la calidad del agua y en el crecimiento. Los resultados indican que la incorporacién del
probidtico incrementd el crecimiento de los peces respecto al control, ademas su supervivencia fue

del 100%, mientras que en el tratamiento control fue del 80%.

Los resultados de la aplicacién de probidticos en organismos acuaticos son variados y se relaciona
con la respuesta de la especie al probidtico, aunque la mayoria de los estudios se centran en evaluar
el efecto sobre el crecimiento y supervivencia, existen otros parametros como eficiencia nutrimental
y estado de salud que también pueden verse favorecidos por la presencia de los probidticos en los
organismos (Kumar et al., 2013). Con base en lo anterior se puede considerar que el efecto de los
probidticos en la acuacultura depende de diversos factores y protocolos aplicados a las especies

acuaticas (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de la aplicacién de probidticos en dietas/agua de cultivo de peces y crustaceos.

Probidtico Dias de Especie Resultados en crecimiento Autor y afio
experimento
Bacillus Al afadir B. subtilis en cultivo de Johnetal
subtilis langostinos se observd un mayor (2018)
y 60 dias Macrobrachium  crecimiento, el peso aumento 3.5 veces
Pseudomonas malcolmsonii (peso inicial de 5.86 g y peso final de
fluorescens 20.25 g) y con P. fluorescens el aumento
fue de 2.7 (peso inicial 6.80 g y peso final
18.50 g).
Al afiadir el probidtico en un cultivo de Sumon et al.
langostinos infectados con  Vibrio (2018)
Clostridium 60 dias M. rosenbergii ~ harveyi, se observd un mayor peso
butyricum ganado y mayor tasa de crecimiento
especifico los cuales fueron
significativos (p <0.05) comparado con
el control (590 y 380%; 3 y 0.5 %/dia
respectivamente).
Los tratamientos donde se agregd el Weeetal.
probiético a una concentracidon de (2018)
Bacillus 28 dias M. rosenbergii ~ 1x10* UFC/g tuvieron un peso ganado y
cereus una mayor tasa de crecimiento
especifica (32.84% y 1.01 %/dia,
respectivamente) comparados con el
tratamiento sin probiético (17.13 y 0.56
%/dia respectivamente).
Bacillus Los probidticos administrados en una Giannenas et
subtilis, cantidad de 1 g kg-1 en la dieta de al. (2015)
Enterococcus 60 dias Trucha trucha, ejercieron una actividad
faecium, (Oncorhynchus  protectora  antioxidante 'y que
Pediococcus mykiss) promueve su crecimiento.
acidilactici y
Lactobacillus
reuteri
Al afadir el probidtico comercial en Guptay
cultivo con langostinos en etapa post  Dhawan,
Probidticos 105 dias M. rosenbergii  larva y juvenil se registr6 un peso (2013).

comerciales
Improval y
Prosol

corporal final (16.14 y 26.64g
respectivamente), ganancia de peso
corporal neta (15.76 'y 19.49g

respectivamente) mayores comparado
con el grupo control (6.28gy 14.27g; 5.9
y 7.12).
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11.13.5 Impacto de los probiéticos en la calidad del agua

En diversas investigaciones se han evaluado diferentes probiéticos y su efecto sobre la calidad del
agua en los sistemas de cultivos acuicolas, debido a la interaccién entre los parametros de la calidad
del agua como son el amonio, nitrito y nitrato y los organismos en cultivo, lo que puede variar la
produccién; al respecto Hasan et al. (2012), observaron que al afiadir 10 g de probidticos
comerciales en las dietas para camardn la concentracién de nitritos, nitratos y amonio fueron
menores en los tratamientos con la aplicacion de diferentes probidticos comerciales: pH Fixer
(Bacillus sp.) Water Super Biotic (Bacillus sp. y Streptococcus sp.) Super PS (Rhodobacter sp. y
Rhodococcus sp.) y Zymetin (Bacillus mesentericus), comparados con el grupo control (sin
probidticos) ademas se obtuvo un peso mayor en los camarones (Penaeus monodon), asi como una

mayor supervivencia con probidticos (83%) respecto al control (71%).

Thurlow et al. (2019), observaron que al agregar el probiético Bacillus velezensis en el agua durante
el cultivo de bagre (Ictalurus punctatus), el fosforo total (0.110 mg/l), nitrégeno total (0.195 mg/l) y
nitrato (0.013 mg/l) presentes en el agua tuvieron una disminucidn significativa en comparacién con
un sistema sin probidticos (0.136, 0.334 y 0.051 mg/| respectivamente), lo cual fue muy importante
debido a que se permitid mantener los niveles de dichos pardmetros en el intervalo éptimo para el

cultivo, disminuyendo los recambios de agua.

Por su parte Cai et al. (2019), observaron que efectivamente al adicionar los probiéticos Bacillus
licheniformis y Bacillus flexus en el agua de cultivo de camarodn (Litopenaeus vannamei) (menores a
1 mg/L) los niveles de nitrégeno amoniacal total en el agua fueron menores a los reportados en
tratamientos tradicionales, lo que trajo un beneficio a los camarones como mejorar eficazmente el
crecimiento, las actividades de las enzimas inmunes innatas y las actividades de las enzimas

digestivas.

Melgar Valdes et al. (2013), evaluaron los parametros de calidad del agua durante un cultivo con
camardon (L. vannameii), en el cual se adiciond un probidtico comercial compuesto por
Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y Saccharomyces
cerevisiae (EMTM, Japan). Durante el cultivo todos los pardmetros se mantuvieron constantes y
dentro del intervalo 6ptimo, por otro lado, se relaciond el crecimiento de los camarones del
tratamiento con el probidtico con algunos parametros como el oxigeno disuelto, el pH y la salinidad
a través de un analisis discriminante, lo que permitid concluir que al usar el probiético hay un efecto

positivo en el crecimiento y las condiciones del cultivo de L. vannamei.
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De manera similar a lo anterior Akter et al. (2017), reporta que durante un cultivo de M. rosenbergii,
los parametros de calidad del agua permanecieron constantes y dentro del intervalo dptimo para el

crecimiento del langostino al haber administrado probidticos comerciales en el alimento.

Durante el cultivo de Pangasius sutchi, Catla catla y Labeo rohita, Padmavathi et al. (2012),
observaron que al agregar probidticos en el agua, la concentracién de amonio (0.38 mg/l), nitritos
(0.03 mg/l) y fosfatos (0.41 mg/l), fue menor (p<0.05) a la observada en el tratamiento control (0.51
mg/l de amonio, 7 mg/| de nitritos y 0.56 mg/l de fosfatos), esto atribuido a los procesos de
desnitrificacién del amonio, lo cual indica que estos microorganismos vivos son fundamentales para

mantener la calidad del agua estable y dentro de lo dptimo para las especies que se cultivan.

11.13.6 Probidticos en el control de patégenos

En diversos estudios se ha probado efecto de la administracién de probidticos durante el cultivo de
especies acuaticas, con el propdsito de combatir o desplazar a los microorganismos patdgenos que
causan altas mortalidades, con lo que se ha demostrado que en su mayoria los resultados positivos,

por lo que se mantiene el interés de su evaluacién y uso.

Entre los estudios de la aplicacion de probidticos en organismos acudticos destaca el de Ren et al.
(2013), quienes evaluaron durante el cultivo de tilapia (O. niloticus) el efecto de la adicidon del
probidtico Lactobacillus plantarum en poblaciones infectadas con Aeromonas hydrophila en
comparacion con una poblacién sin probidticos. Al final del estudio observaron que el tratamiento
con probidtico redujo el dafo en el intestino de las tilapias provocado por A. hydrophila. Ademas,
se observé la presencia de bacterias L. plantarum adheridas al intestino anterior de las tilapias, que
es la zona mds sensible del intestino y la mas susceptible a lesiones, por lo que concluyeron que el
probidtico L. plantarum tiene potencial en la colonizacidn del intestino, ademas de la exclusidn de

microorganismos patégenos.

Por otra parte, el interés por la aplicacidon de probidticos en la acuacultura y otras industrias ha
incentivado a la busqueda de nuevas especies, por lo que se han aislado diferentes probidticos del
tracto digestivo de animales, tanto de especies acuaticas como especies terrestres, los cuales se han
suministrado a organismos acuaticos con buenos resultados. Al respecto Mujeeb et al. (2017),
detectaron que la bacteria Brevibacillus laterosporus aisladas del tracto digestivo de postlarvas de
M. rosenbergii, presentd actividad antibacteriana contra patégenos como A. hydrophila y Vibrio

parahaemolyticus en un cultivo de los langostinos de la misma especie. Lo anterior indica que es
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posible obtener probidticos especificos para su uso en la misma especie que fue aislada y la
cultivada, lo que puede traer una mayor eficiencia de fijacidn intestinal. Asi mismo identificaron que
otros géneros bacterianos como Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Vibrio, Bacillus,

Streptococcus y Enterobacteriaceae, también fueron inhibidos por el probidtico.

Al igual que en langostinos, son varios los probiéticos que se han evaluado en camarones (L.
vannamei), con resultados positivos como es el caso de Sanchez-Ortiz et al. (2015), quienes
observaron que al usar tres probidticos (Bacillus licheniformis, B. subtilis y B. subtilis subsp. subtilis)
en las dietas de camarones juveniles previamente infectados con el virus de la necrosis infecciosa
hipodérmica y hematopoyética (IHHNV), y con el virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV),
los probidticos permitieron una mayor expresion génica del sistema inmunitario en presencia de

WSSV e IHHNV y redujo (p<0.05) la prevalencia de estas infecciones.

Garcia-Bernal et al. (2018), reportaron que al infectar a postlarvas de camardn (L. vannamei) con V.
parahaemolyticus observaron que aquellas postlarvas alimentadas previamente con dietas
suplementadas con el probidtico Streptomyces spp., durante 30 dias, presentaron un menor dafio
en el hepatopancreas debido a Vibrio, en comparacién con un dafio sin la aplicacién de probidtico,
donde se presenta una menor integridad histoldgica, con un alto grado de atrofia. Lo que sugiere
gue el uso de este probidtico mejora el estado fisioldgico de las postlarvas, y previene o disminuye

el dano de enfermedades infecciosas en el camaron.

Por su parte, Chumpol et al. (2016) probaron la bacteria probidtica purpura no sulfurosa (PNSB) para
determinar su capacidad de controlar el patégeno Vibrio spp. en un cultivo de camarén vy
determinaron que las bacterias probidticas inhibieron a tres especies de Vibrio (V. harveyi, V.
vulnificus, y V. parahaemolyticus), debido a que secretan compuestos que los excluyen, observando
asi su potencial de exclusion competitiva ante microorganismos que pueden causar dafio fisioldgico

y tener pérdidas ya sea en el nUmero de produccidn o en el crecimiento de los camarones.

11.13.7 Uso de probidticos en la respuesta inmune

Uno de los principales beneficios de los probidticos es estimular el sistema inmune del hospedero,
ya que estos actuan sobre las células implicadas en la inmunidad natural y la inmunidad especifica
(Balcazar et al., 2006), lo que trae efectos benéficos en los organismos acudticos que puede variar

dependiendo de la especie y el microorganismo usado (Tabla 4).
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Tabla 4. Beneficios obtenidos en el sistema inmune al adicionar probiéticos en cultivo de pecesy

crustaceos

Microorganismos
utilizados

Resultados obtenidos

Autor y afio

Lactobacillus
acidophilus,
Rhodopseudomon
as palustris 'y
Bacillus coagulans

Al incorporar el probidtico Bacillus coagulans en un cultivo de
camaron (L. vannamei) se observé un aumento significativo tanto de
la actividad fenoloxidasa (actividad que lleva a cabo la enzima
responsable de la melanizacién) asi como en la actividad superdxido
dismutasa (actividad de defensa antioxidante).

Wangy Gu
(2010)

Brochothrix Al ser afiadido el probidtico en cultivo de trucha (0. mykiss), se Pieters et al.
thermosphacta  obtuvo una estimulacion de la respuesta inmune, debido a que se (2008)
promovidé una mayor actividad fagocitica y mejord la supervivencia
tras una infeccién experimental con Aeromonas bestiarum e
Ichthyophthirius multifiliis.
Dos probidticos  En los tratamientos donde se afadieron los probidticos con cultivo Jakhar et al.
comerciales de langostinos (M. rosenbergii), se observé que el recuento de (2016)
con mezcla de hemocitos tuvo un aumento significativo en la prueba en sangre. Este
diferentes recuento es importante ya que el estado inmunolégico de un animal
microorganismos se refleja con el resultado del perfil hematoldgico.
L. rhamnosus, Las truchas que se les administrd L. rhamnosus y Enterococcus Panigrahi
Enterococcus faecium tuvieron una produccidn significativa de IL-1B1, la cual se et al.
faecium y Bacillus encarga de la iniciacion de la cascada de reacciones para activar las (2007)
subtilis. células Ty las células asesinas naturales (NK).
Bacillus Al agregar los probidticos en un cultivo de tilapia (O. niloticus), se Ridhay Azad
amyloliquefaciens evaluaron pardmetros inmunoldgicos obteniendo como resultado en (2012)
y Lactobacillus sp. la actividad lisozima sérica, superdoxido dismutasa cabeza-rifidn,
inmunoglobulina total y titulos de aglutinacién bacteriana sérica
mayores, comparado con el grupo control (sin probiético).
Bacillus pumilus  Se evaluaron diferentes niveles del probidtico en concentraciones de Zhao et al.
1x107, 1x10® y 1x10° UFC /g, en un cultivo de langostinos, (2019)

observando que el peso final, el peso ganado y la tasa de crecimiento
especifica fueron significativamente mayores respecto al control
(p<0.05). Ademas, se estimuld la respuesta inmune, ya que la
actividad de catalasa, 6xido nitrico sintasa y fosfatasa acida
aumentaron en los tratamientos con el probidtico.

11.13.8 Concentracidn y dosis de probidtico

Algunos de los aspectos que constantemente se determina durante una investigacion para el uso y

la aplicacién de probidticos son las concentraciones y la dosificacién a las cuales pueden ejercer el

mayor beneficio posible al hospedero, principalmente en aspectos como el crecimiento, la

supervivencia, exclusién de patégenos y en la mejora de la calidad del agua, aunque no se han
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establecido concentraciones minimas y maximas requeridas, para obtener los beneficios esperados,

lo anterior también se presenta con la dosificacién evaluada (Mujeeb et al., 2017).

Al respecto Zhou et al. (2009), evaluaron el efecto de la incorporacion de Bacillus coagulans como
aditivo en el agua del cultivo de poslarvas del camarén L. vannamei, sobre la supervivencia;
observaron que el probiético mejord la supervivencia de los camarones en comparacién con el
tratamiento control, asi mismo indican que la concentracién del probidtico de 5.0x10°> UFC ml™
promovid una mayor actividad proteolitica, amilolitica y lipolitica, en los camarones, lo que mejoré
la supervivencia y estimulé la actividad de enzimas digestivas, generando una mejor asimilacién de

nutrientes.

Mientras que en el trabajo realizado por Kumar et al. (2013), evaluaron la funcionalidad de B.
licheniformis en tres concentraciones, sobre juveniles de M. rosenbergii. Para ello, se determind el
efecto sobre la microbiota intestinal, y la respuesta inmune innata. Los autores indican que
obtuvieron que el mayor crecimiento y mejor respuesta inmune al agregar una densidad bacteriana
de 1x10° UFC g'. Los conteos microbianos en el intestino indicaron que la presencia de B.
licheniformis fue mayor (p<0.05) en los grupos tratados, comparado con el control, asociando a una

disminucion de cepas con potencial patégeno, como Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.

Por su parte Seenivasan et al. (2011), determinaron el efecto de cuatro concentraciones de
probidticos comerciales BinifitTM (0.5%, 1%, 1.5% y 2%) sobre la supervivencia, el crecimiento, los
componentes bioquimicos y el presupuesto de energia de M. rosenbergii, y encontraron que los

mejores resultados se presentaron con la concentracidn del 2%.

Por su parte, Elsabagh et al. (2018), evaluaron el efecto de una mezcla probidtica de cepas de
Bacillus a diferentes concentraciones (Bacillus subtilis 3.25x10° CFU g, Bacillus licheniformis
3.50x10° CFU gy Bacillus pumilus 3.25x10° CFU g%; con un nimero total de 1.0x10%*° UFC g?) en
dietas para tilapia; al final del estudio observaron que en los dos tratamientos con probidticos las
tilapias tuvieron un crecimiento superior al tratamiento control (sin adiciéon de probidticos), por lo
gue los autores concluyeron que con la adicidn del probidtico comercial en el alimento, aporta
grandes beneficios en el crecimiento, inmunidad y funcidn intestinal, asi como la calidad del agua

durante el cultivo de la tilapia.

Si bien existen diferentes estudios en los que se ha demostrado la eficiencia del uso de probidticos
en acuacultura, es importante considerar que la concentracion del probidtico es un factor muy

importante en la eficacia, por lo que es necesario establecer la concentracién mas adecuada para
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los animales acudticos como peces y crustaceos en cultivo (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de probidticos en el cultivo de especies acuaticas.

Probidtico Concentracion Especie Resultado obtenido Autor y afio
cultivada
En un cultivo de camarones hubo una
reduccion de mortalidad de 90% al
adicionar el probidtico después de Vaseeharan
Bacillus  1x10°y 1x108 UFCml'  Penaeus haber sido expuestos a V. harveyi, y
subtilis monodon demostrando que las dos Ramasamy
concentraciones  del probidtico (2003)
controlaron la proliferacion del
patégeno. Lo que indicé que es una
alternativa al uso de antibidticos.
Los langostinos de los tratamientos
con probidtico tuvieron un
Lactobacillus 1x107, 1x108 y 1x10° M. rosenbergii crecimiento, asi como eficiencia de la  Dash et al.
plantarum UFCg? alimentacién, composicion (2016)
bioquimica y respuesta inmune
significativa en comparacién con el
control.
Lactobacillus
delbrukei Se observd que los probidticos L.
subsp. acidophilus y L. bulgaricus mejoran el Mohamma
bulgaricus, 5x10” UFC g*! O. mykiss crecimiento de trucha en dian
Lactobacillus comparacion con el grupo control (sin et al. (2019)
acidophilus y probiédtico).
Citrobacter
farmeri
Al agregar el probidtico en un cultivo
de larvas de langostino hubo un
Bacillus 1x108 UFC ml? M. rosenbergii efecto significativo positivo en el Keysami
subtilis crecimiento. Ademas, la supervivencia etal.
fue mayor en los grupos con (2007)
probidticos (55.3% + 1.02),

comparado con el control (36.2% +
5.02).
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11.13.9 Normatividad en el uso de probidticos

El incremento de la produccidn acuicola nacional en calidad y cantidad implica un mejoramiento en
los procesos de produccién, lo que involucra a los aspectos ambientales, sociales y econémicos, es
decir, el desarrollo sostenible de la actividad (Cuellar-Lugo et al., 2018). En este sentido, el desarrollo
e implementacién de probidticos en el mundo y de manera particular en México, es una realidad y
representa una de las mejores opciones para optimizar la produccién acuicola (Cienfuegos et al.,

2017).

