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Resumen

La acumulacién de desechos nitrogenados en los sistemas de produccion acuicola afecta la
salud y supervivencia de los organismos cultivados. Una de las alternativas para mitigar sus
efectos es introducir o promover el crecimiento de organismos capaces de utilizar,
transformar y/o eliminar los compuestos nocivos. En la produccidon de camarén comunmente
se introducen diversas fuentes de carbono, con la finalidad de modular la relacion
Carbono:Nitrogeno (C:N) y promover la fermentacion via microbiana de los compuestos
nitrogenados toxicos; es por esto que ha sido necesario desarrollar buenas practicas para el
manejo de la calidad del agua. Con este proposito, el uso de fermento de salvado de arroz se
ha convertido en una tecnologia innovadora con buenos resultados, la cual se basa en la
adicion de carbohidratos para promover el crecimiento bacteriano y, en consecuencia, hacer
el proceso de bioremediacion més eficiente que otras tecnologias. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el uso de bacterianas en la fermentacion de salvado de arroz y su efecto
en el cultivo de camaroén blanco. Para lograr esto se aislaron 27 cepas bacterianas del tracto
digestivo de camarones, de las cuales se determiné la actividad antagdénica entre ellas, la
capacidad hemolitica y su perfil enzimatico. Las cepas bacterianas fueron identificadas
mediante 16S ARN e incorporadas al salvado de arroz predigerido con hidroxido de sodio y
a concentracion de 2 x 107. Finalmente, el fermento fue evaluado en un cultivo experimental
de camarén d 1 mes. Durante este periodo se realizaron andlisis zootécnicos de los
organismos, calidad del agua de cultivo, toma de muestras para determinar el efecto del
fermento sobre la microbiota del agua de cultivo y tracto digestivo de los organismos
mediante un analisis de secuenciacion masiva del gen 16S ARN ribosomal; por ultimo, se
llevaron a cabo cortes histologicos del hepatopancreas de los organismos sometidos a los
diferentes tratamientos para determinar las diferencias entre las células epiteliales. De las
pruebas bioquimicas para la seleccion de las cepas del consorcio, se obtuvieron 8 cepas
presentaron hemolisis alfa, que se traduce en una lisis parcial de los eritrocitos. Las cuales
presentaron actividad de las enzimas esterasa, lipasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa,
fosfatasa 4cida, Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa y a-galactosidasa. Al finalizar el experimento,
se observaron diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento de los organismos entre
los tratamientos; siendo el salvado fermentado por un probiodtico comercial el que presentd
un mayor crecimiento; sin embargo, los resultados de secuenciacion masiva demostraron que
el tratamiento con mayor diversidad y riqueza fue el del salvado fermentado por el consorcio
de bacterias del género Bacillus. En relacion al analisis histologico, se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en el area de cobertura lipidica, siendo este el tratamiento con mayor
condicién nutricional en relacion a la cantidad de lipidos almacenados en hepatopancreas.

Palabras clave: Bacterias del género Bacillus, salvado de arroz, acuicultura, camaron
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Summary

The accumulation of nitrogen waste in aquaculture production systems affects the health and
survival of cultivated organisms. One of the alternatives to mitigate its effects is to introduce
or promote the growth of organisms capable of using, transforming and / or eliminating
harmful compounds. Various sources of carbon are commonly introduced into shrimp
production, with the purpose of modulating the Carbon: Nitrogen (C: N) ratio and promoting
the microbial fermentation of toxic nitrogen compounds; This is why it has been necessary
to develop good practices for water quality management. For this purpose, the use of
fermented rice bran has become an innovative technology with good results, which is based
on the addition of carbohydrates to promote bacterial growth and, consequently, make the
bioremediation process more efficient than other technologies and reduce operating costs.
The objective of the present study was to evaluate the use of bacterial strains in the
fermentation of rice bran and its effect on the cultivation of white shrimp. To achieve this,
27 bacterial strains were isolated from the digestive tract of shrimp, of which the antagonistic
activity between them, the hemolytic capacity and their enzymatic profile was determined.
The bacterial strains were identified by amplification of the 16S RNA ribosomal gene and
incorporated into the bran of rice predigested with sodium hydroxide to increase its solubility
in the water column and have a greater availability of nutrients. It was subsequently
inoculated in saline solution at a bacterial concentration of 2 x 107. Finally, the ferment was
evaluated in an experimental shrimp culture for 1 month. During this period zootechnical
analyzes of the organisms and the evaluation of quality parameters of the culture water were
performed, samples were also taken to determine the effect of the ferment on the microbiota
of the culture water and digestive tract of the organisms by massive sequencing analysis of
the 16S ribosomal RNA gene; finally, histological sections of the hepatopancreas of the
organisms subjected to the different treatments were carried out to determine the differences
between the epithelial cells. From the biochemical tests for the selection of consortium
strains, 19 strains with beta-type hemolytic capacity were obtained which is characterized by
generating a transparent halo around the colonies, indicating that they have high capacity for
red cell lysis, while the remaining 8 presented alpha hemolysis, which results in a partial lysis
of the erythrocytes. The 8 strains showed activity of the enzymes esterase, lipase, valine
arylamidase, cystine arylamidase, acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase and
a-galactosidase. At the end of the experiment, significant differences (p <0.05) were
observed in the growth of organisms between treatments; the bran being fermented by a
commercial probiotic showed the highest growth; however, the results of massive sequencing
showed that the treatment with the greatest diversity and richness was the one fermented by
the Bacillus consortium. In relation to the histological analysis, significant differences (p
<0.05) were observed in the lipid coverage area, being this the treatment with the highest
nutritional condition in relation to the amount of lipids stored in hepatopancreas.