No obstante, la funcionalidad y hasta ahora, inocuidad de esta biotecnologia, involucra una
investigacion y aplicacion responsable. En México, no existe, hasta ahora, un marco regulatorio
sobre esta biotecnologia, a pesar de ello, existe la Norma Oficial Mexicana NOM-061-Z00-1999,
dentro de la cual se menciona que, “para el caso de aditivos probidticos, elaborados con
microorganismos productores de acido lactico o similar, previo a su regulacién, debe efectuarse su

constatacion para determinar el género y especie utilizada, asi como especificar la concentracién de

microorganismos viables expresada en Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) o

gramo de producto terminado”.

Por lo anterior y siendo esto lo Unico especificado para el manejo de probidticos en México, hay
mucho por hacer en el campo de la normatividad para la aplicacién de aditivos probidticos en
acuicultura para su correcta utilizacién sin que su aplicaciéon genere un dafio en el medio ambiente
y las especies asociadas al cultivo. La aplicacion de probidticos per se es muy importante, por lo que
su adicidon debe acompafiarse de la evaluacidn de su funcionalidad responsable, debido al impacto
que se puede generar, por lo que se requiere que esta biotecnologia tenga bases cientificas que
regulen su aplicacion, sobre todo porque en algunos productos disponibles en el mercado, se
desconoce las condiciones de almacenamiento, dosificacion, y vida util del producto, lo que en
consecuencia puede provocar disminucion de la funcionalidad de este (Villamil y Martinez, 2009;

Ramirez-Torrez et al., 2019).
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11.14 Sistema biofloc

Ademads de las investigaciones dirigidas a establecer las ventajas de la adicién de probidticos en
acuacultura, se han realizado estudios para determinar sus beneficios en conjunto con otros
sistemas o tecnologias sustentables que hagan frente a las problematicas actuales de eficiencia
energética y cuidado del medio ambiente, asi como problematicas de indole social y econdmico; en
ese aspecto es que en la actualidad se mantiene un interés creciente por la tecnologia “biofloc” (BFT
en inglés), la cual consiste basicamente en un conjunto de fléculos microbianos compuestos de
bacterias, rotiferos, nematodos, copépodos, microalgas, entre otros, estos se mantienen unidos en
un sistema acuicola y se alimentan a partir de subproductos de la actividad y de la adicién de

carbono al cuerpo de agua (Avnimelech, 2012; Ballester et al., 2017).

Para que se establezcan los floculos se requiere una relacidon constante 20:1 es decir, 20 unidades
de carbono por una unidad de nitrégeno; no obstante, las unidades de carbono pueden variar desde
10 a 20 unidades (Emerenciano et al., 2013). Para ello se puede utilizar una fuente de carbono
externa como: melaza, harina de arroz, café, moringa, tapioca, entre otras. Los microorganismos
que se desarrollan en dicho sistema tienen dos principales funciones, que son: 1) mantener la
calidad del agua por la transformacién de nitrogeno téxico en proteina microbiana y 2) como
alimento, ya que estos microorganismos serviran como fuente de alimento natural para los animales

en cultivo (Wasielesky et al., 2006; Ballester et al., 2010; Crab et al., 2012).

El sistema biofloc se basa en un minimo o cero recambio de agua, es decir, menos efectos negativos
al ambiente y ademdas como beneficio adicional, se produce proteina microbiana que puede
utilizarse como alimento. De acuerdo con Emerenciano et al. (2011), esta tecnologia se desarroll
en los afios 70 por IFREMER-COP (French Research Institute for Explotation of the Sea, Oceanic
Center of Pacific) y se probd con diferentes especies entre las que destacan: L. monodon,

Fenneropenaeus merguiensis y L. vannamei.

11.14.1 Impacto del biofloc en la acuicultura

La intervencién intensiva que generan las practicas acuicolas va degradando el medio ambiente,
primero por la utilizacidon del agua debido a que recibe grandes cantidades de desechos, como el
alimento no consumido por los peces, productos de excrecidon, materias fecales, quimicos, hasta
microorganismos patégenos como virus, bacterias, hongos y parasitos; segundo porque se

introducen hormonas, antibidticos y sustancias quimicas al ecosistema, usadas durante la actividad,
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lo que tiene un costo ambiental, econdmico y social que en su mayoria puede ser negativo

(Buschmann, 2007).

Una parte importante de los desechos acuicolas se va al fondo de los estanque y otro porcentaje
gueda en la columna de agua, causando que, compuestos como fésforo, carbono y nitréogeno, entre
otros, permanezcan como materia suspendida, o como quimicos disueltos (Burford et al., 2003;
Wasielesky et al., 2006; Crab et al., 2007; Negrini et al., 2017). Durante mucho tiempo, el método
mds comun para eliminar o disminuir las cargas de metabolitos en el agua de cultivo ha sido la
sustitucidon continua de agua, aunque el volumen de agua necesario, incluso para pequefios a
medianos sistemas de acuicultura, puede ser de varios cientos de metros cubicos por dia, por lo que

el agua se convierte en un factor limitante de la actividad (Borja, 2002).

En las empresas de acuicultura intensiva, el alimento es uno de los insumos mas importantes y de
mayor costo, debido a su relevancia para el éxito de la produccion, sin embargo se tiene la
desventaja que en muchos de los casos el 60% del alimento que se suministra no lo aprovechan los
organismos porgue no siempre cubren sus requerimientos nutrimentales y tienen baja
digestibilidad (Emerenciano et al., 2017), lo que ocasiona que los productores a baja escala no
puedan mantener su negocio y que la produccidn de los organismos en cultivo se sustente cada vez
mas de una fuente exdgena de alimento (Mendoza et al., 2000). Como consecuencia, la produccién

se ha desarrollado basada en la industria de harina de pescado (Hargreaves, 2013).

Con el propdsito de generar nuevas alternativas tecnoldgicas sustentables, que disminuyan los
costos de produccién acuicola derivados del uso de alimento balanceado, se considera la Tecnologia
de biofloc como una alternativa viable, ya que gracias a los fléculos microbianos que se desarrollan
en el sistema mejoran la calidad del agua debido a la accidn de las bacterias heterdtrofas que oxidan
el nitrégeno amoniacal (Emerenciano et al., 2013). Los fléculos del biofloc son ademas alimento
natural in situ disponible las 24 horas para los animales cultivados y por ende se reducen los costos
de alimento comercial, lo que tiene un impacto positivo en la economia del productor. A su vez, ha
aumentado la aplicacidon de la BFT debido a que, gracias a la accion probidtica de las bacterias
presentes en el sistema y la exclusion de los microorganismos patdgenos se tiene como
consecuencia una mayor supervivencia de los animales cultivados y un éptimo crecimiento (Crab et

al., 2010).
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11.14.2 Microbiota en biofloc

Las comunidades microbianas del biofloc estan formadas por poblaciones de células de varias
especies; que interactlan entre si y desarrollan multiples actividades funcionales al interior de la
comunidad y con su hospedero (Diaz y Wacher, 2003). En los ultimos afios en la acuicultura de
camarones y peces se han aprovechado los consorcios microbianos como fuente de alimento, asi
como en el mejoramiento del ambiente de cultivo (Becerra et al., 2014). Ademas, los
microorganismos que forman las comunidades microbianas en biofloc tales como bacterias
heterdtrofas, microalgas y zooplancton pueden ser consumidos por los animales en cultivo, es decir,
que sirven como fuente de proteina y por ende los costos de alimentacidn se pueden reducir en mas

del 25% (Monroy et al., 2013).

Uno de los estudios mas relevantes en el que se describe la microbiota del biofloc mediante
secuenciacién masiva es el de Deng et al. (2018), en el cual evaluaron el efecto de la adicién de
almiddn de tapioca, celulosa y la combinacion de los dos, sobre la diversidad microbiana del biofloc
durante el cultivo de la carpa herbivora, lo anterior permitioé observar que, sin importar la fuente de
carbono adicionada al sistema de cultivo, los Phyla Proteobacteria y Bacteroidetes son los de mayor
abundancia relativa, asi mismo se reporta que las bacterias pertenecientes a este filo son ubicuas
en ambientes acuaticos y sistemas de produccion acuicola (Guo et al., 2011; Wei et al., 2016; Zhou

et al., 2017).

También se ha demostrado que las Proteobacterias, se encuentran presentes comunmente en
sistema biofloc, y son el grupo microbiano encargado del proceso de reciclaje de nutrientes y en la
mineralizacién de componentes organicos en sistemas acuaticos (Cardona et al., 2016). Al respecto
Martins et al. (2013), indican que las Proteobacterias comprenden varios géneros fototrofos y
heterdtrofos con alta capacidad oxidativa de compuestos como el metano y metanol en ambientes
acuaticos. Ju y Zhang (2015), mencionan que las Betaproteobacterias también encontradas
comunmente en biofloc, son un grupo de bacterias aerdbicas o facultativas encargadas de
transformar los compuestos nitrogenados en los ecosistemas acuaticos y uno de los géneros mas

importantes de este grupo son Nitrosomonas, las cuales oxidan el amoniaco.

Las bacterias de las familias Pseudomonadaceae (Ndi y Barton, 2012), Caulobacteraceae (Gou et al.,
2011), Chitinophagaceae (Bartelme et al., 2017), Sphingobacteriaceae (Bartie et al., 2005),

reportadas en sistemas con biofloc son bacterias eficientes para la transformacion de diversos
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compuestos dentro de la columna de agua como la celulosa, quitina, colageno y los compuestos

nitrogenados generados durante el cultivo (Cienfuegos et al., 2018).

A pesar de la importancia que tienen las bacterias en el funcionamiento del tracto digestivo, son
pocas las investigaciones en las que se ha evaluado la composicidon microbiana que se desarrolla en
el agua de cultivo, asi como en el intestino de las especies cultivadas, asi mismo las publicaciones
reportan la caracterizaciéon taxondmica Unicamente a nivel de Phylum (Gonzélez-de la Cruz et al,
2011). Al respecto Tzeng et al. (2015), mediante un estudio de secuenciacidn masiva determinaron
que el principal Phylum bacteriano en el intestino de Macrobrachium nipponense fue

Proteobacteria, seguido de Firmicutes y Actinobacteria.

Por otro lado, Chen et al. (2017), observaron mediante la técnica de secuenciacién masiva del agua
e intestino de M. nipponense que, los cambios en el entorno pueden influir en la microbiota
intestinal no solo al proporcionar microrganismos asociados al medio ambiente directamente, sino

también al interferir indirectamente en la composicién de las bacterias intestinales establecidas.

11.14.3 Beneficios generales del cultivo de peces y crustaceos en sistemas con biofloc

Ademas del uso de probidticos para peces y crustaceos se ha optado por la utilizacion de la BFT,
sobre todo para el cultivo de tilapia y camardn, que son dos de las especies mas cultivadas a nivel
mundial y porque se desarrollan éptimamente en este sistema (Mansour y Esteban, 2017). Los
resultados de produccién y estado de salud de los organismos cultivados en biofloc son diversos y

varian con relacion en las condiciones en que se desarrolla y en la duracion del estudio (Tabla 6).
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Tabla 6. Beneficios obtenidos en peces y crustdceos en el sistema biofloc.

Especie Dias de Resultados obtenidos Autor y afio
experimentacion
Tilapia 90 dias En los tratamientos con BFT con cultivo de tilapia Azimy Little
(Oreochromis se determind una produccion neta 45% mas alta (2008)
niloticus) que en el sistema convencional.
Camarén 60 dias En el sistema biofloc con cultivo de camarén se  Lee et al.
(Litopenaeus mostré un mayor rendimiento del crecimiento. (2017)
vannamei) Ademads de que hubo un aumento significativo del
4% en la resistencia contra Vibrio harveyi.
Carpa (Cyprinus 30 dias En un cultivo de carpa en biofloc se observé Najdegerami
carpio) mayor crecimiento al ser alimentadas con el 75% et al. (2016)
de dieta comercial. Ademas, el grupo control (sin
biofloc) fue el grupo con mayor mortalidad
(64.2%).
Tilapia 145 dias En un cultivo de tilapia en biofloc se observé que Rodrigues et
(Oreochromis los compuestos nitrogenados con los niveles mas al. (2018)
niloticus) bajos fueron los tratamientos con azucar como
fuente de carbono externa en comparacion con la
melaza liquida, en polvo y el grupo control (sin
biofloc).
Camardn 90 dias En un estudio con cultivo de camardn en biofloc, Kumar et al.
(Litopenaeus se redujeron las concentraciones de amoniaco (2016)
vannamei) total, nitritos y nitratos. Como resultado el

sistema se encontraba estable y por ende se
obtuvo una supervivencia arriba del 80%.

11.14.3.1 Impacto del biofloc en la calidad del agua

Comparando con los sistemas de produccidon convencionales usados en la acuicultura, la Tecnologia

biofloc proporciona una alternativa mds econdmica para los productores ya que se disminuyen los

costos de tratamiento de agua. Lo anterior debido a que en cultivos convencionales el

funcionamiento normal de los estanques se basa en el intercambio de agua (por lo general un 10 %

por dia) como método para controlar la calidad del agua (Hernandez et al., 2019). En contraste con

lo anterior, el sistema biofloc puede operar con un bajo intercambio de agua con tasas de 0.5 a 1%

por dia o cero recambios de agua, mientras la concentracidon de oxigeno sea igual o superior a 4.0

mg L™! para mantener en suspension a los fléculos (Crab et al., 2009).
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En cuanto al mantenimiento de la calidad del agua, los parametros quimicos estan regulados por la

comunidad bacteriana que se establece a través de una relacidn carbono-nitrégeno (C:N), la cual se

logra agregando una fuente de carbono con el principal objetivo de garantizar la proliferacién de las

bacterias heterétrofas, las cuales transforman los compuestos nitrogenados como el amoniaco en

compuestos mas simples y que no son dafinos para los animales en cultivo (Samocha et al., 2007

Asaduzzaman et al., 2010) (Tabla 7).

Tabla 7. Beneficios obtenidos en la calidad del agua en cultivo de peces y crustaceos en sistema biofloc.

Especie cultivada

Dias del
experimento

Resultados en calidad del agua

Ano y autor

Litopenaeus
vannamei

28 dias

En un cultivo de camardn en biofloc se observé que a
salinidades de 25 y 35 g L-1, se registraron mayores
concentraciones de alcalinidad, asi como mayor
volumen de floculos ademas de principales iones (Cl,
Na, Mg, Ca, K) y alta concentracidn de nitratos. Respecto
a las salinidades de 2 a 4 g L-1, se registré un aumento
en la concentracién de nitritos y amonio, lo cual
ocasiond una alta mortalidad del camaron.

Esparza-Leal
et al. (2016)

Litopenaeus
vannamei

30 dias

Durante el estudio de camardn en biofloc se evaluaron
pardmetros de calidad de agua, teniendo como
resultado que el amonio total, nitrito y nitrato
estuvieron dentro del intervalo optimo en los dos
tratamientos con la adicién de la fuente de carbono.

Suita et al.
(2015)

Litopenaeus
vannamei

21 dias

En cultivo de camardn con biofloc, las concentraciones
de TAN y N-NO2, fueron mas bajos (p < 0.5) comparados
con el control. Ademas de que se obtuvo mayor peso
final individual, un aumento en la biomasa y una tasa de
conversidon de proteinas para los tratamientos con
biofloc en comparacién con el control.

Luis-Villasenor
et al. (2015)

Oreochromis sp.

105 dias

Al cultivar tilapia en biofloc, se observé que la calidad
del agua fue mayor con biofloc. Se pudo mantener en el
agua de cultivo valores de pH de 7.5 y la concentracién
de amoniaco fue inferior a 1.1 mg L-1.

Widanarny
Mayram (2012)
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11.14.3.2 Crecimiento de peces y crustaceos con sistema biofloc

Las investigaciones en las que se ha evaluado el cultivo de peces y crustaceos en sistema biofloc se
centran en obtener las bases biotecnoldgicas para lograr una adecuada produccién y ademds un
mayor crecimiento en los animales (Emerenciano et al., 2017). Al respecto Hapsari (2016), evalué
un cultivo de juveniles de Clarias gariepinus en un sistema convencional en comparacién con dos
tratamientos, con biofloc y con el probidtico (Bacillus sp.). Los resultados fueron alentadores debido
a que los tratamientos con biofloc y probidticos generaron 30% mds de crecimiento en comparacién

con el control.

Por otro lado, y ademas de un incremento en el crecimiento, se reporta que durante el cultivo de
langostinos en biofloc se puede incrementar la densidad y con ello la produccién; al respecto Negrini
et al. (2017), evaluaron diferentes densidades de cultivo durante la produccidn de juveniles de M.
rosenbergii en un sistema biofloc durante 60 dias. Al final del estudio observaron que los langostinos
que se mantuvieron a una densidad de 50/ m? tuvieron la mayor supervivencia (p<0.05) (73%) en
comparacion con los de mayor densidad (100, 150, 200 y 250). Lo anterior indica que efectivamente
con el biofloc se puede incrementar la densidad del cultivo de los langostinos en comparacion con

la densidad tradicional de 10 ind/m™.

Una estrategia para incrementar la eficiencia de los sistemas de biofloc, es la de incrementar la
densidad de bacterias benéficas durante el cultivo, por lo cual en afios recientes se ha evaluado la
eficiencia de bacterias probidticas durante el cultivo de especies acuaticas. Al respecto Aguilera-
Rivera et al. (2014), adicionaron Lactobacillus spp. A un sistema de cultivo de camarén (L. vannamei)
con biofloc y observaron que la incorporacion del Lactobacillus promovidé un mayor crecimiento del
camardn en comparacidn con el sistema convencional, ademads de un incremento de la respuesta
inmune del camardn, al observar una disminucién y control de diversas lesiones que tenia el

camaron causadas por bacterias del género Vibrio.

Por su parte Luo et al. (2014), compararon el crecimiento en un estudio con cultivo de Tilapia en
biofloc y en un sistema de recirculacién, teniendo como resultado un mayor crecimiento mayor en
biofloc, ya que se obtuvo una ganancia de peso total de 36.95 y 28.87 (kg m™3) respectivamente,
este aumento fue debido al alimento natural in situ que se desarrolla en los fléculos y los cuales son

altos en proteina.
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11.14.3.3 Reduccidn del alimento

La expansién masiva de la acuicultura en las ultimas décadas ha comenzado a hacer frente a algunas
limitaciones importantes, como es el aumento de los precios de la harina de pescado, que es la
principal materia prima para la fabricacidn de las dietas acuicolas, aunque la presién causada por la
sobrepesca en las poblaciones naturales puede disminuir el crecimiento de la acuacultura futura
(Hua et al., 2019). En ese sentido se reporta que el volumen de harina de pescado usado para la
alimentacion de animales se incrementd durante el 2006 de 23 mil a 78 mil toneladas y en la
actualidad el volumen de harina y aceite de pescado destinado para acuacultura es de 15 millones
de toneladas (FAO, 2018), lo anterior es precisamente la razon por la que se desarrollan diversas
investigaciones para obtener fuentes alternativas de proteinas para sustituir el uso de las harinas
de pescado en la acuacultura (Crab et al., 2012; Avnimelech, 2012), ademas de optimizar las
biotecnologias de cultivo para que la alimentacién de los organismos sea eficiente y sostenible como
la tecnologia de cultivos en biofloc y técnicas de alimentacién amigables con el entorno como el uso

de probidticos.

La Tecnologia de biofloc es una herramienta promisoria para el desarrollo de la acuacultura
sustentable y eficiente, debido a que en este tipo de sistemas se desarrollan una amplia gama de
microorganismos como bacterias, fitoplancton, agregados de materia orgdnica, ademas de
rotiferos, ciliados, protozoos y copépodos que forman macroagregados (biofloc), los cuales son una
rica fuente natural de proteina-lipido "in situ" disponible las 24 horas del dia (Fimbres 2015). Con lo
anterior se puede incrementar la tasa de crecimiento de los organismos en un 10 a 20%, con la
consecuente reduccidn de costos de alimentacion que puede variar desde 10% hasta el 50 % (Azim

et al., 2008; Poleo et al., 2011; Hargreaves, 2013).

Por otro lado, la calidad nutricional de biofloc puede variar debido a factores como la densidad,
iluminacidn y biomasa en el sistema, pero en general se considera que es buena para el cultivo de
organismos acuaticos ya que el contenido de proteina puede ser de 25 a 50% y el contenido de grasa
oscila del 0.5 a 15 % (Emerenciano et al., 2013). Una gran ventaja de especies como la tilapia o el
langostino es que tiene la capacidad de aprovechar los fléculos presentes en un cultivo de biofloc,
contribuyendo con casi el 50% de su requerimiento de proteina lo que la hace una especie idénea

para sistemas en biofloc (Avnimelech, 2007).
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11.14.3.4 Control de microorganismos patégenos con el uso del biofloc

Las enfermedades infecciosas son la causa mayoritaria de numerosas pérdidas econdmicas en
acuicultura, las cuales pueden causar mortalidades superiores al 90% en granjas (Fernandez-Alonso
et al., 2001); por lo que, en determinadas circunstancias, los antibiéticos pueden proporcionar un
medio util para ayudar a controlar algunas enfermedades bacterianas, sin embargo, hay muchos
problemas asociados con su uso, como es la aplicacién inadecuada de antibidticos lo que ha dado
lugar al desarrollo de resistencia bacteriana y por lo tanto patologias mas dificiles de erradicar
(Tendencia et al., 2001) . Como consecuencia, existe una necesidad urgente de técnicas de control

alternativo mas sostenibles (Defoirdt et al., 2007).

La Tecnologia biofloc se considera una nueva estrategia para el control de patdgenos, en contraste
con los enfoques convencionales, ya que durante el cultivo parece presentarse un efecto de
exclusién competitiva entre las bacterias probidticas presentes en el biofloc frente a otros grupos
microbianos, gracias a que secretan una gran variedad de exoenzimas y polimeros que generan un

ambiente hostil a bacterias, sobre todo patégenas (Monroy et al., 2015).

Las bacterias probidticas que se establecen en el biofloc son provenientes de las heces que liberan
los organismos en cultivo (peces y crustaceos) y que contienen parte de la microbiota intestinal, la
cual al estar en un medio nutritivo, permite su proliferacion y con ello que las especies cultivadas
aprovechen los beneficios que éstos microorganismos proveen (Crab et al., 2010), dentro de los
beneficios que se obtienen, se pueden sefialar el incremento en la asimilacidon de nutrientes lo que
se refleja en mayor supervivencia y crecimiento de las especies cultivadas, asi mismo un incremento

en la respuesta inmune en contra de los procesos infecciosos (Kumar et al., 2013).

Durante la evaluacién, Maya et al. (2016), identificaron bacterias con potencial probidtico en un
sistema con biofloc, entre las que destacaron las pertenecientes a géneros como Bacillus,
Lactobacillus, Lactococcus, Saccharomyces entre los mas importantes, lo que indica que en el
sistema se puede observar la presencia de microorganismos con potencial probidtico provenientes
del tracto intestinal de las especies en cultivo y permanecer en el agua, posiblemente debido a su

presencia en las heces.
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11.14.4 Uso de sistema biofloc con la adicidn de probidticos

La tecnologia biofloc ha mostrado ser un sistema sustentable el cual hace frente a diversas

problematicas de suma importancia en estos tiempos. Asimismo, se ha buscado e implementado la

adicion de probidticos en biofloc, esto con el objetivo de mejorar los cultivos y la produccién de

organismos acuaticos (Mujeeb et al., 2017). En conjunto la tecnologia de biofloc y aplicacién de

probidticos en acuacultura puede traer ventajas productivas, que varian debido a la especie en

cultivo y probidticos usados (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen de investigaciones que describen el efecto de la adicién de probidticos en un sistema
biofloc en determinado tiempo en un cultivo de peces o crustaceos.

Resultado

Determinaron que el uso del probidtico
con la adicién de melaza puede inhibir
patégenos al promover la proliferacion
de bacterias benéficas.

Autor(es)y Especie estudiada Probiético utilizado
ano
Huetal. Litopenaeus vannamei Bacillus
(2017)
Miao et al. M. rosenbergii Bacillus subtilis y
(2017) Lactobacillus

Mejoraron la inmunidad humoral del
camardn con el uso de probidticos en
biofloc.

Bacillus sp., Lactobacillus
Kim et al. Fennerpenaus chinensis  sp.y Rhodobacter sp.

(2015)

Se incrementé el crecimiento del
camarén y la respuesta inmune en
distintas concentraciones (60, 80, 100,
120, y 140%).

Se mostré que las bacterias provenientes
del biofloc, controlaron la proliferacion
de Vibrio y no las bacterias probidticas
afiadidas, ya que no hubo diferencia
significativa de los tratamientos respecto
al control.

Ferreira et Litopenaeus vannamei Bacillus subtilis y B.
al. (2017) licheniformis
Aly et al.

(2008)  Oreochromis niloticus Bacillus subtilis y

Lactobacillus acidophilus

El porcentaje de supervivencia y el peso
de los peces fueron mayores en los
tratamientos con probidticos y biofloc.
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11.14.5 Perspectivas en el sistema biofloc

Uno de los principales retos a resolver en los sistemas biofloc es el desarrollo de investigaciones
sobre el microbioma, asi como las variaciones que se dan por la incorporacidn de distintas fuentes
de carbono, por la diversidad de especies cultivadas y las variaciones ambientales que hay entre los

diferentes cultivos de peces y crustaceos (Cienfuegos et al., 2018).

Lo anterior brindara una mejor comprensién y por lo tanto la factibilidad de su aplicacidon y
aprovechamiento con la finalidad de mejorar la produccion acuicola aportando y resolviendo las
necesidades de los productores. Ademas, es importante considerar la normatividad del uso de esta
Tecnologia, ya que no hay regulacién alguna sobre la utilizacidon de la BFT, lo cual es necesario,
debido a que, durante los cultivos acuicolas se producen animales que se usan para consumo

humano (Emerenciano et al., 2013).

11.14.6 Normatividad del uso del sistema biofloc

Para el correcto uso del biofloc se emplean diversos manuales como el de Avnimelech (2012), en el
cual menciona como se desarrolla este sistema a partir de una adecuada relacién de carbono
proveniente de una fuente externa y nitrégeno, asi como los intervalos dptimos en que se deben
mantener los parametros de calidad de agua para la proliferacién de microorganismos y para una

adecuada produccién de animales en cultivo.

A pesar de lo anterior, no existe una Norma Oficial Mexicana que haga mencién del uso, aplicacidn
y productos de los sistemas de biofloc. Lo anterior es un tema de suma importancia, ya que los
animales que comUnmente se cultivan en este sistema se consumen por el humano, como lo es la
tilapia del Nilo y el camardn (FAO, 2018). Por lo tanto es importante la creacidn y aplicacién de una
norma que indique y regule el manejo adecuado de la Tecnologia biofloc, en la que se incluyan por
ejemplo, las especies que se pueden cultivar en este sistema, las fuentes de carbono viables a
utilizar, las relaciones C: N mas eficientes en relacidn con las condiciones de cultivo y especie,
parametros de calidad del agua, manejo de residuos del sistema, asi como el manejo de los animales,
asi como las densidades dptimas especificas para este tipo de sistema (Avnimelech, 2009; Beardsley

etal., 2011).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cémo influye la adicién del probidtico Lactococcus lactis a una concentracién de 1x10” UFC ml en
la diversidad y abundancia de la comunidad microbiana en el agua e intestino del langostino

(Macrobrachium rosenbergii) cultivados con la tecnologia de biofloc?

HIPOTESIS

La adicion del probidtico Lactococcus lactis a una concentracion de 1x107 UFC ml?, aumentard la
diversidad y abundancia de las clases bacterianas en agua e intestino del langostino (Macrobrachium

rosenbergii) cultivado en biofloc.

OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del probidtico Lactococcus lactis en la composicidon microbiana en agua e intestino
del langostino (Macrobrachium rosenbergii), asi como su supervivencia y crecimiento durante su

cultivo con biofloc.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar las comunidades microbianas en el agua e intestino de Macrobrachium rosenbergii en

cultivo biofloc al agregar el probidtico Lactococcus lactis a una concentracién de 1x107 UFC ml™,

2. Comparar a las comunidades microbianas del agua e intestino de Macrobrachium rosenbergii en

cultivo biofloc.

3. Evaluar la supervivencia y el crecimiento de Macrobrachium rosenbergii en los diferentes

tratamientos a lo largo del experimento.

4. Evaluar la calidad del agua y sélidos sedimentables del agua en los tratamientos.
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Capitulo Ill. MATERIALES Y METODOS

lll.1 Obtencidn de los langostinos para el estudio

Para el estudio se usaron 240 post larvas de langostinos (M. rosenbergii) en estadio VII (PLVII), que
se produjeron en el Laboratorio de cultivos de crustaceos nativos del Instituto Tecnoldgico de Boca
del Rio Veracruz (ITBOCA), México.

Las PLVII fueron trasladadas en bolsas plasticas al Laboratorio de Anadlisis Quimico de Alimento Vivo
del Departamento del Hombre y su Ambiente en la UAM Xochimilco, México, en donde se
mantuvieron durante 15 dias en un sistema controlado de cultivo, bajo observacién y aisladas de
otros individuos para verificar su estado de salud, a partir de la observacion de posibles signos o

lesiones que indicaran algun proceso infeccioso (Figura 5).

Fig. 5 Postlarvas de langostinos (Macrobrachium rosenbergii)

Durante la aclimatacién y el periodo experimental, las postlarvas fueron alimentadas dos veces al
dia (8 y 17 h), con un alimento comercial para camardn (El Pedregal, Silver Cup) con 40% de proteina
cruda, 4% de fibra, 8% de lipidos y un tamafio de particula de 1.4 mm. Al inicio del estudio, a los
organismos se les proporciond una racion equivalente al 7% de la biomasa y posteriormente se
ajustd en relacion con el incremento de la biomasa y el consumo, llegando al final a 3% del peso

vivo.
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lll.2 Disefio de las unidades experimentales

Se utilizd un sistema experimental abierto de 12 contenedores rectangulares de plastico de 250 L
de capacidad (61 cm x 41 cm x 100 cm) y aireacidn constante las 24 horas, mediante una bomba
(Emerenciano et al., 2012) para mantener una adecuada mezcla de la columna del agua para la
floculacion del biofloc y el oxigeno en intervalos adecuados para los organismos (2-5 ppm). En cada
unidad experimental se colocaron 20 postlarvas por contenedor (PL’s. / contenedor) y cinco
secciones de tubo pvc de 15 cm de largo por seis cm de didmetro para que los langostinos lo usaran
como proteccidn y evitar canibalismo. Se mantuvo la temperatura constante del agua a 28°C, en las
unidades experimentales mediante un calentador sumergible de 120 W con termostato (Lomas
Thermo Jet) por unidad experimental, asi mismo se mantuvo un fotoperiodo de 12 horas luz : 12

horas oscuridad (Seenivasan et al., 2012).

lll.3 Diseiio experimental

Durante los 127 dias que se llevé a cabo el estudio a partir de un disefio experimental
completamente al azar con cuatro tratamientos que fueron: 1) tratamiento de cultivo con biofloc
(BFT); 2) tratamiento con biofloc mas la adicién de dos dosis (dos tubos Eppendorf de 1 ml cada uno)
de Lactococcus lactis a una concentracidon de 1x107 UFC ml? a través de un bioencapsulante
(Artemia) (BFTPROB); 3) tratamiento con la adicién de dos dosis del probidtico (dos tubos
Eppendorf) L. lactis a la misma concentracidn mencionada (PROB) utilizando Artemia como
bioencapsulante; 4) tratamiento control (agua clara) (CONT). Cada tratamiento se realizd con tres

réplicas y 20 PL por réplica (Figura 6).
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20 langostinos 20 langostinos 20 langostinos 20 langostinos
CONT (1) BFT (1) PROB (1) BFTPROB (1)

20 langostinos 20 langostinos 20 langostinos

20 langostinos
PROB (2) BFTPROB (2) CONT (2) BFT (2)

20 langostinos 20 langostinos 20 langostinos 20 langostinos
BFT (3) PROB (3) BFTPROB (3) CONT (3)

Fig. 6 Distribucion de los cuatro tratamientos experimentales durante el estudio

lll.4 Cepa probidtica y bioencapsulado

La cepa probidtica (L. lactis) que se us6 durante la evaluacién del crecimiento con las postlarvas de
langostinos fue aislada del intestino de la trucha Oncorhynchus mykiss y por medio de varias pruebas
como la actividad hemolitica, resistencia a pH acido, prueba de adhesidn, resistencia a sales biliares
y la identificacion mediante la secuenciacién del gen 16S del ARNr. Posterior a las pruebas
mencionadas, se clasificé con potencial probidtico y se almacené en el cepario del Laboratorio de

Analisis Quimico de Alimento Vivo de la UAM Xochimilco.

Para obtener la concentracion del probidtico requerido, se procedié a su cultivo a partir de su
inoculacion en 100 ml de caldo BHI y se incubd a 27°C hasta que alcanzdé una concentracion
bacteriana de 1x108 UFC ml?, que fue determinada con el conteo en cdmara de Neubauer improved
bright-line LHABO® (Sanchez-Ortiz et al., 2015). Previa la incorporacion del probidtico L. lactis al
sistema experimental (tratamiento BFTPROB y PROB) se bioencapsulé mediante su incorporacion

en agua de cultivo con Artemia salina, para lo cual se descapsularon 10 g de quistes de A. salina.
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La Artemia se obtuvo al ser hidratada durante una hora con agua dulce y suministro de aire continuo.
Transcurrido este tiempo, los quistes se tamizaron con una malla de 200 um y se colocaron en una
solucién de 250 ml de Hipoclorito de Sodio (NaClO) mezclado con 250 ml de agua salina (200 g L?).

Los quistes fueron pasando de una coloracién café oscura a naranja.

Los embriones decapsulados se colectaron en un tamiz y se enjuagaron con agua dulce y 100 ml de
una solucién de Tiosulfato de Sodio (H»S;03) (12 g L) para eliminar el exceso de cloro. Para su
eclosion, los embriones se colocaron en un embudo de 4 L de capacidad con 3 L de aguaa 40 g L
de salinidad, a 26 + 2°C de temperatura, un pH de 8, aireacion y luz continua durante 24 horas. Las
larvas libres nadadoras llamadas nauplios se colectaron por sifoneo y se colocaron en un cilindro de
plastico de 200 L de capacidad con 160 L de agua salada a 80 g L' de concentracién. 48 horas después
de la eclosidn se llevd a cabo el procedimiento de bioencapsulacién siguiendo el método propuesta

por Gelabert (2001).

Considerando el 7% de la biomasa total de los langostinos por tratamiento, a la Artemia se le afiadié
dos tubos Eppendorf de 1 ml de la bacteria probiética a una concentracién de 1 x 10’ UFC ml-! por
un lapso de 30 minutos en un agitador magnético para asegurar que las células y particulas se
distribuyeran en 200 ml agua salina. Posterior a este tiempo se verificd que el tracto digestivo de
Artemia estuviera lleno de la bacteria mediante la ayuda de un microscopio estereoscdpico
(Olympus-zx 12), para proceder a alimentar a los langostinos considerando 34 nauplios de Artemia
para cada langostino y considerando la perdida por el orden de magnitud la concentracion final fue

de 1x10” UFC ml! (V4zquez-Silva et al., 2017).

lIl.5 Preparacion de los sistemas de cultivo con biofloc y mantenimiento

Para promover la generacion de biofldculos directamente en los sistemas, se procedié a llenar las
tinas con agua potable y libre de cloro, al 50% de su capacitad y posteriormente se agregd melaza
como fuente de carbono (3% respecto a la biomasa de los langostinos). Después de 15 dias se
observo la presencia de biofléculos a simple vista y un cambio de coloracién del agua, color marrén
(Hernandez-Mancipe et al. 2019), ademas se tomd una muestra de 1ml del agua para revisarla con
microscopio Optico (40X) para corroborar la presencia de microorganismos como rotiferos,
copépodos y cianobacterias; ademas se dio un seguimiento permanente in situ en los tratamientos
con biofloc, para verificar el desarrollo de las comunidades microbianas en el sistema de cultivo en
biofloc; para lo cual diariamente y durante el estudio, se agregé melaza como fuente de carbono a

las unidades experimentales con biofloc, tratando de mantener una relacién C:N 20:1 y una
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concentracién de sélidos sedimentables igual o menor a 15 mg/L (Avnimelech, 2012), lo anterior a
partir del calculo de la concentracién de nitrogeno proveniente del alimento comercial y su
aprovechamiento, ademds de los productos metabdlicos derivados de la alimentacion de los
langostinos, para el presente trabajo se consideré el 0.1% de la biomasa del cultivo (Emerenciano

etal., 2011).

Primer paso: Calcular la relacidn C:N presente en el alimento suministrado.
C (g)= Kg alimento x % MS alimento x % excrecion + % C MS
N (g)= Kg alimento x % MS alimento x % excrecién x % PB + FC (6.25)

Célculo de la cantidad de carbono externo a adicionar al sistema para obtener la concentracion de

carbono requerida C (g)= % MS x % C.

Durante el estudio se hicieron recambios de agua del 80% en el sistema convencional (CONT) cada
tercer dia, mientras que en el tratamiento con probiético se recambid el agua en un 40% dos veces
por semana para controlar las condiciones ambientales, mientras que en los tratamientos con

biofloc y biofloc mas probidticos solo se recuperd el agua que se evapord (Avnimelech, 2012).

Cada 15 dias se determiné el numero total de individuos por tratamiento y réplica para determinar

la supervivencia (Seenivasan et al., 2015).

% Supervivencia= (N° final de langostinos vivos / N° inicial de langostinos vivos) x 100

lll.6 Biometrias y ajuste de la racion alimenticia

En la fase inicial, intermedia y final se pesaron y midieron los langostinos para determinar el
crecimiento individual, para lo cual se sacaron a cinco organismos de cada unidad experimental y
después de eliminar el exceso de humedad con una toalla de papel (King, 1994), se determiné el
peso ganado individual (g) con una balanza Adventurer TM Pro OHAUS (precision de 0.01g)
(Hendrickx, 1995); y la longitud total, considerando la medida desde la punta del rostrum hasta la
punta del telson con un vernier Scala con 0.1 cm de precisién y de acuerdo con el incremento de

biomasa se ajustd la racién alimenticia proporcionada a los langostinos (Figura 7).
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Figura 7. Ejemplar macho de langostino malayo, durante la biometria de seguimiento experimental.

Asimismo, se determind la tasa de crecimiento especifica (TCE) con la siguiente formula (Wee et al.,

2018):

TCE (%/dia) = ((In PF—1In PI) / t) x 100

donde: Pl y PF son el peso humedo y la longitud total al inicio (I) y al final (F) del periodo
experimental, t es la duracidn en dias, In Pl y In PF son el logaritmo natural del peso y de la longitud

total al inicio y al final de la fase de crecimiento.

lIl.7 Parametros de calidad del agua y sélidos sedimentables

Durante el estudio se registraron semanalmente los siguientes pardmetros de calidad de agua de
las unidades experimentales: la temperatura del agua (°C), el pH y el oxigeno disuelto (OD, ppm)
que se determinaron con una sonda multiparamétrica (HANNA HI 9829). La concentracién de nitrito
(N-Nitrito mg/L), nitrato (N-Nitrato mg/L) y Nitrégeno Amoniacal Total (TAN mg/L) se determind con
un autoanalizador HANNA Aquaculture Photometer (HI83203) de acuerdo con los métodos estandar
de HANNA (HANNA Company, 2003) (Luis-Villasefior et al., 2016). Ademas de lo anterior,
semanalmente se evalud la densidad de fléculos o sélidos sedimentables en las unidades
experimentales correspondientes, para lo cual se colectd 1L de agua proveniente de las unidades
experimentales, la cual se agregd a un cono Imhoff y se dejé sedimentar durante 15 a 20 min, para
posteriormente determinar el volumen de material sedimentado (mg/L), con lo que se establecid la

concentracién de solidos sedimentables (Avnimelech, 2009; Avnimelech, 2012; Severiche, 2013).
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111.8 Analisis estadistico

Al final del estudio con los resultados obtenidos se realizd estadistica descriptiva y se obtuvo la
media, desviaciéon estdndar y varianza, posteriormente los resultados de las variables
(supervivencia, crecimiento y parametros de calidad del agua) de los tratamientos (BFT, PROB,
BFTPROB y CONT) se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via para un modelo
completamente al azar multifactorial (p<0.05) y las diferencias significativas se determinaron a
partir de una prueba de comparacion de medias de Tukey con el software de andlisis de datos IMP®

considerando un valor de p<0.05.

111.9 Extraccion de ADN de la comunidad bacteriana en biofloc

111.9.1 Extraccién del ADN del agua

Con el propdsito de conocer la diversidad bioldgica de las bacterias presentes en el biofloc, en la
fase inicial, intermedia y final del estudio nutricional con los langostinos (dia 1, 63 y 127), se tomé
una muestra de 1L de agua de cada unidad experimental en frascos de 1L de capacidad previamente
esterilizados. Las muestras se llevaron al Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular, donde
se procedié a centrifugar las muestras individualmente en tubos cénicos de 50 ml para obtener
pellets del material floculante concentrado. El pellet se colocé en un microtubo de 2 ml para
posteriormente proceder a la extraccion del ADN a través del Kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep
ZYMO REASEARCH de la siguiente manera (Deng, 2022):

1. Se agregd la muestra al tubo de lisis ZR BashingBeadTM (0.1 & 0.5 mm). Posteriormente se

agregaron 750 pl de solucién de lisis ZymoBIOMICSTM al tubo.

2. Se colocd la muestra en un equipo mini Bead Beater-Plus™ a 2500 rpm durante un minuto,

enfriando por 20 segundos en hielo, la homogenizacidn se repitid cinco veces.

3. Se centrifugd el tubo de lisis ZR BashingBeadTM (0.1 & 0.5 mm) en una microcentrifuga (Thermo
Scientific Sorvall™ ST) a 10,000 x g durante un minuto.

4. Se transfirieron 400 ul del supernadante al filtro Zymo-SpinTM llI-F colocando un tubo de
coleccion y posteriormente se centrifugd a 8,000 x g durante un minuto. Se descarto el filtro Zymo-

SpinTM 1lI-F.
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5. Se agregaron 1,200 ul del Buffer ZymoBIOMICSTM DNA Binding al filtrado en el tubo de coleccién

del paso 4 y se mezclé bien en un vortex (Turbo mixer marca UNICO).

6. Se transfirieron 800 ul de la mezcla del paso 5 a la columna Zymo-SpinTM IICR en un tubo de

coleccién y se centrifugd a 10,000 x g durante un minuto.

7. Se descarté el contenido del tubo de coleccidn y se repitié el paso 6.
8. Se agregaron 400 pl del Buffer 1 ZymoBIOMICSTM DNA Wash a la columna Zymo-SpinTM IICR con
un tubo de coleccién nuevo y se centrifugd a 10,000 x g durante un minuto. Se descarto el contenido

del tubo.

9. Se agregaron 700 pl del Buffer 2 ZymoBIOMICSTM DNA Wash a la columna Zymo-SpinTM IICR en
un tubo de coleccién y centrifugar a 10,000 x g durante un minuto. Se descartd el contenido del

tubo.

10. Se agregaron 200 pl del Buffer 2 ZymoBIOMICSTM DNA Wash a la columna Zymo-SpinTM IICR

con un tubo de coleccidn y se centrifugd a 10,000 x g durante un minuto.

11. Se transfirio la columna Zymo-SpinTM IICR a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mly se
agregaron 100 pl de agua libre DNase/RNase ZymoBIOMICSTM, directamente a la columna matrizy

se incubd durante un minuto para eluir el DNA.

12. Se coloco el filtro Zymo-SpinTM IlI-HRC en un nuevo tubo de coleccidon y se agregaron 600 pl de

la solucién ZymoBIOMICSTM HRC, después se centrifugd a 8,000 x g durante tres minutos.

13. Se transfiri6 el ADN eluido (paso 11) en un filtro Zymo-SpinTM 1llI-HRC en un tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml y se centrifugd a 8,000 x g durante tres minutos.

Una vez extraido el ADN, se determiné su concentracidon con un Bio-fotémetro marca Eppendorf
modelo D30. La calidad de la extraccién del ADN gendmico se determiné en un gel de agarosa al 1%

(Thakuria et al., 2008).

111.9.2 Extraccion del ADN del intestino de los langostinos

En la fase final (dia 127) del estudio se procedio a sacrificar cinco langostinos por tratamiento para
obtener el intestino y posteriormente hacer la extraccion del ADN, para lo cual los langostinos
fueron sacrificados mediante su inmersién en agua limpia con 400 ppm de eugenol (componentes

activos del aceite de clavo) para propiciar su muerte sin sufrimiento; posteriormente en condiciones
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estériles, se disectaron y se extrajo un cm del intestino posterior por individuo y tratamiento, los
cuales se colocaron en un microtubo de 2 ml para la posterior extraccién del ADN a través del Kit
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep, método descrito previamente (Deng, 2022). La concentracidn del
ADN se determind con un Bio-fotdmetro Eppendorf, mientras que la calidad de la extraccién del

ADN gendmico se detectd con un gel de agarosa al 1% (Thakuria et al., 2008).

111.10 Secuenciacion masiva por lllumina

Para realizar la secuenciacidon masiva del gen 16S ARNr de la region V3 y V4, las muestras de agua e
intestino se colocaron en una hielera y se enviaron al Integrated Microbiome Resource (IMR) en
Nueva Escocia, Canada donde se analizaron con Illumina MiSeq con la quimica del kit 300 + 300 v3.
Los productos de amplificacién por PCR de las regiones V4-V5 variables del gen 16S ARNr se
obtuvieron usando los primers universales 515 F (adaptadores lllumina +
5'GTGYCAGCMGCCGCGGTAA3') y 926 R (adaptadores lllumina + 5'CCGYCAATTYMTTTRAGTTT3'). La
multiplexacién y secuenciacion de amplicones se realizé con un disefio de doble etiqueta de
indexacién usando cddigos de barras de 8 pb con el kit Nextera XT Index v2 (lllumina, San Diego, CA,

USA).

111.11 Analisis Bioinformatico

Los analisis bioinformaticos se realizaron utilizando MOTHUR, versidn 1.45.2, siguiendo el SOP de
MiSeq (Schloss et al., 2009). Las lecturas seleccionadas cumplieron con los siguientes criterios: sin
bases ambiguas, una longitud minima de 400 pb, sin homopolimeros de 8 pb y superiores. El
demultiplexado se realizé con una tolerancia de desajuste de cddigo de barras de una base para las

etiquetas de identificador molecular de 8 bases.

Las unidades taxondémicas operativas (OTU) se asignaron a lecturas calificadas con un 3% de
disimilitud usando un algoritmo promedio-vecino, las lecturas quiméricas se identificaron y
excluyeron usando UCHIME (Edgar et al., 2011) para evitar numeros de OTU’s altos, usando los
comandos recomendados de MOTHUR. La diversidad y riqueza de especies, asi como las curvas de
rarefaccién se calcularon al 97% de similitud, como parte de la cartera de diversidad alfa de
MOTHUR, con la base de datos de alineacion de referencia bacteriana Silva (Yilmaz et al., 2014). Se
calcularon cinco métricas para evaluar las comunidades bacterianas, incluyendo el nimero de OTU

observadas, el indice de diversidad de Shannon y los estimadores Inv- S.
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Capitulo IV. RESULTADOS

IV.1 Supervivencia y crecimiento del langostino (M. rosenbergii) durante el estudio

La supervivencia de los langostinos fue significativamente (p<0.05) mayor en los tratamientos BFT y

BFTPROB, con 100%, mientras que los organismos cultivados en PROB fue de 93 + 1.3 % y para el

control fue de 80% + 4.1 g). El crecimiento fue significativamente mayor en los tratamientos PROB

(6.3 +1.6 g) y BFTPROB (6.8 + 1.3 g), en el tratamiento BFT hubo un peso final de (5.6 + 1.5 g) en

contraste con el control que tuvo el crecimiento mas bajo (4.1 + 1.5 g) (Tabla 9).

Tabla 9. Supervivencia y parametros de crecimiento + Desviacidn Estandar de langostinos malayos

(M. rosenbergii) durante 127 dias en sistema biofloc y con probidticos afiadidos

CONT BFT PROB BFTPROB
Supervivencia (%) 80+ 4.1° 100 £ 0° 93+1.3° 100 + 0°
Peso promedio inicial (g) 010 010 010 010
Peso promedio intermedio (g) 0.5+ 0.1¢ 1.9 +0.2° 1.5+0° 2.1+0°
Peso promedio final (g) 41+15° 56+1.5° 6.3+1.6° 6.8+1.3°
TCE (%/dia) 2.8+0.8° 3.1+0.8° 3.2+0.5° 3.3+0.7¢
Longitud inicial (cm) 1.4+0.2 1.7+0.2 1.5+0.2 1.6+0.2
Longitud intermedia (cm) 3.2+0.2° 45+0.3% 4.1+0.4° 3.8+0.1%*
Longitud final (cm) 3.8+0.6° 6+1° 5.8+0.7° 6.5+0.8°

Dentro de las filas, las letras en superindice indican diferencias significativas (p<0.05).

TCE= Tasa de Crecimiento Especifica

IV.2 Calidad del agua

La temperatura durante el periodo de cultivo de 127 dias se mantuvo en 28 + 0.4 °C para todos los

tratamientos sin diferencias estadisticas (p>0.05). El OD fue significativamente (p<0.05) superior en

el CONT (6.2 = 1.3 mg/L) respecto a los tratamientos BFT, PROB y BFTPROB (5.9 + 1 mg/L). El pH para

el tratamiento CONT fue superior estadisticamente (p<0.05) con un valor de 8.5 + 0.5, respecto a

BFT con 8.2 £ 0.5, PROB con 8.3 + 0.7 y BFTPROB con 8.3 % 0.6, sin diferencias significativas entre

ellos (p>0.05).
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Para el nitrito, nitrato y TAN en los tratamientos BFT (0.1 £ 0 mg/L; 4 + 1.0 mg/Ly 0.3 £ 0.2 mg/L
respectivamente), PROB (0.1 + 0 mg/L; 7 £ 1.2 mg/Ly 0.3 + 0.1 mg/L respectivamente) y BIOFPROB
(0.1£0mg/L;2.2+0.5mg/Ly0.2 £0.0 mg/L) los valores fueron menores significativamente (p>0.05)
a excepcion del tratamiento CONT (0.2 + 0.1 mg/L; 12.5 £ 1.2 mg/L y 0.7 = 0.1 mg/L), donde los
compuestos nitrogenados siempre estuvieron en concentraciones mayores de los intervalos
Optimos para los langostinos, por lo que se mantuvo el protocolo de recambios de agua parciales

durante el estudio.

Por otro lado, los sélidos en suspensién en los tratamientos con biofloc, estuvieron dentro del
intervalo adecuado BFT 13.5 + 0.9a mg/L y BFTPROB 14 * 1.0a mg/L y no tuvieron diferencias
significativas (p>0.05), lo cual indica que el biofloc se mantuvo estable debido a la adicién periddica

y adecuada de melaza y al control de otros parametros de calidad del agua (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros de calidad de agua promedio + Desviacion Estandar registrados en los diferentes
tratamientos durante el cultivo experimental de langostino.

Parametro CONT BFT PROB BFTPROB VO para los
langostinos

Temperatura (°C) 28 £ 0.4° 28 £0.5° 28 £ 0.4° 28 £0.1° 28-31
Oxigeno disuelto (ppm) 6.2+1.3* 59+1.0° 5.9+1.0° 5.9+0.9° 5
pH 85+05° 8.2%0.5° 8.3+0.7° 8.3+0.6° 7-8.5
Solidos sedimentables - 13.5+0.9° - 14+1.0° 5-15
mg/L
N-Nitrito (mg/L) 0.2+0.1° 0.1+0° 0.1£0° 0.1+0° 0.2
N-Nitrato (mg/L) 12.5+1.2° 4+1.0° 7+1.2° 2.2+0.5¢ 7.0
TAN (mg/L) 0.7+0.1* 0.3+0.2° 03+0.° 0.2+0.0° 0.50

Dentro de las filas, los superindices diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05).
VO= Valor 6ptimo (Garcia-Guerrero et al., 2013)
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IV.3 Andlisis metagendmico

IV.3.1 Unidades Taxondmicas Operacionales

En las curvas de rarefaccion de los tratamientos en las diferentes etapas del experimento se observa
el numero de Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU’s por sus siglas en inglés) respecto al
numero de secuencias por muestra de los diferentes tratamientos. El tratamiento con menor
numero de OTU's e indice de riqueza (Chao) fue CONT en la fase intermedia y final de las muestras
de agua e intestino (224, 236y 294 respectivamente) y los tratamientos con mayor nimero de OTU's
y riqueza fueron BFT y BFTPROB en la fase final en agua e intestino (318, 338 y 316, 340

respectivamente) (Figura 8).

Curvas de rarefaccion
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Numero de secuencias por muestra
CIw PIW BIW B+PW e CF\W PFW BFW B+PFW CFG PFG BFG B+PFG

CIMW-= Control fase intermedia, muestra de agua PIW= Probidtico fase intermedia, muestra de agua BIW= Biofloc fase intermedia, muestra de agua
B+PIW= Biofloc mas probidtico fase final, muestra de agua CFMW= Control fase final, muestra de agua PFW= Probidtico fase final, muestra de agua
BFW-= Biofloc fase final, muestra de agua B+PFW= Biofloc mas probidtico fase final, muestra de agua

CFMW:= Control fase final, muestra de intestino BFW-= Biofloc fase final, muestra de intestino

PFW= Probiético fase final, muestra de intestino B+PFW= Biofloc méas probiético fase final, muestra de intestino

Figura 8. Curvas de rarefaccion de las muestras de los tratamientos correspondientes en las diferentes

etapas del experimento
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IV.3.2 indices de diversidad

El indice de diversidad de Shannon de las comunidades bacterianas con mayor porcentaje fueron
los tratamientos con BFT y BFTPROB en la fase final en agua de cultivo (4.03 y 4.01) y en intestino
para los mismos tratamientos (4.07 y 4.08 respectivamente). Sobre la mayor riqueza de Chao en la
fase intermedia en las muestras de agua y de intestino de los tratamientos BFT 365.40, 387.00 y

BFTPROB 389.14 respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Numero de secuencias obtenidas, cobertura de las muestras, riqueza y diversidad de la
comunidad bacteriana de los diferentes tratamientos medidos por el andlisis de lllumina MiSeq de

fragmentos del gen 16S ARNr amplificados por PCR

Riqueza de la comunidad Diversidad de la comunidad

Sobs (riqueza Chao (Ici-hci)

Muestras nseqs Cobertura observada) (riqueza estimada) Shannon (Ici-hci) (diversidad)
Clw 106952 0.9995 224 280.97 (268.57-316.25) 2.52 (2.50-2.52)
PIW 153962 0.9997 287 322.06 (306.30-373.39) 3.72(3.71-3.73)
BIW 139234 0.9997 275 314.60 (293.84-358.25) 3.50 (3.48-3.50)

B+PIW 185604 0.9998 296 344.24 (327.90-402.22) 3.83(3.82-3.83)
CFW 140404 0.9997 236 293.41 (300.76-376.55) 2.99 (2.96-2.99)
PFW 201218 0.9997 309 358.89 (343.09-412.06) 3.70 (3.69-3.70)
BFW 220600 0.9995 318 365.40 (356.90-412.20) 4.03 (4.02-4.03)

B+PFW 217409 0.9997 316 366.68 (357.32-415.96) 4.01 (4.00-4.03)
CFG 175885 0.9997 294 349.73 (331.33-407.97) 3.05 (3.05-3.06)
PFG 238060 0.9998 333 371.08 (351.13-402.98) 3.87 (3.86-3.87)
BFG 239682 0.9997 338 387.00 (362.08-417.72) 4.07 (4.07-4.08)

B+PFG 239876 0.9995 340 389.14 (374.88-426.04) 4.08 (4.07-4.08)

IV.3.3 Comunidad microbiana

Los resultados del analisis metagendmico indicaron que la comunidad microbiana de las muestras
de agua en la fase intermedia para el tratamiento CONT fue de 12 clases, 48 familias; para PROB 13
clases, 49 familias; para BFT 14 clases, 50 familias y BFTPROB tuvo el mayor nimero de clases y
familias, 16 y 52 respectivamente. En la fase final el tratamiento CONT estuvo representado por 12
clases, 49 familias; el PROB por 13 clases, 50 familias; el mayor nimero de clases y familias se

presentd en los tratamientos BFT por 16 clases, 53 familias y BFTPROB por 16 clases y 53 familias.

La comunidad microbiana de las muestras de agua esta representada por 16 clases taxondmicas con
mayor abundancia relativa, las cuales fueron: Alphaproteobacteria (40%) Betaproteobacteria (11%),

Gammaproteobacteria (13%), Actinobacteria (14%), Flavobacteria (6.9%), y Sphingobacteria (8%).
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En los tratamientos de las muestras de agua hubo variaciones de abundancia relativa, las
Alphaproteobacterias en la fase intermedia (41 y 53%) con relacion a la etapa final (21y 27%) en los
tratamientos PROB y BFT. Por otra parte, se observd que las Betaproteobacterias aumentaron su
porcentaje en la fase final (18 y 15%) respecto a la intermedia (9 y 2%) en los tratamientos PROB y
BFT. Ademas, los tratamientos con mayor abundancia relativa para las Actinobacterias fueron BFT
(17%) en la fase intermedia y BFTPROB en la fase final (20%). Mientras que las Flavobacterias se
presentaron con mayor abundancia en todos los tratamientos de la fase final del experimento en
comparacion con la fase intermedia. Respecto a las Gammaproteobacterias la mayor abundancia

relativa en la fase final se observd para el tratamiento BFT (16%) (Figura 9).

Clase

I
l e I
cimw PIW BIW B+PIW CFwW PFW BFW B+PFW

Tratamiento

u Chlamydiae Verrucomicrobiae Flavobacteria H Betaproteobacteria H Bacteroidia m Bacilli u Clostridia
m Actinobacteria Gammaproteobacteria ™ Sphingobacteria m Nitrospira m Deltaproteobacteria Alphaproteobacteria Otros
CIMW:= Control fase intermedia, muestra de agua PIW= Probiético fase intermedia, muestra de agua
BIW= Biofloc fase intermedia, muestra de agua B+PIW= Biofloc mas probidtico fase final, muestra de agua
CFMW?= Control fase final, muestra de agua PFW= Probidtico fase final, muestra de agua
BFW:= Biofloc fase final, muestra de agua B+PFW= Biofloc mas probidtico fase final, muestra de agua

*Letras en color rojo resaltan a las clases con mayor abundancia relativa.

Figura 9. Abundancia relativa promedio (%) de las clases de bacterias presentes en las muestras de agua

provenientes de los tratamientos experimentales
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Respecto a las muestras de intestino de los langostinos en el tratamiento CONT se observaron 13
clases, 48 familias; en PROB 13 clases y 50 familias y el mayor nimero de clases y de familias se
observaron en los tratamientos BFT con 16 clases y 53 familias y BFTPROB con 16 clases y 52 familias.
Con estos resultados se observé que fueron muy similares en el nUmero de clases y familias entre

las muestras de agua e intestino de la fase final.

En las muestras de intestino de los langostinos se registraron un total de 16 clases de bacterias, de
las cuales las que presentaron mayor abundancia relativa fueron: Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Flavobacteria, Actinobacteria y Clostridia. Los
miembros de Alphaproteobacteria, Actinobacteria y Flavobacteria se observaron con mayor
abundancia relativa en el tratamiento BFTPFG (31%, 18%, 7% respectivamente), Clostridia,
Betaproteobacterias y las Flavobacterias tuvieron mayor abundancia relativa en el tratamiento BFT

(16, 14 y 10% respectivamente).

Respecto a la comparacién de las comunidades microbianas en la fase final de la experimentacion,
la abundancia relativa de las Actinobacterias tuvieron un mayor porcentaje en el tratamiento
BFTPROB en muestras de agua e intestino (20 y 18 % respectivamente), mientras que para las
Flavobacterias su mayor abundancia se presenté en los tratamientos BFT en intestino (10%) y
BFTPROB en agua e intestino (11 y 7 %), para las Alpha y Gammaproteobacterias se observé una
mayor abundancia en las muestras de intestino del tratamiento BFTPROB (31 y 15 %) vy las

Betaproteobacterias en intestino en BFT con 14% (Figura 10).
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Clase

- T
I
|
CFG PFG BFG B+PFG
Tratamiento
m Chlamydiae = Verrucomicrobiae Planctomycetacia Flavobacteria H Betaproteobacteria m Bacteroidia
u Anaerolineae u Clostridia = Opitutae u Actinobacteria Gammaproteobacteria m Sphingobacteria
= Nitrospira m Deltaproteobacteria Alphaproteobacteria Otros
CFMWs= Control fase final, muestra de intestino BFW-= Biofloc fase final, muestra de intestino
PFW-= Probiético fase final, muestra de intestino B+PFW= Biofloc mas probiético fase final, muestra de intestino

*Letras en color rojo resaltan a las clases con mayor abundancia relativa.

Figura 10. Abundancia relativa promedio (%) de las clases de bacterias presentes en las muestras de

intestino de los langostinos experimentales

Lactococcus lactis, que fue adicionado en los tratamientos con probidtico tuvo una proporcion de

secuencia baja (menor a 0.001%), lo que representa que no tuvo un efecto o dominancia bacteriana

en muestras de intestino del langostino y en muestras de agua de cultivo. En la figura 14 se muestra

una grafica de la proporcion de secuencias de los tratamientos de la fase intermedia y final (dia 63

y

127) de las muestras de agua y en conjunto las muestras de intestino de la fase final (dia 127), esta

mezcla de datos se realizé porque no se contaba con mas muestras de intestino para poder procesar

en el software STAMP, sin embargo, lo que es relevante destacar es que no se tuvo una proporciéon

de secuencia alta, se obtuvo como la mds alta 0.005, que representa 1 secuencia del género

Lactococcus en cada 20,0000 secuencias (Figura 11).
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B= biofloc C= control

BP= biofloc + probidtico P= probidtico

Fig. 11 Proporcion de secuencias a nivel de género del probidtico afiadido (Lactococcus) en los diferentes

tratamientos con la mezcla de las muestras de intestino del langostino y las muestras de agua de cultivo

En el analisis de componentes principales de los diferentes tratamientos se muestra la cercania de
la relacién de composicion bacteriana en las muestras de agua e intestino del langostino, donde se

observa la cercania que hubo entre tratamientos de la fase intermedia y final de muestras de agua

e intestino. (Figura 12).
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BIW= Biofloc fase intermedia, muestra de agua BFW= Biofloc fase final, muestra de agua

. . " B+PFW= Biofloc mas probidtico fase final, muestra de agua
B+PIW= Biofloc mds probidtico fase final, muestra de agua P 8

CFMW?= Control fase final, muestra de intestino BFW-= Biofloc fase final, muestra de intestino

PFW= Probidtico fase final, muestra de intestino B+PFW-= Biofloc mds probidtico fase final, muestra de intestino

*PC= Componente principal * Los circulos representan las agrupaciones entre tratamientos

Fig. 12 Andlisis de componentes principales a nivel de clase por tratamiento de las muestras de agua e

intestino del langostino

Los resultados muestran a los 3 principales Phylum, 7 Clases, 9 Ordenes y 10 Familias con mayor
abundancia relativa de cada uno de los tratamientos. Se observé una mayor abundancia de la familia
Rhodobacteraceae en todos los tratamientos de las muestras de agua, no obstante, en el intestino
se obtuvo en menores concentraciones. La familia Comamonadaceae tuvo una mayor abundancia
(12.37) en el tratamiento con probidticos en las muestras de intestino. Mientras que la familia
Pseudomonadaceae tuvo una mayor abundancia (18.14) en el tratamiento con probiéticos en la fase

intermedia de las muestras de agua (Tabla 12).
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Tabla. 12 Abundancia relativa (%) de las Familias de bacterias mas representativas identificadas en

cada tratamiento

B+PF B+PF
Phylo Clase (7) Orden (9) Familia (10) CIMw PW BIW B+PIW CFW PFW BFW W CFG_PFG_ BFG G
Alphaproteobacteria

Proteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae 30.24 2033 4477 2364 1218 1386 1529 1443 855 1114 869 1748

Caulobacterales Caulobacteraceae 223 084 017 234 289 194 067 292 266 288 1.06 309

Xanthomonadales Xanthomonadaceae 932 1.2 0.79 145 330 342 040 MA2 415 339 072 1109

Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae 6.60 1814 037 2.16 618 681 949 389 696 636 749 34

Rhodocyclales Rhodocyclaceae 119 276 024 156 174 549 485 249 236 839 457 269

Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae 189 393 118 522 462 928 778 194 454 1237 698 184

Bacteroidetes  Flavobacteria Flavobacteriaceae 0.32 292 014 214 123 178 253 722 122 251 183 719
Flavobacteriales

Cryomorphaceae 240 047 013 5.03 448 378 733 292 324 405 844 393

Sphingobacteria Sphingobacteriales Chitinophagaceae 112 537 268 1M 207 049 25 103 103 060 146 072

Actinobacteria  Actinobacteria Actinomycetales Mycobacteriaceae 0.87 155 047 042 393 888 265 189 295 560 227 159
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Capitulo V. DISCUSION

V.1 Supervivencia y crecimiento

De acuerdo con los resultados obtenidos, los sistemas PROB, BFT y BFTPROB beneficiaron la
supervivencia de los langostinos en comparacion con el control, esto puede deberse a que en los
tratamientos se tuvo la presencia de bacterias con potencial probiético en el sistema, las cuales
estimulan la respuesta inmune e inhibieron la proliferacion de microorganismos patdgenos
(Balcazar et al., 2006). No obstante, el probidtico agregado durante el estudio (L. /actis) no se
establecié en el intestino de los langostinos ni en el agua de cultivo, pero se observaron otras
bacterias con potencial probidtico (Actinobacterias como Rhodococcus, Nocardia,
Micromonospora, Gammaproteobacteria como Pseudomonas y Sphingobacteria como
Sphingomonas) con alta abundancia relativa los cuales tienen capacidad bactericida debido a que
producen sustancias antimicrobianas que impiden que las bacterias patégenas se adhieran al
epitelio intestinal y por ende mejoran disminuyen el porcentaje de mortalidad (Sanchez-Ceja et

al., 2018).

Asimismo, las bacterias heterétrofas que se observaron en los tratamientos como las
Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae, Flavobacteraceae, por mencionar algunas, se encargan
del proceso de desnitrificacion del amonio, lo que permite una transformacién a otros
compuestos como el nitrato, nitrito o gas nitrégeno, los cuales tienen un menor efecto negativo
en los animales cultivados; ademas promueven mayor supervivencia (Balcazar et al., 2006). En la
investigacion realizada por Kumar et al. (2016), observaron que la supervivencia de los langostinos
fue superior en los tratamientos con probidticos atribuido al efecto de desnitrificacion, los
mantuvieron en los valores adecuados del amonio, nitritos y nitratos para su dptimo crecimiento,
limitando el estrés que generan estos compuestos. En el presente estudio se observd una
estabilizacidn de los compuestos nitrogenados en los tratamientos con probiéticos y biofloc y a

su vez una supervivencia entre el 93 y 100%.

Respecto a la supervivencia, pero en los tratamientos con biofloc como BFT y BFTPROB de la
presente investigacion esta fue del 100%, lo que indica que los organismos tuvieron un buen
estado de salud y condiciones de cultivo, otros investigadores reportan resultados similares en
diversos estudios (Hapsari, 2016; Ferreira et al., 2017; Hu et al., 2017 y Miao et al., 2017), donde

se resalta la importancia de la aplicacion de biofloc y probidticos en sistemas acuicolas, debido a
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qgue disminuyen la susceptibilidad a enfermedades; al respecto Supriatna et al. (2019), obtuvieron
el 100% de supervivencia en el camarodn tigre (Penaeus monodon) en tratamientos con biofloc y
probidticos, lo cual se atribuyd a que los organismos no estaban bajo estrés, ni susceptibles a
adquirir alguna infeccidon o enfermedad y obtuvieron altas tasas de asimilacién de vitaminas y
minerales lo cual se ve reflejado en bajas tasas de mortalidad, lo cual también pudo haber

ocurrido en el presente estudio.

Respecto al crecimiento en los tratamientos con probidticos, los resultados muestran algunas
clases de bacterias presentes con mayor abundancia como las Gammaproteobacteria (familia
Pseudomonadaceae), Flavobacteria (Flavobacteraceae) y Actinobacterias (Micrococcaceae) que
producen pigmentos carotenoides tal como las astaxantina, B-caroteno, zeaxantina, cantaxantina
y licopeno que reducen el estrés oxidativo, son antioxidantes, antiinflamatorias e

inmunomoduladoras (Ortega- Cabello et al., 2017).

Respecto al uso de probidticos, Hai et al. (2009) demostraron que efectivamente la supervivencia
puede mejorarse hasta en un 20% al afiadir los probidticos Pseudomonas synxantha vy
Pseudomonas aeruginosa (cepa no patogena) en la dieta, atribuido a la mejora en la calidad del
agua, la cual ayuda en la salud de los animales al minimizar los efectos patédgenos provocados por

virus o bacterias.

Los resultados del presente estudio se asemejan a los reportados por Xue et al. (2021) debido a
gue los langostinos tuvieron un mayor peso en los tratamientos con el probiético Pediococcus
pentosaceus (8.13 + 0.039 g), en comparacién con el grupo control (7.22 + 0.072 g), relacionado
con el efecto de la microbiota intestinal que fue caracterizada por medio del analisis de
secuenciacién masiva. Lo anterior concuerda con lo reportado con Adel et al., 2017, donde en un
cultivo de camardn blanco de Pacifico en etapa juvenil, al afiadir L. lactis en una concentracion de
108 CFU g L! obtuvieron un mayor crecimiento comparado con el control y con otras
concentraciones (10° CFU g L™ty 107 CFU g L™}), atribuido al incremento significativo en la actividad
especifica de la proteasa, amilasa y lipasa, ya que incrementd la actividad digestiva y la absorcidn

del alimento.

De acuerdo con Seenivasan et al. (2011) indicaron que el peso ganado del langostino malayo
incremento (p>0.05) en comparacion con el control, al agregar 2% de probidticos comerciales; lo

anterior atribuido a la modulacion y estimulacidon inmunoldgica, a la produccion de vitaminas y
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minerales originados por las bacterias probidticas, lo cual aumenta progresivamente el

crecimiento de las especies cultivadas.

A su vez Seenivasan et al. (2015) reportaron que el peso ganado, la tasa de crecimiento especifica
y la supervivencia de los langostinos malayos fueron mas eficientes cuando se agregé al alimento
4% de Saccharomyces cerevisiae comparado con el grupo control. Donde el andlisis enzimatico
indicd una alta actividad para la proteasa y amilasa, lo que sugiere que al agregar este probidtico
se incrementa la actividad de las enzimas digestivas. En el presente estudio L. /actis no tuvo una
proporcién de secuencia significativa, por lo cual no influyd en el crecimiento significativo que
tuvo en comparacion con el control, sin embargo, se puede atribuir a otros microorganismos con

potencial probidtico (mencionados anteriormente) establecidos en los sistemas.

En la presente investigaciéon se puede atribuir un mayor crecimiento de los langostinos, pero
ahora en los tratamientos con biofloc (BFT y BFTPROB) debido a la contribucién de
microrganismos presentes en los floculos como bacterias heterétrofas, fitoplancton, zooplancton,
ciliados, rotiferos, nematodos y copépodos que ademas de ser una fuente de proteina lo son de

lipidos, fibra y minerales como el K, Ca, Fe y Mg (Emerenciano et al., 2013).

De acuerdo con Ekasari et al. (2021) quienes cultivaron langostinos en biofloc y observaron un
mayor peso (1.69 + 0.18 g) comparado con el grupo control (1.09 + 0.09 g), lo cual se atribuye a
la contribucidon nutricional de proteinas, carbohidratos y minerales provenientes de los
microorganismos que se establecen y que forman parte de los fldculos, es decir, al alto aporte
nutrimental que se tiene por parte de los microorganismos y que esta disponible en todo
momento, conjuntamente un mejor peso y mejor longitud se pueden ver reflejados por la
produccién de enzimas, como amilasas, proteasas, celulasas y lipasas, que promueven la

absorcion de nutrientes y por ende hay un mayor crecimiento de los langostinos.

Debido a que los langostinos malayos son detritivoros y benténicos estos consumen
perfectamente los fléculos que estan disponibles en todo momento para que sean consumidos
por ellos, por lo cual se vio reflejado un mayor peso y longitud en los tratamientos con biofloc ya
que las bacterias que se establecen en el biofloc y que tienen potencial probidtico promueven la
actividad enzimadtica digestiva de M. rosenbergii en cultivo y esto mejora la asimilaciéon de

nutrientes.

Por otra parte, respecto a los resultados de tratamientos en sistemas con biofloc, destaca el

estudio de Xu et al. (2013) quienes observaron que la actividad de proteasa, amilasa, celulasa 'y
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lipasa se incrementan en camarones (L. vannamei) al cultivarlos en biofloc en comparacién con
un cultivo tradicional, ademads se observd una mejor calidad del agua, asi como un aumento
significativo en el peso ganado y la tasa de crecimiento especifica, por lo que los autores
concluyeron que al cultivar camarones con sistema biofloc no solo mejora la calidad del agua, sino

gue se activan las enzimas digestivas y por ende hay un mayor crecimiento.

En una investigacion realizada por Miao et al. (2017) observaron en un cultivo de langostinos (M.
rosenbergii) que, el tratamiento con biofloc tuvo resultados significativos de supervivencia con
10.62% superiores, una tasa de peso ganado mayor al 27.55% y un 7.13% de incremento en la TCE
respecto al control (p<0.05), lo anterior se atribuyd a la efectividad de la adicién de la fuente de
carbono para la proliferacion de los microorganismos que son una fuente de carbohidratos,

vitaminas y minerales aprovechados por los langostinos.

V.2 Parametros de calidad del agua

Con relacién a la temperatura, pH del agua y sélidos sedimentables (para los tratamientos BFT y
BFTPROB) de los estanques se mantuvieron constantes y en valores similares entre tratamientos
(p < 0.0001) ya que estuvieron en condiciones controladas, por lo que se considera que los
parametros de calidad del agua no influyeron en el desempefio de los langostinos (Garcia-
Guerrero et al., 2013). Respecto al oxigeno disuelto en los tratamientos BFT, PROB y BFTPROB se
puede observar en la Tabla 10 que estuvieron 0.9 ppm mas alto del valor adecuado para los
langostinos, lo cual puede deberse a la demanda de oxigeno que se requiere por la carga
microbiana que contiene el agua y que en su mayoria se compone de microorganismos aerobios
gue requieren de una alta oxigenacién, ademas de que en los tratamientos con biofloc debe haber
una alta oxigenacidn para que los sélidos se mantengan en suspensién (Avnimelech, 2012). No
obstante, en el tratamiento CONT se observé una concentracién de oxigeno disuelto mas alta

significativamente (p<0.05), esto puede deberse a los constantes recambios de agua.

Respecto a los sélidos sedimentables, se observaron dentro de los intervalos dptimos para los
langostinos (<15 mg/L), ya que se mantuvieron entre 13 y 14 mg/L, lo cual es muy importante
porque esto permitié una adecuada calidad del agua y por ende una alta supervivencia (Gaona et
al., 2017), ademas de que puede haber un mayor crecimiento de los langostinos debido a que los

animales se alimentan de los floculos en suspension (Azim y Little, 2008).
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Por otra parte, la concentraciéon de amonio (mg/L), nitritos (mg/L) y nitratos (mg/L) en el agua de
los tratamientos BFT, PROB y BFTPROB siempre estuvieron en los valores adecuados para los
langostinos, aunque en el tratamiento CONT tuvieron variaciones en cuanto a los valores
aceptables para los langostinos aun tomando en cuenta que se hacian recambios de agua. Lo
anterior puede atribuirse a lo que se menciona en diversos estudios (Ebeling et al., 2006;
Emerenciano et al., 2017 y Llario et al., 2020), debido a que en los sistemas de cultivo en biofloc
se presenta una reduccidn y estabilizacidn de los compuestos nitrogenados comparando con un
sistema convencional en donde se hacen recambios constantes de agua. Asimismo, Ju y Zhang
(2015), mencionan que en los sistemas biofloc, las bacterias aerdbicas o facultativas se encargan

de transformar los compuestos nitrogenados, lo que contribuye a estabilizar la calidad del agua.

Por otro lado, Melgar et al. (2013) evaluaron los parametros de calidad del agua durante un
cultivo con camaroén (L. vannameii), en el cual se adiciond un probidtico comercial compuesto por
Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y Saccharomyces
cerevisiae (EMTM, Japan), con lo cual obtuvieron un crecimiento significativo en los camarones y
una 6ptima calidad del agua por lo cual el uso de probidticos refleja ventajas en la produccién de

los organismos cultivados.

Ademads de lo anterior, Suita et al. (2015) evaluaron parametros de calidad de agua con un cultivo
de camardn en biofloc, teniendo como resultado que el amonio total, nitrito y nitrato estuvieron
dentro del intervalo éptimo en los dos tratamientos con la adicidn de la fuente de carbono, sin
tener que realizarse recambios de agua continuos como ocurre en sistemas tradicionales de

produccién.

Asimismo, Luis-Villasefior et al. (2016) obtuvieron en un cultivo de camardén con biofloc,
concentraciones de TAN y N-NO,, mas bajos (p<0.5) comparados con el control, lo cual concuerda
con los resultados del presente estudio. Por otro lado, de acuerdo con Emerenciano et al. (2017);
asegura que uno de los beneficios del uso de biofloc para el cultivo de organismos acudticos es la
reduccion y estabilizacién de los compuestos nitrogenados debido a que los residuos organicos
acumulados en los estanques se degradan y el amonio generado por los desechos de los animales
es nitrificado o asimilado por la comunidad microbiana, sin que exista la necesidad de hacer
recambios de agua de los sistemas de cultivo convencionales. También se ha reportado que las
cianobacterias transforman el nitrégeno amoniacal en compuestos que no son nocivos para los
peces en cultivo y en produccidn de biomasa microbiana disponible para los siguientes niveles

tréficos (Miranda et al., 2017).
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Por otra parte, Cai et al. (2019) observaron que efectivamente al adicionar los probidticos Bacillus
licheniformis y Bacillus flexus en el agua de cultivo de camardn (L. vannamei) (menores a 1 mg/L)
los niveles de nitrogeno amoniacal total en el agua fueron menores a los reportados en

tratamientos tradicionales.

Por lo anterior, el efecto de obtener concentraciones optimas de amonio, nitritos y nitratos en el
agua, para el cultivo de los langostinos, en los grupos BFT, PROB y BFTPROB, se atribuyé a la
presencia y actividad de las bacterias heterétrofas y autétrofas, debido a que se encargan del

proceso de nitrificacidn y desnitrificacion.

V.3 Comunidades microbianas

Las bacterias son fundamentales en las redes tréficas de ambientes acuaticos, debido a que
contribuyen en la recirculacidon de nutrientes e interactlan con otros microorganismos (Cruz-
Leyva et al., 2015). Para poder comprender su funcion en los nichos ecolégicos especificos, es
importante identificar y ademds cuantificar a cada bacteria que forma parte de estas
comunidades, por ello los estudios de metagendmica son una herramienta para estudiar
comunidades de microorganismos (Vieites et al., 2008). Durante la presente investigacion se
usaron herramientas de metagendmica para identificar las bacterias presentes en el biofloc e
intestino de los langostinos, con lo que se obtuvieron 340 OTU’s; Cardona et al. (2016) en un
estudio con cultivo de camardn blanco del Pacifico, lograron identificar 277 + 23.02 OTU’s por lo
gue se considera que el nimero de OTU’s obtenidos durante la presente investigacion indica que
la riqueza de especies de los tratamientos con biofloc en las dos etapas (fase intermedia y fase

final) de presente estudio fue alto con cultivo de langostinos.

Por otro lado, se considera que el esfuerzo de secuenciacion fue adecuado al tipo de muestras y
numero debido a que se obtuvieron valores de cobertura elevados y en promedio del 99%; al
respecto Cardona et al. (2016) mencionan que tuvieron un esfuerzo de secuenciacion del 97%
para las muestras de agua con cultivo de camardn blanco del pacifico, por lo que se puede
considerar que el esfuerzo de secuenciacidn para los resultados del esta investigacion (99%)
fueron mas confiables debido a que Luo et al. (2017) mencionan que se tiene una cobertura alta

cuando el valor es mas cercano al 100%.
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La comunidad microbiana de las muestras de agua e intestino con mayor nimero de clases y
familias se presentaron en los tratamientos BFT y BFTPROB esto debido a que en los sistemas con
biofloc las bacterias requieren de un sustrato (melaza o alguna otra fuente de carbono) o fuentes
de nitrégeno para crecer y proliferar y es justo lo que se tiene en el biofloc al no haber recambios
de agua, ademas de un ambiente rico en materia organica (Ossa et al., 2010). Ademas del nimero
de clases y familias fue muy similar en los tratamientos con biofloc debido a que existe una
estrecha interacciéon entre las bacterias del agua de cultivo con las bacterias que se pueden
observar en el intestino de los langostinos ya que los langostinos ingieren los micro fléculos y con

ello, los microorganismos presentes en el agua de cultivo (Cardona et al., 2016).

El phylum mas abundante fue Proteobacteria, el cual participa en el ciclo de nutrientes y en la
mineralizacion de compuestos orgdnicos en sistemas acuaticos (Cardona et al., 2016). Este
phylum se encarga principalmente de la degradacién del amonio y de la materia orgdnica, por lo
cual su presencia es normal en tratamientos con biofloc (Cardona et al., 2016). Las
Betaproteobacterias son una clase importante de bacterias debido a que principalmente
transforman los compuestos nitrogenados en los ecosistemas acuaticos. Esta clase fue una de las
mas abundantes en este estudio debido a que estdn siendo desarrolladas en el sustrato de los
sistemas y confirmamos que es normal el que se establezcan en el agua de cultivo, asi como en el

intestino de los langostinos (Penny et al., 2015).

En estudios en los que se evalud el efecto del uso de la harina de trigo en la composicion
microbiana presentes en un sistema de cultivo de camardn en biofloc, se reportd que los
miembros de las Phyla con mayor abundancia relativa fueron las Proteobacterias, Bacteroidetes
y Actinobacterias, principalmente (reportado por Addo et al., 2021) y a su vez los reportados por
Kim et al. (2021), lo cual se confirma con lo derivado de la presente investigacién y lo cual indica

gue la presencia de estas bacterias derivan del biofloc.

Aligual que los autores anteriores, Hoang et al. (2020), reportaron la presencia de Proteobacterias
(Alphaproteobacterias y Gammaproteobacterias) y Bacteroidetes en agua de cultivo de camardn
en sistema biofloc las cuales destacan como phyla dominantes en sistemas biofloc y son los
principales encargados de regular la calidad del agua de cultivo debido a que utilizan la materia
organica y los compuestos nitrogenados como alimento. Cabe resaltar que las bacterias que
pertenecen a este Ultimo phylum han sido reportadas en diversos estudios como ubicuas en
ambientes acuaticos y sistemas de produccién acuicola (Guo et al., 2011; Wei et al., 2016; Zhou

et al., 2017).
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Deng et al. (2019), reportaron a los Phyla Actinobacteria (24.17%) y Proteobacteria como
dominantes (15.05%) en las muestras de intestino de camaroén (L. vannamei) en cultivo biofloc, lo
que se observé en los resultados del presente estudio, debido a que se dio una mayor abundancia
relativa de dichas bacterias en el intestino de los langostinos del tratamiento BFTPROB, mientras
gue se observd con mayor abundancia al Phylum Bacteroidetes en las muestras de agua (15.56%),
estos Phyla de bacterias se reportan como los mas abundantes en sistemas acuaticos (Cardona et
al., 2016), lo cual indica que la presencia de estas bacterias refleja un desarrollo normal de los

tratamientos.

Respecto al alto porcentaje de abundancia en los resultados obtenidos en la presente
investigacion se atribuye a que los phyla antes mencionados son dominantes porque tienen alta
capacidad degradativa, ademas de que producen sustancias como las bacteriocinas y biocinas con
actividad antimicrobiana, por lo cual excluyen a otras bacterias y proliferan en el agua e intestino
de los animales cultivados (Monroy et al., 2009). Ademas, los Phyla mas abundantes tuvieron la
capacidad de desplazar a otras bacterias, probablemente debido a su variabilidad en morfologia,
facil desplazamiento y adaptaciéon (Angthong et al., 2020). La mayor abundancia relativa se
presentd en muestras de intestino para las Alphaproteobacterias, Gammaproteobacterias,
Betaproteobacterias, Actinobacterias y Flavobacterias esto pude deberse a que las bacterias en
el intestino se localizan en un medio estable de humedad, temperaturay rico en nutrientes (Zhang

et al., 2012; Imaizumi et al., 2021).

Las Clases como Gammaproteobacterias, Alphaproteobacterias, Bacteroidia y Flavobacteria se
reportaron en muestras de intestino de camardn en la investigacién realizada por Cardona et al.,
(2016), donde observaron abundancias relativas similares a las registradas en la presente
investigacion en los tratamientos BFT y CONT, lo que se atribuye a que estas bacterias forman
parte de la microbiota intestinal de los crustdceos de manera natural y contribuyen a la
degradacion de compuestos nitrogenados, ademads de participar en actividades antioxidantes y

en la influencia de la respuesta inmune.

Respecto a las Familias con mayor abundancia relativa en este estudio han sido reportadas
previamente en sistemas acuicolas y en cultivos biofloc; de manera particular destacaron las
Pseudomonadaceae (Ndiy Barton, 2012), Caulobacteraceae (Guo et al., 2011), Chitinophagaceae
(Bartelme et al., 2017) y Flavobacteraceae (Wei et al., 2020), las cuales se consideran bacterias
eficientes en la transformacién de diversos compuestos dentro de la columna de agua como la

celulosa, la quitina, el colageno (presentes en el caparazén de los langostinos y presente en el
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agua por los procesos de muda) y los compuestos nitrogenados generados durante el cultivo, lo
qgue puede promover el consumo de materiales poco digeribles, pero gracias a la descomposicién
bacteriana son faciles de aprovechar por los individuos en estudio y les proporciona una fuente
adicional de nutrientes, lo que se refleja en el crecimiento de los langostinos, como fue el caso de

la presente investigacion.

Por otra parte, uno de los objetivos mas importantes de este estudio fue evaluar el impacto de la
adicion del probidtico L. lactis sobre la composicidon de la comunidad microbiana durante el cultivo
de los langostinos en biofloc. Los resultados del analisis de secuenciacion masiva mostraron que
no se obtuvo un incremento significativo respecto a la abundancia relativa del probiético anadido
perteneciente al género Lactococcus (menor al 0.1%), contrariamente a lo que se esperaba,
debido a que es una de las especies mas utilizadas como probidtico en acuicultura con resultados
positivos en el crecimiento, la supervivencia, respuesta inmune y el control de enfermedades de
crustaceos y peces, lo que habla de su capacidad de exclusién de microorganismos patdgenos
(Balcazaretal., 2006) y que el Phyla al que pertenece (Firmicutes) ha sido reportado cominmente

en los sistemas biofloc.

La ausencia del probiético L. lactis como parte de la microbiota dominante en los tratamientos
PROB y BFTPROB, probablemente se deba a que fue desplazado por la comunidad bacteriana que
se establecid y desarrollo en el biofloc, y probablemente en el tratamiento PROB algunas otras
bacterias con potencial probidtico como las Actinobacterias (Rhodococcus, Bifidobacterium) o
Gammaproteobacteria (Pseudomonas sp. RGM2144) se establecieron en el agua e intestino

(Cardona et al., 2016; Cienfuegos et al., 2018; Deng et al., 2019).

Ademas de lo anterior su baja proporcién pudo deberse a que esta cepa probidtica fue aislada de
la trucha y no del propio langostino. Henriquez, 2013 menciona que al aislar microorganismos
propios de la especie favorece su uso, debido a que tiene un mayor potencial de la exclusidn
competitiva contra microorganismos patégenos, ya que tienen mayor capacidad de adaptacidny
afinidad por su mismo nicho ecoldgico, con lo cual hay una mayor probabilidad de que estos
colonicen, se establezcan y puedan multiplicarse en el intestino del hospedero y puedan conferir
los beneficios que los caracterizan (Quevedo, 2020). Asi mismo su carencia puede atribuirse al
bajo porcentaje del probidtico por lo cual se recomienda que en futuras investigaciones se

comparen distintas y mas altas concentraciones que la usada en el presente estudio.

A pesar de lo anterior, se observé que los tratamientos BFT, PROB y BFTPROB tuvieron una alta

abundancia relativa a la familia Rhodobacteraceae en donde se pueden encontrar
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microorganismos considerados como probidticos, los cuales pudieron tener una mayor capacidad
de colonizacién en comparacién con el probidtico probado durante la presente investigacién o
bien fue el sustrato para promover otros grupos que se instalaron mejor que ellos, lo que permitié
que los langostinos del tratamiento BFT, PROB y BFTPROB tuvieran un mejor crecimiento,
supervivencia ademas de estabilidad de los compuestos nitrogenados en el cultivo de langostinos
a lo largo del periodo de experimentacidn en comparacion de los langostinos en el tratamiento

control (Wu et al., 2012).

Por otro lado, cuando se habla de sistemas biofloc hay que tomar en cuenta que las condiciones
de produccion de organismos acuaticos difieren a los sistemas convencionales debido a que este
tipo de sistemas promueve el crecimiento de una diversidad muy compleja de bacterias
heterdtrofas (Enterobacter, Bacillus y Lactococcus) a partir de una fuente de carbono afadida y
alta oxigenacion la cual influye junto con las especies cultivadas, sobre los grupos bacterianos que

puedan resistir ciertas condiciones (Wilén et al., 2008; Ray y Lotz, 2014).

En un estudio realizado por De Paiva et al. (2016), no se observaron efectos positivos al adicionar
un probidtico comercial, compuesto por Bacillus spp. y Lactobacillus sp. en el sistema biofloc para
el cultivo de camardn. Los autores sefialan que esto puede suceder debido a los procesos de
anaerobiosis que se pueden dar en el fondo del estanque o a la concentracién a la que el

probidtico es adicionado.

Respecto a los tratamientos con la combinacién de probidticos y biofloc en las muestras de agua
e intestino, en la fase final hubo una mayor abundancia relativa de bacterias como
Alphaproteobacteria, Flavobacteria y Actinobacteria, la presencia de algunos grupos de bacterias
en sistemas con biofloc se ha asociado a un mejor estado de salud de los organismos y sobre todo
a un aprovechamiento mas eficiente del alimento, al respecto Hoang et al. (2020) reportaron la
presencia de Proteobacteria (Alphaproteobacteria) en el intestino de los langostinos en sistema
biofloc, con lo que se observd la disminucidn de la prevalencia de patégenos en el agua de cultivo

por lo cual tuvieron una supervivencia cercana al 100%.

Por su parte Penny et al. (2015) mencionan que la presencia de Bacteroidetes (Flavobacteria) en
ecosistemas acuaticos promueve la transformacion de compuestos nitrogenados lo que
contribuye a una mejora de la calidad de agua y por tanto al bienestar de los organismos que
viven en el sistema, como se considera pasd en los tratamientos PROB, BFT y BFTPROB de la
presente investigacion donde los compuestos nitrogenados mantuvieron valores &éptimos

durante el cultivo de los langostinos. Por otra parte, se sabe que las Actinobacterias tienen Ila
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capacidad de degradar diversos polimeros, como la celulosa, la lignina y la quitina y por ello
probablemente se obtuvo una mejor calidad del agua en los tratamientos con probidticos
(Taniguchi y Eguchi, 2020). Por lo anterior, es comun encontrar en mayor abundancia de estas

bacterias en el sistema biofloc al afiadir probiéticos.

Capitulo VI. CONCLUSIONES

1.- La adicién del probidtico Lactococcus lactis a una concentracion de 1x107 UFC ml™ no tuvo una
influencia en la diversidad y abundancia de la comunidad microbiana en el agua e intestino del
langostino (Macrobrachium rosenbergii) cultivados con la tecnologia de biofloc, posiblemente por
el desplazamiento del microbioma del biofloc, por la concentracion administrada o porque el

probidtico utilizado fue aislado de la trucha y no del propio langostino malayo.

2.- El mayor nimero de clases y familias en muestras de agua de cultivo y en el intestino del
langostino se observo en la fase final en los tratamientos BFT (16, 53 y 16, 52 respectivamente) y
BFTPROB (16, 53 y 16, 52 respectivamente), sin embargo, en todos los tratamientos se reportaron
las siguientes clases: Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria,

Flavobacteria, Actinobacteria y Clostridia.

3.- La comunidad microbiana, respecto al nimero de clases y familias del intestino del langostino
y en las muestras de agua de la fase final de experimentacién fue similar entre tratamientos,
control 12,48 y 12, 49; tratamiento con probidtico 13, 50 y 13, 50 biofloc 16, 53 y 16, 53 y biofloc
con probiédtico 16, 52 y 16, 53 respectivamente, lo que indicd una interaccidn entre las bacterias
presentes en los fldculos en el agua de cultivo y en el intestino, debido a que estos fueron

ingeridos por los langostinos.

4.- Respecto a la comparacidon de la abundancia relativa en muestras de agua e intestino en la fase
final del experimento, las Actinobacterias tuvieron un mayor porcentaje en el tratamiento biofloc
con probidtico en muestras de agua e intestino (20 y 18% respectivamente), para las
Flavobacterias se tuvo una mayor abundancia en los tratamientos biofloc en muestras de

intestino (10%) y biofloc mas probidtico en muestras de agua e intestino (11y 7 %), para las Alpha
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y Gammaproteobacterias se observd una mayor abundancia en las muestras de intestino del
tratamiento biofloc mas probidtico (31 y 15 %) y las Betaproteobacterias en intestino en biofloc

con 14%.

5.- La supervivencia fue significativamente mayor en los tratamientos con biofloc con el 100%,
seguido por el tratamiento con probidticos con 93% lo cual reflejé6 una buena salud de los
langostinos, esto debido a que los valores de los parametros de calidad del agua siempre
estuvieron en los valores éptimos probablemente por la accidn de las bacterias nitrificantes y
desnitrificantes, ademds de que algunas familias reportadas producen sustancias antimicrobianas

con lo que excluyen a microorganismos patégenos.

6.- Los parametros de crecimiento del langostino fueron significativamente mayores en sistemas,
biofloc con probidtico, seguidos por sistemas con probidtico con un crecimiento en peso y talla
de6.8+1.3g,6.5+0.8cm;5.6+1.5g,6+1cm;6.3+1.6g, 5.8+0.7cm respectivamente. Esto
puede deberse la activacién de enzimas digestivas, con lo que hay una mejor absorciéon de

nutrientes ademads del aporte nutricional de los microorganismos presentes en los fldculos.

7.- Respecto a la calidad del agua, en el tratamiento control se obtuvieron valores fuera del
intervalo 6ptimo para los langostinos, lo que puede repercutir en una supervivencia baja (80 + 4.1
%) y un crecimiento menor (4.1 £1.5gy 3.8 + 0.6 cm), a pesar de hacer recambios constantes del
agua, con lo cual se comprueba que en los tratamientos con biofloc se pueden evitar los
recambios de este recurso y tener una alta supervivencia y un mejor crecimiento de los

langostinos malayos.

8.- Los sélidos sedimentables del biofloc pudieran estar proporcionando un aporte importante
como alimento con alto valor nutrimental principalmente de proteinas, lipidos y minerales, hacia
los langostinos. Ademads de que en las cantidades observadas en el presente estudio (13-14 mg/L)

permiten un control de los compuestos nitrogenados, principalmente del amoniaco.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The prawns fed with Lactococcus lactis obtained 100% survival in the BFT and
BFTPROB treatments compared to the CONT (80%). Regarding growth, it was
observed in PROB and BFTPROB treatments, the organisms got greater weight
(6.3 £ 1.6, 6.8 + 1.3 respectively) compared to the other treatments. The effect of L.
lactis in the bacterial community of Macrobrachium rosenbergii postlarvae (PL's) with
initial mean weight of 0.1 g, and length 1.4 cm in biofloc, was evaluated. A randomized
experimental design was used: T1:BFT: biofloc; T2:BFTPROB:biofloc+probiotic;
T3:PROB:probiotic; T4:CONT:control; all in triplicate with 60 PL's/treatment. On days
64 and 127, the weight and length of prawns were determined. 15 guts/treatment
were extracted and water samples to obtain bacterial DNA. Massive sequencing of 16S
rRNA gene of the samples was performed. Metagenomic analysis identified 17 bacte-
ria classes in gut and water samples. The most abundant were Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Flavobacteria, Actinobacteria, and
Clostridia with different benefits in the prawns' health. The bacterial community in
the intermediate phase was different to the final, maybe for the colonization capacity
of certain bacteria that developed in each treatment. However, L. lactis did not affect
the microbial community in prawns' gut and culture water, it attributed to the dis-
placement of the microbial community in biofloc and other probiotics, however it was
observed a better prawns' growth and survival with biofloc and probiotic treatments.

KEYWORDS
bacteria, flocs, massive sequencing, microbiome

cultured animals, and reducing the environmental impact of aquacul- ture

effluents (De Schryver et al., 2008).

Bacteria have a very important role in aquaculture because they develop The application of bacteria in aquaculture systems is a produc- tion

naturally and contribute to organic matter degradation, nutrient cycling, strategy aimed at sustainability, reducing the use of resources such as water
and productivity (Martinez-Porchas et al., 2014). Some bacteria can be and soil and limiting the use of antibiotics and chemo- therapeutics in
added to culture systems with the purpose of improving water quality, aquaculture. In this sense, one of the most used tech- nologies in

controlling diseases, improving nutrition of aquaculture for the manipulation of the microbiota is the

Aquaculture Research. 2022;00:1-13. wileyonlinelibrary.com/journal/are © 2022 John Wiley & Sons Ltd. | 1
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application of probiotics (Pandiyan et al., 2013), which has demon- strated
benefits for the health of aquatic species and the quality of culture water,
through different mechanisms of action such as stimulation of the immune
response, secretion of substances that inhibit the proliferation of
pathogenic microorganisms, in addition to the production of enzymes that
induce the absorption of nutrients, which leads to improved growth of fish
and crustaceans. Likewise, the incorporation of probiotics in aquaculture
systems contributes to the reduction of nitrogenous compounds through
transformation by the bacteria (Das et al., 2017; Yamashita et al., 2016). Due
to this, the importance to study the intestinal microbiota of the prawns, it
contributes to the knowledge of the resident bacteria with probiotic
capacities that can be applied in aquaculture, because the isolated bacteria
from the fish are always used and instead of bacteria from the prawns. For
this reason, the study of the prawns' microbial com- position is essential to
know more deeply the symbiotic relationships between the microbiota and
the host that influence their welfare, but also for future applications in
aquaculture. In recent years, the search for new sustainable aquaculture
technologies has allowed the development of biofloc culture systems, in
which microbial oxide reduction processes are carried out through the
addition of a car- bon source (Ferreira et al., 2015). The latter allows the
production of phytoplankton and zooplankton communities, which can
serve as complementary food for cultured species, improve water quality,
and control pathogens, in addition to decreasing environmental im- pact by
limiting water, and waste replacements in the form of efflu- ents
(Avnimelech, 2007; Azim and Little, 2008).
Although the use of biofloc and probiotics are common prac-

tices in aquaculture, they are generally applied separately, so their effect
together or separately on the intestinal microbiota and cul- ture water of
prawns (Macrobrachium rosenbergii) is unknown, so it is important to
perform massive sequencing analysis and apply bioinformatics to identify
the composition of the microbial com- munity during their culture in biofloc,
in the presence of a specific probiotic. Therefore, during the present study,
the diversity and abundance of the microbial community in the culture
water and the gut of the prawns cultured in biofloc and with the addition
of the probiotic Lactococcus lactis were evaluated by determining the

microbiome in the system.

2 | MATERIAL S AND METHODS

2.1 | Obtaining the prawns for the study

For the study, 240 post -larvae (PL's) of prawns (Macrobrachium
rosenbergii) in stage 7 (PL7) were used, the prawns were produced in the
Laboratory of Native Crustacean Cultures of the Instituto Tecnoldgico de
Boca del Rio Veracruz (ITBOCA), Veracruz Mexico, and were donated for the
study. The PL7 were transferred to the Laboratory of Chemical Analysis of
Live Food of the Department of the Man and his Environment at the UAM

in Mexico City, Mexico, where they remained until they reached stage PL20.

During acclimatization and the experimental period, the post
-larvae were fed twice a day (8 and 17 h), with a 1.4 mm commercial prawn
feed pellet (El Pedregal, Silver Cup, Toluca, Edo Mex, MEX) with 40% crude
protein and 8% lipids. At the beginning of the study, the organisms were
given a ration equivalent to 7% of the biomass that was adjusted

subsequently according to the increase in biomass and consumption.

2.2 | Experimental system

For the study, an experimental system of 12 rectangular plastic con- tainers
of 250 L capacity and constant aeration by hoses and diffuser stones
(Emerenciano et al., 2012) was used to maintain a correct floc distribution
and oxygen between 2 and 5 + 1 mg/L. In each experi- mental unit, five
sections of PVC tube of 15 cm length by 6 cm in diameter were placed for
the prawns to use as protection and to avoid cannibalism.

During the study, water temperature was maintained at 28 + 0.4°C in
the experimental units by means of 120 W submersible heaters with
thermostat (Lomas Thermo Jet, Mexico City, MEX) and a photoperiod of 12
h light/12 h dark (Seenivasan et al., 2012).

2.3 | Biofloc system preparation and maintenance

Before culturing the prawns in the experimental units, biofloc generation
was promoted in the corresponding treatments, for which molasses was
added daily as a carbon source to the experi- mental units with biofloc,
trying to maintain a C:N ratio of 20:1 (Avnimelech, 2012), based on the
calculation of the concentration of nitrogen from the commercial feed and
metabolites derived from the feed, in this work it was 0.1% of the culture's
biomass (Emerenciano et al., 2011). During the study, the sedimentable
solids concentration was maintained at a mean of 15 mg/L. After 15 days,
the composition of the biofloc was verified through optical microscopy and
the pres- ence of copepods and microorganisms such as rotifers and cyano-
bacteria; to maintain their formation in situ in the biofloc treatments, as
well as the development of microbial communities in the culture system,
molasses was added daily.
To maintain water quality during the study, in the control treat-

ment, water was changed every third day (80%); in the probiotic
treatments, 50% of the water was changed once a week; and in the biofloc
and biofloc with probiotic treatments, only the water that evaporated was

recovered (Avnimelech, 2012).

24 | Experimental design

During 127 days of culture, a completely randomized experimental design
was carried out with four treatments with three replicates (Emerenciano et
al., 2012) and 20 PL's/used for each replicate. Treatments: T1 consisted of
prawns cultured in biofloc (BFT); T2
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prawns cultured with biofloc with the addition of two doses of L. lactis at a
concentration of 1 x 107 CFU ml-tincorporated through its bioencapsulation
in Artemia (BFTPROB); T3 corresponded to the addition of two doses of the
probiotic L. lactis at a concentration of 1 x 107 CFU ml~* through Artemia,
and without biofloc (PROB); T4 cultured in clear water (CONT).

2.5 | Probiotic strains and bioencapsulation

The probiotic strains of L. lactis used during the evalua- tion were
obtained from the ceparium of the Laboratory of Chemical Analysis of Live
Food of the Department of Man and his Environment of the UAM in Mexico
City, Mexico, from a cul- ture in 100 ml of BHI broth incubated at 35°C until
a bacterial concentration of 1 x 107 CFU ml=* was obtained, after counting
in the Neubauer Improved BRAND® chamber (Sanchez-Ortiz et al., 2015).
To ensure the probiotic reached the digestive tract of the prawns alive in
the BFTPROB and PROB treatments, Artemia salina was bioencapsulated.
Forty-eight hours after hatching, the bioencapsulation procedure was
carried out fol- lowing the methodology proposed by Gelabert et al. (2008).
The contest of two microcentrifuge tubes of 1 ml each with L. lactis at a
concentration of 1 x 107 CFU ml~'/each were added to the water with the
Artemia and kept for 30 min with magnetic agita- tion to ensure that the
cells and particles were distributed in the water and the Artemia consumed
it. Subsequently, it was verified that the digestive tract of the Artemia was
full by checking with a stereoscopic microscope (Olympus-zx 12), then the
prawns were fed, and it happened during all the experiment one time per
day (34 Artemia per prawn) (Vazquez-Silva et al., 2017). It is important to
mention and consider that Artemia for PROB and BFTPROB treatments was

used only as a vehicle for the addition of the probiotic.

2.6 | Biometrics and feed ration adjustment

Every 15 days, survival of the experimental prawns was determined
(Seenivasan et al., 2015). In the initial, intermediate, and final phase, the
prawns were weighed and measured to determine individual growth, for
which the organisms were removed from their experi- mental unit and after
removing excess moisture (King, 1994), weight gain (g) was determined
with an Adventurer TM Pro OHAUS scale (Hendrickx, 1995) with a precision
of 0.01, and total length, consid- ering the measurement from the tip of the
rostrum to the tip of the telson with a Scala (Dettingen, Teck) Vernier
calliper with 0. 1 cm of precision; according to the increase in biomass, the
feed ration was adjusted to 7% of the average weight of the prawns. At the
end of the experiment, the average final weight and specific growth rate
(SGR) were obtained (Wee et al., 2018).

SGR %~day* = InPF-InPL~t x100

.

where Pl and PF are the wet weight and total length at the be- ginning
(1) and end (F) of the experimental period, t is the duration in days, In Pl and In
PF are the natural logarithm of the weight and total length at the beginning
and end of the growth phase.

Furthermore, the Feed Conversion Ratio (FCR) was evaluated, FCR =
Total feed consumed/Total weight of product produced, where: Total
weight of product produced = final weight of the prod- uct - starting weight

of the product (Emerenciano et al., 2012).

2.7 | Evaluation of water quality parameters

During the study, a weekly recording was kept of the following water quality
parameters per experimental unit: water tempera- ture (°C), pH and
dissolved oxygen (DO, ppm) that were determined with a multiparameter
probe (HANNA HI 9829). Nitrite (N-NO ~ mg/L), nitrate (N-NO ~ mg/L), and
total ammonia nitrogen {TAN mg/L) concentration were determined with a
HANNA Aquaculture Photometer autoanalyser (HI83203) according to
HANNA standard methods (Luis-Villasefior et al., 2016).

The concentration of sedimentable solids was determined weekly in
triplicate, for which 1 L of water from the experimental units with biofloc
was collected, added to Imhoff cones, and allowed to sediment for 15 to 20
min, subsequently, the volume of sedi- mentable material (ml/L) was
determined (Avnimelech, 2012).

2.8 | Statistical analysis

At the end of the study, descriptive statistics of the results on the survival
and growth (weight and length) of the prawns were per- formed and the
normality of the data (mean, standard deviation and variance) was
observed to subsequently perform an ANOVA of two ways completely
randomized model to determine significant differ- ences (p < 0.05) between
the variables (survival, growth, and water quality parameters) and the
treatments (BFT, PROB, BFTPROB and CONT). Subsequently, Tukey's
multiple mean comparison test was performed with the Data analysis

software JMP®, considering the p value >0.05.

29 | Extraction of DNA from the bacterial
community in biofloc

291 | Extraction of DNA from the water

To determine the bacterial diversity present in the water during the
intermediate and final phases of the nutritional study with the prawns (days
63 and 127), a sample of 1 L of water was taken from each experi- mental
unit and placed in previously sterilized bottles of 1 L capacity. The samples
were taken to the Microbiology and Molecular Biology

laboratory, where the samples were centrifuged individually in Falcon™

tubes to obtain the concentrated flocculent material. This material was
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TABLE 1 Average response parameters

CONT BFT PROB BFTPROB observed during the initial, intermediate, and
Survival (%) 80 +4.1¢ 100 + 02 93 +1.3b 100 + 02 final time in the study with Malaysian prawns
Initial average weight (g) 0.1+0 0.1+0 0.1+0 0.1+0
Intermediate average weight (g) 0.5 +£0.1¢ 1.9 +£0.20 1.5 +0b 2.1 +£0°
Final average weight (g) Gl esile 5.6 +1.5P 6.3 £1.6° 6.8 £1.3°
SGR (%/day) 2.8 £0.8° 3.1+0.8° 3.2+£0.5° 3.3£0.7¢
FCR 1.8 +0.072 1.3 £0.04> 1.5 +0.03¢ 1.3 £0.03°
Initial length (cm) 1.4 +£0.2 1.7 £0.2 1.5+0.2 1.6 £0.2
Intermediate length (cm) 3.2+0.20 4.5 +0.32 4.1+£0.4° 3.8 £0.12°
Final length (cm) 3.8 £+0.6° 612 5.8+0.72 6.5 +0.8°

Note: In rows, different superscript letters indicate significant differences (p < 0.05).

Abbreviations: FCR, feed conversion ratio; SGR, specific growth rate.

placed in a 2 ml microcentrifuge tube to subsequently proceed to DNA
extraction using the ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit.

292 |

DNA extraction from the prawn's gut

In the intermediate and final phase (days 63 and 127) of the study, five
prawns per treatment were euthanized without suffering by immersion in
water with 400 ppm eugenol, then 3 cm of gut were dissected and extracted
under aseptic conditions and placed indi- vidually in 2 ml microcentrifuge
tubes and used for DNA extraction using the ZymoBIOMOMICS™ DNA
Miniprep Kit. DNA concentra- tions were determined with an Eppendorf
Bio-photometer (USA). The quality of the genomic DNA extraction was

assessed with a 1% agarose gel (Thakuria et al., 2008).

210 | Massive sequencing by lllumina

Water and gut samples were placed in an ice chest and sent to the
Integrated Microbiome Resource in Dalhousie University in Halifax, Nova
Scotia, Canada, for massive sequencing of the 16S rRNA gene of the V4 and
V5 region with Illumina MiSeq with the 300 + 300 v3 chemistry kit. PCR
amplification products of the V4-V5 variable regions of the 16S rRNA
gene were obtained using universal prim- ers 515 F (lllumina adapters
+5'GTGYCAGCMGCCGCGGTAA3') and 926 R
+5'CCGYCAATTYMTTTRAGTTT3').

(llumina  adapters
Multiplexing and sequencing of
amplicons was performed with a double-label indexing design using 8 bp

barcodes with the Nextera XT Index v2 kit (lllumina).

2.11 | Bioinformatic analysis

Bioinformatic analyses were performed using MOTHUR, ver- sion 1.39.5,
following the MiSeq SOP (Schloss et al., 2009). The selected reads met the
following criteria: no ambiguous bases, a minimum length of 400 bp, no
homopolymers of 8 bp and above. Demultiplexing was performed with a

barcode mismatch tolerance

of one base for eight-base molecular identifier tags. Operational taxonomic
units (OTU’s) were assigned to qualified reads with 3% dissimilarity using an
average -neighbour algorithm, chimeric reads were identified and excluded
using UCHIME (Edgar et al., 2011) to avoid numbers of high OTU's, using the
recommended MOTHUR commands. Species diversity and richness, as well
as rarefaction curves, were calculated at 97% similarity, as part of the
MOTHUR alpha diversity portfolio, with the Silva bacterial reference
alignment database (Yilmaz et al., 2014). Five metrics were calculated to assess
bacterial communities, including the number of observed OTU's, Shannon

diversity index, and Inv-S estimators.

3 | RESULTS

3.1 | Survival and growth of the prawns

The survival and the final weight of the prawns in the treatments
BFT (100 + 0), BETPROB (100 + 0) and PROB (93 + 1.3) was sig-
nificantly higher than that observed in the prawns in the CONT
(80 * 4.1) treatment (Table 1).

The highest weight gained (g) and SGR were obtained in the prawns
subjected to the BFTPROB (3.3 + 0.7) treatment, which was significantly
higher than that observed in BFT (3.1 + 0.8) and PROB (3.2 + 0.5), while the
lowest results were obtained with the CONT (2.8 + 0.8) treatment,
indicating a higher efficiency when incorpo- rating biofloc and probiotics in
the culture systems. According to FCR, the highest value was for the CONT
treatment (1.8 + 0.07) and the lowest were BFT and BFTPROB (1.3 + 0.04
and 1.3 £ 0.03 re-
spectively). The prawns in the BFTPROB (6.5 + 0.8), BFT (6 + 1), and PROB
(5.8 £ 0.7) treatments showed significant differences with re- spect to the
length of the final phase, compared to that observed in the CONT (3.8 £ 0.6)
prawns (Table 1).

3.2 | Water quality

Water quality parameters during the study were generally within

tolerance ranges to maintain efficient growth rates in the prawns,
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thus, they did not affect the performance of the organisms during

the study. The pH for the CONT 8.5 + 0.5, BFT 8.2 + 0.5, PROB

8.3 + 0.7 and BFTPROB 8.3 + 0.6, temperature in 28 + 0.4°C for all the
treatments, and dissolved oxygen CONT (6.2 + 1.3) BFT, PROB, and
BFTPROB (5.9 + 1) remained constant and controlled during the study, the
sedimentable solids in the biofloc treat- ments remained within the
acceptable values for the species BFT (13.5 + 0.9), and BFTPROB (14 + 1.0;
Avnimelech, 2012; Table 2).

3.3 | Metagenomic analysis

331 | Operational taxonomic units

In the rarefaction curves of the treatments at the different phases of the
experiment, the number of OTU's was assessed with respect to the number
of sequences per sample of the different treatments. The treatment with
the lowest number of OTU's and richness index (Chao) was PROB in the
intermediate phase of the water samples (240 and 280.94 respectively) and
the treatments with the highest number of OTU's and richness were BFT in
the intestine (300 and

357.36 respectively) and PROB in water in the final phase (300 and

358.89 respectively; Figure 1).

332 | Diversity indices of taxonomic groups of
bacteria in the intestine of prawns and culture water

The diversity of the bacterial communities' indices per experimen- tal stages
were similar in values, except for the CONT 17.70 (17.86— 17.53) for the
InvSimpson index and BFT 7.40 (7.48-7.33) for the InvSimpson index and
2.99 (2.98-3.00) for the Shannon index, in the intermediate phase
treatments in water. About the richness (Chao) in the intermediate phase
of the treatments in water sam- ples BFT 305.93 (280.89-359.07) and
BFTPROB 305.75 (284.34—

354.46) were similar and in the final phase in PROB and BFT 358.89 (333.09—
412.06) and 355.40 (326.90-412.20) respectively. In the final phase the
highest richness and diversity were found in the PROB (309 for Sobs and
358.89 for Chao) and 35.21 (InvSimpson) and 4.07 (Shannon) treatment in
prawns' gut (Table 3).

TA B L E 2 Average water quality parameters
recorded in the different treatments during
, Parameter
the prawns' culture v

Temperature (°C)

Dissolved oxygen (ppm)

pH

Sedimentable solids mg/L

N-Nitrite (mg/L)
N-Nitrate (mg/L)
TAN (mg/L)

.

333 | Microbial community

The results of the metagenomic analysis indicate that the microbial
community of the water in the biofloc/probiotic treatments samples were
represented by 17 populations of tax- onomic classes, of which those with
the highest relative abun- dance were: Alphaproteobacteria (40%)
Betaproteobacteria (11%), Gammaproteobacteria (13%), Actinobacteria
(14%), Flavobacteria (6.9%), and Sphingobacteria (8%). These classes were
present in the water samples, from all treatments how- ever, in the
intermediate phase, Alphaproteobacteria were ob- served with higher
(50%), with (30%).

Betaproteobacteria increased their percentage in the final stage (30%) with

relative abundance respect to the final
respect to the intermediate stage (10%), whereas in the intermediate stage,
the lowest percent- age was for the BFT (2%) treatment and in the final
stage it was for BFTPROB (5%) in the intermediate phase in the water sam-
ples. The treatments with the highest relative abundance for Actinobacteria
were BFT (20%) (intermediate phase) in water samples, whereas
Flavobacteria occurred more abundantly in the treatments BFT (12%) and
BFTPROB (15%) at the final stage of the experiment (Figure 2).
Seventeen classes of bacteria were recorded in the gut sam-

ples, of which those with the highest relative abundance were:
Alphaproteobacteria,

Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria,

Flavobacteria, Actinobacteria, and Clostridia. Alphaproteobacteria,
Actinobacteria and Flavobacteria members were observed with higher
relative abundance in the BFTPROB treatment in the final phase (35%, 20%,
15% respectively) Betaproteobacteria were ob- served with a higher
abundance (30%) for the PROB treatment (final phase) and finally Clostridia
had higher abundance in the BFT (final phase) treatment (20%; Figure 3).
Table 4 shows the three main Phyla, seven Classes, nine Orders, and 10
Families with the highest relative frequency in each of the treat- ments. A
higher frequency of the Rhodobacteraceae family was ob- served in all
treated water samples, however, in the gut it appeared in lower
concentrations. The Comamonadaceae family had a higher fre- quency
(12.37) in the probiotic treatment in the gut samples, whereas the
Pseudomonadaceae family had a higher frequency (18.14) in the probiotic

treatment in the intermediate phase of the water samples.

OV for
CONT BFT PROB BFTPROB prawns
28+0.42 28 £0.52 28 +0.42 28£0.12 28-31
6.2+1.32 5.9 +1.0° 59+1.0° 5.9 +0.9° 2-5
8.5+0.5 8.2+0.50 8310.7° 83+0.6b 6.5-8.5
= 13.5+0.9? = 14 +1.0° 5-15
0.2+0.1 0.1+0¢ 0.1+0¢ 0.1+0¢ 0.2
12.5+1.22 4+1.0 7+1.20 2.240.5¢ 7.0
0.7+0.12 0.3+0.2b 0.3+0.1° 0.2+0.0¢ 0.50

Note: In rows, different superscripts denote significant differences (p < 0.0001).

0V, Optimal value (Garcia-Guerrero et al., 2013).
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FIGURE1 Rarefaction curves of the samples of the corresponding treatments in the different phases of the experiment

4 | DISCUSSION
41 | Survival and growth

According to the results, the survival and growth of the prawns of the
BFTPROB treatment were significantly higher compared to the CONT
prawns; this can be attributed to the action of the microor- ganisms
(heterotrophic bacteria, phytoplankton, zooplankton, cili- ates, rotifers,
nematodes, and copepods) present in the biofloc as a source of natural
protein in situ and available 24 h a day (Emerenciano et al., 2013). It was
observed at the end of the experiment, the group of Betaproteobacteria
increased, which represent a wide variety of metabolic strategies, among
which its capacity for the degradation of nitrogenous compounds in
ecosystems can be stand out and, in the case of biofloc, contribute to the
production of microbial protein in the system. These microorganisms are
considered food with high nutrient supply that promotes greater growth
and survival in less culture time, compared to a conventional system,
likewise they de- crease diseases caused by pathogenic microorganisms
(Emerenciano et al., 2013). Some authors (Ferreira et al., 2017; Hapsari,
2016; Hu et al., 2017; Miao et al., 2017) underline the importance of biofloc
in aquaculture systems, because they decrease susceptibility to diseases
and increase digestive efficiency. Supriatna et al. (2019) obtained 100%
survival of tiger shrimp (Penaeus monodon) in treat- ments with biofloc,
associated with less stress and efficient use of nutrients. Ekasari et al. (2021)
cultured prawns in biofloc and ob- served a higher weight (36%) compared
to the control group, which was attributed to the nutritional contribution

of the biofloc.

About the FCR, the lowest values were in the two treatments with BFT,
it indicates a positive effect regarding the feed ad- ministered with the
biofloc system, it has already been reported for Macrobrachium rosenbergii
(Asaduzzaman et al., 2010) and Litopenaeus vannamei (Xu et al., 2012).

On the other hand, Miao et al. (2017) observed in a culture of M.
rosenbergii prawns that the treatment with biofloc yields survival results of
10.62% higher compared to the control, in ad- dition to a 27.55% higher rate
of weight gain and 7.13% of SGR compared to the control (p < 0.05). The
latter is attributed to the effectiveness of the addition of carbon from the
biofloc for the proliferation of microorganisms that are a source of carbohy-
drates, vitamins, and minerals used by the prawns, which coin- cides with
the present investigation.

Regarding the probiotic treatments, the results show some or- ders
present with higher frequency such as Actinomycetales and
Rhodobacterales where other probiotic bacteria are found that may be
benefiting the shrimp cultivated in the PROB and BFTPROB treatments, due
to the properties of the carotenoid pigments like the astaxanthin (Ortega-
Cabello et al., 2017).

4.2 | Water quality parameters

According to the analysis of water quality during the study and, particularly,
of nitrogen products, for the control treatment it was necessary to perform
continuous water changes to main- tain values below those reported as

toxic for prawns (TAN > 0.50,
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TA B L E 3 Number of sequences obtained, sample coverage, richness and diversity of the bacterial community observed during the experiment in water

and gut of the PL’s measured by Illumina MiSeq analysis of 16S rRNA gene fragments amplified by PCR

Community richness

Community diversity

Sequences Sobs (observed
Treatments number Coverage richness)
Ciw 106,952 0.9995 264
PIW 106,952 0.9997 248
BIW 106,952 0.9997 259
B + PIW 106,952 0.9998 267
CFW 106,952 0.9997 281
PFW 106,952 0.9997 309
BFW 106,952 0.9995 298
B + PFW 106,952 0.9997 254
CFG 106,952 0.9997 294
PFG 106,952 0.9998 299
BFG 106,952 0.9997 309
B + PFG 106,952 0.9995 261

N-Nitrite > 0.2 and N-Nitrate > 7; Garcia-Guerrero et al., 2013), un- like the
biofloc systems, where aerobic or facultative bacteria are re- sponsible for
transforming nitrogen compounds to non-toxic forms (Ju and Zhang, 2015).
In this regard, Cai et al. (2019) report that by adding the probiotics Bacillus
licheniformis and Bacillus flexus (less than 1 mg/L) to shrimp (L. vannamei)
culture water, the levels of total ammonia were significantly lower than those
reported in traditional treatments; therefore, the effect of maintaining
optimal concentra- tions of total ammonia nitrogen, nitrite, and nitrate in
the animals grown in this study in the BFT, PROB, and BFTPROB treatments
is attributed to the presence and activity of heterotrophic and auto- trophic
bacteria responsible for the nitrification and denitrification process (Lopez
et al., 2006).

In addition, the bacteria in the biofloc had advantage of the mo- lasses
supplied in the treatments and allowed maintaining a C:N of 20:1 ratio
which leads bacteria to use the prawns' metabolites as a source of nutrients
(proteins, lipids, and carbohydrates) and prevents the accumulation of
ammonium in the system which may be harmful to prawns (Asaduzzaman
et al., 2010), avoiding the high concentra- tion of ammonium, as observed
during the present investigation and in contrast with the concentration of
total ammonia nitrogen in the CONT treatment, where the highest values
were found. Hence, pe- riodic water changes had to be maintained during
the study, every third day (80%), which in commercial productions, increases
produc- tion the costs and use of the water resource. Based on the above,
it is possible to consider that an ecologically efficient way to main- tain
water quality in general and, particularly, the concentration of nitrogenous
metabolites during a commercial culture is the use of bacterial bioflocs,
which contribute to maintain the concentration at values lower than those
toxic to the prawns. In addition, this meth- odology promotes the efficient
and sustainable use of water, which is a resource that currently must be

taken care of due to its scarcity worldwide.

Chao (Ici-hci; estimated
richness)

InvSimpson (lci-hci; richness)  Shannon (Ici-hci;

diversity)
337.97 (300.57-413.25) 17.70 (17.86-17.53)

20.16 (20.36-19.96)

3.52(3.51-3.52)

280.94 (262.23-323.98) 3.72 (3.71-3.73)

305.93 (280.89-359.07) 7.40 (7.48-7.33) 2.99 (2.98-3.00)
305.75 (284.34-354.46)  24.85 (25.04-24.66) 3.83 (3.82-3.83)
335.41 (306.76-396.55)  35.12 (35.38-34.87) 3.99 (3.99-4.00)

358.89 (333.09-412.06)  32.74 (33.01-32.47) 4.03 (4.02-4.03)

355.40 (326.90-412.20)  21.70 (21.92-21.48) 3.70 (3.69-3.70)

310.68 (280.32-375.96)  26.55 (26.74-26.36) 3.75(3.74-3.76)
349.73 (321.33-407.97)  32.17 (38.39-37.95) 4.05 (4.05-4.06)
344.45 (320.30-395.94)  35.21 (35.44-34.99) 4.07 (4.07-4.08)
357.36 (333.06-406.59)  26.77 (26.96-26.57) 3.87 (3.86-3.87)

329.14 (294.88-398.04)  25.98 (26.20-25.77) 3.71(3.70-3.72)

4.3 | Microbial communities

Bacteria are fundamental in the trophic networks of aquatic envi- ronments
because they contribute to the recirculation of nutrients and interact with
other microorganisms (Cruz'Leyva et al., 2015). To understand their role in
specific ecological niches, it is impor- tant to identify and quantify each
bacterium that is part of these communities, which is why metagenomic
studies are a tool to study communities of microorganisms (Vieites et al.,
2008). The number of OTU's that was obtained during the metagenomic
analysis in our research, was similar with those reported by Cardona et al.
(2016), in a study with Pacific white shrimp culture. The number of OTU's
obtained was between 277 + 23.02 and 435 + 55.81, which indicates that
the species richness of the treatments in the two experimental stages was
normal for the shrimp culture. In general, the sequenc- ing effort was
adequate with high coverage values, since all samples obtained the value of
99%, Cardona et al. (2016) mention that they had a sequencing effort of
97% for the Pacific white shrimp, reveal- ing a better sequencing effort for
the results reported in this study. According to Luo et al. (2017), high
coverage is present when the value is closer to 100%.
The results of this study indicate that the microbial commu-

nity associated with the treatments was represented by 17 classes in water
and gut samples, of which those with the highest relative abundance were:
Alphaproteobacteria (Phylum Proteobacteria), Betaproteobacteria (Phylum
Proteobacteria), =~ Gammaproteobacteria

(Phylum  Proteobacteria),

Actinobacteria  (Phylum  Actinobacteria),  Flavobacteria  (Phylum
Bacteroidetes) and Sphingobacteria, but the Class Alphaproteobacteria and
Betaproteobacteria were those with the highest relative abundance in all
treatments, which coincides with a study carried out with shrimp culture in
biofloc, reported by Addo et al. (2021). These results agree with those
reported by Kim et al. (2021), who evaluated the effect of wheat flour on

the
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FIGURE 2 Average relative abundance (%) of the classes of bacteria present in the water samples from the experimental treatments

microbial composition in the water of a biofloc system with shrimp (L.
vannamei) culture and found that the members of the phyla with the
highest relative abundance were Proteobacteria, Bacteroidetes, and
Actinobacteria, which coincides with the results of this study.

Huang et al. (2020) also reported the presence of Proteobacteria
(Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria) and Bacteroidetes in
shrimp culture water in a biofloc system. It is worth noting that bacteria
belonging to this phylum have been reported in sev- eral studies as
ubiquitous in aquatic environments and aquacul- ture production systems
(Guo et al., 2011; Wei et al., 2016; Zhou et al., 2017). Deng et al. (2019)
reported phyla Actinobacteria (24.17%) and Proteobacteria as dominant
(15.05%) in shrimp (L. van- namei) gut samples in biofloc culture; in the
present study, a higher relative abundance was observed in the BFTPROB
treatment in the final phase (gut samples), whereas Bacteroidetes was
observed with higher abundance in water samples (15. 56%), these phyla of
bacteria have been reported as the main ones in aquatic systems (Cardona
etal., 2016). Hence, their high abundance percentage was attributed to the
fact that it was dominant in the water use for the culture and, therefore, in
the gut from the first life stages of the prawns; in addi- tion to the fact that
these had the ability to displace other bacteria due to their variability in

morphology, easy displacement, and adap- tation (Angthong et al., 2020).

The results indicate that there is a direct relationship between the
bacteria present in the water and those found in the gut sam- ples, it is
known that Proteobacteria are a microbial group that is responsible for the
nutrient recycling process and mineralization of organic components in
aquatic systems (Cardona et al. 2016). Martins et al. (2013) indicate that
Proteobacteria comprise several phototrophic and heterotrophic genera
with high degradative ca- pacity of compounds such as methane and
methanol in aquatic envi- ronments. Penny et al. (2015) mention that
Betaproteobacteria are a group of aerobic or facultative bacteria whose
ecological function is to transform nitrogenous compounds in aquatic
ecosystems, and one of the most important genera of this group is
Nitrosomonas, which oxidizes ammonia, which coincides with the results
obtained in the treatments with concentrations in the appropriate values in
the experimental treatments.

Classes such as Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, as
well as Bacteroidia and Flavobacteria were reported in shrimp gut samples
by Cardona et al. (2016), they observed relative abundances like those
recorded in the present study in the treatment with biofloc and in the
control, which is attributed to the fact that they are bacteria constituting
the gut microbiota of crustaceans in a natural way.

The families with the highest relative abundance in this study have been

reported in aquaculture systems and in biofloc cultures, such
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FIG URE 3 Average relative abundance (%) of the classes of bacteria in the gut samples of the experimental prawns

as Pseudomonadaceae (Ndi and Barton, 2012), Caulobacteraceae (Guo et
al., 2011), Chitinophagaceae (Bartelme et al., 2017), Flavobacteraceae (Wei
et al., 2020), which are efficient bacteria in transforming various
compounds within the water column such as cellulose, chitin, collagen, and
nitrogenous compounds generated during culture.

On the other hand, one of the most important aims of this study was to
evaluate the impact of the addition of the probiotic L. lactis on the
composition of the microbial community in a prawn's culture in biofloc. The
results of this analysis showed that there was no effect of the probiotic
because its concentration was low (less than 0.1%), it is in contrast to what
was expected, because it is one of the most used species as a probiotic in
aquaculture with positive results on growth, survival, immune response,
and disease control in crustaceans and fish, which speaks of its ability to
exclude pathogenic microorganisms (Balcazar et al., 2006), and the phylum
to which it belongs (Firmicutes) has been commonly reported in biofloc
systems. The absence of the probiotic L. lactis as part of the dominant
microbiota in the PROB and BFTPROB treatments is probably due to it was
displaced by the biofloc bac- terial community (Cardona et al., 2016;
Cienfuegos et al., 2018; Deng et al., 2019).

However, when talking about biofloc systems it must be considered
that the conditions to produce aquatic organisms differ significantly to

conventional systems, because this type

of systems promotes the growth of a very complex diversity of heterotrophic
bacteria (Enterobacter, Bacillus, and Lactococcus) from an added carbon
source and high oxygenation, which to- gether with the cultured species
influences, the bacterial groups that can resist certain conditions (Ray and
Lotz, 2014; Wilén et al., 2008). In a study directed by De Paiva et al. (2016),
no positive effects were observed when adding a commercial pro- biotic,
composed of Bacillus spp. and Lactobacillus sp. to the bio- floc system for
shrimp culture. The authors indicate it could be due to the anaerobic
processes that may occur at the bottom of the pond or to the concentration
at which the probiotic is added. Cienfuegos et al. (2018) mention that there
might not be a pro- biotic dominance in the culture water because bacteria
isolated from the animal's own intestinal tract do not support the envi-
ronmental conditions of the culture system or may be displaced by the
dominant phylum of the biofloc.

Regarding the treatments with the combination of probiotics and
biofloc in the water and gut samples in the final phase, there was a greater
relative abundance of bacteria such as Alphaproteobacteria, Flavobacteria,
and Actinobacteria, according with Hoang et al. (2020) reported the
presence of Proteobacteria (Alphaproteobacteria) in shrimp gut in biofloc
system, and they decrease in the prevalence of pathogens in the culture
water for this reason the survival can be up to 100%. Penny et al. (2015),
mention that Bacteroidetes (Flavobacteria) transform nitrogenous

compounds in aquatic
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TABLE 4 Relative frequencies of the most representative bacterial families identified in each treatment
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15.29 14.43
0.40 11.12

44.77 23.64 12.18 13.86

30.24 20.33

25.19

Rhodobacterales Rhodobacteraceae

4.15

3.42
6.81
5.49
9.28
1.78

3.78

1.45 5.30

0.79
0.37
0.24
1.18
0.14
0.13
2.68
0.47

1.21
18.14

9.32
6.60
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1.89
0.32
2.40
1.12
1.87

1.37
1.

XanthomonadalesXanthomonadaceae

Gammaproteobacteria

3.42
2.69
1.84
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1.59

7.96
2.36
4.54
1.22
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2.95

3.89
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2.53
7.33
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5.03 4.48

1.71
0.42

0.86
1.77
4.35
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0.49
8.88

2.07
3.93
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Sphingobacteria

Actinomycetales Mycobacteriaceae

Actinobacteria

Actinobacteria

ecosystems. It agrees with the present study, because the nitrog- enous
compounds were obtained in optimal values for the prawns. Finally,
Actinobacteria have the capacity to degrade diverse poly- mers, such as
cellulose, lignin and chitin (this last one is in the shell of the prawns) and for
this reason it was obtained a better water quality in the probiotic

treatments (Taniguchi & Eguchi, 2020).

5 | CONCLUSIONS

This study expanded the knowledge about the diverse bacte- ria that
develop in the biofloc and when probiotics are added, because in most of
the investigations only phyla Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria
have been reported as domi- nant; with the results of this research 17
classes were identi- fied within which Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Flavobacteria, and Clostridia

were consid- ered the most abundant.
The probiotic L. lactis was not observed as part of the dominant
microbiota in the treatments where it was added, this is probably because
it was displaced by the microbial community of the biofloc. Despite this,
significant differences were observed in the growth and weight of the
prawns; survival was higher in the treatments with respect to the control.
In addition, the water quality parameters, es- pecially nitrogen
compounds, were maintained within the levels re- quired for prawn
culture, resulting in a lower environmental impact

due to the use of less water resources.
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