Keywords: Bacillus,-Ricebran, Aquaculture, Shrimp
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1. INTRODUCCION

La acuicultura ha experimentado un gran desarrollado en los ultimos afios debido a la
intensificacion de los métodos de cultivo (intensivo y superintensivo), donde uno de los
principales problemas de este tipo de sistemas, es la acumulacion de las diferentes formas de
nitrogeno inorganico (NH4+, NO2- y NO3-) en el agua (Avnimelech, 1999); la cual es
generada por diversos factores como la lixiviacion de alimento no consumido y residuos del
metabolismo de los organismos en cultivo, afectando su crecimiento y supervivencia
(Thompson et al., 2002). Es por esto que, para mantener la salud de los organismos
cultivados, se han empleado estrategias que se consideran viables como la utilizacion de
bacterias beneficiosas (probioticos), para el cultivo de organismos acudticos, tanto
dulceacuicolas (Irianto y Austin, 2002; Irianto et al., 2003; Kumar et al., 2006) como marinos
(Dopazo et al., 1988; Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000). Esta estrategia consiste en
aprovechar la actividad de algunos microorganismos que tienen efectos positivos sobre los
organismos en cultivo; tales como la descomposicion de materia organica, reduccion de las
concentraciones de nitrogeno y fosforo, mejorar el crecimiento de las algas, controlar amonio
y nitrito, disminuir la incidencia de enfermedades y aumentar la supervivencia (Boyd y
Massaut, 1999). Sin embargo, esta diversidad de usos, ha creado confusion en la definicion
original y en el uso del término control bioldgico, utilizdndose en varias ocasiones, con
referencia a bacterias o algas mejoradoras de la calidad de agua de cultivo, y dejando de lado
el concepto inicial que engloba el control de la microbiota en el portador. De acuerdo con
Karunasagar et al (2007) el término mas apropiado para estos casos seria el de
"bioremediadores", para referirse exclusivamente a las células microbianas que permanecen
vivas dentro del portador y que son capaces de mejorar su salud por recuperacion del
equilibrio interno microbiano. Se han realizado algunos estudios en busca de alternativas en
los que resalta la importancia de las bacterias como agentes de control biolégico mediante
actividad antagonica (Sugita et al., 1996). Por ello es necesario establecer buenas practicas
para el manejo de la calidad del agua, mediante el control bioldgico el cual consiste en la

transformacion de los compuestos amoniacales a formas menos toxicas como el nitrato,



mediante la participacion de poblaciones de microorganismos especializados, este compuesto
es el mas simple de asimilar en el ambiente ademdas de que los organismos lo resisten en
mayor cantidad que el nitrito. Esto se logra mediante la instalacion de filtros bioldgicos tales
como los sistemas de recirculacion o por la formacion de agregados microbianos en forma
de tapetes o bien en suspension en la columna de agua como floculos, que de igual manera
incorporan los nutrientes disueltos generando una mejora en las condiciones de cultivo, y una
mayor disponibilidad y calidad de alimento natural, disminuyendo asi el impacto negativo de
las descargas sobre la calidad ambiental de los cuerpos de agua receptores (Azim et al., 2008;
Ray et al., 2010).

En los tltimos afios, se ha puesto énfasis en el uso de fuentes de carbono adicionadas al agua
de cultivo como forma mads efectiva de bioremediacion de los desechos nitrogenados
(Hargreaves, 2006). De acuerdo con Crab et al., (2012), cuando se genera un balance
adecuado entre las proporciones de carbono (C) y nitrogeno (N) en el sistema de cultivo, los
desechos nitrogenados generados por los organismos y en especial el amonio, son
convertidos en biomasa microbiana, que posteriormente servira como alimento natural. Un
ejemplo, es el uso de salvado de arroz que ha sido considerado una fuente de carbono para la
tecnologia de biofloculacion, sin embargo, su utilidad aparentemente puede ser limitada por
las caracteristicas de los carbohidratos y polisacaridos que contiene. Se sabe que el tipo de
fuente de carbono utilizado en un sistema de biofloc determina la productividad y el valor
nutritivo del mismo, asi como la calidad del agua y el impacto sobre el rendimiento de los
organismos cultivados, el uso de carbohidratos complejos conduce a mejor crecimiento de
Litopenaeus vannamei'y Penaeus monodon, lo que es explicado por un aparente mayor valor
nutricional de los floculos producidos (Kumar et al., 2017; Serra et al., 2015). Por lo que la
generacion de un fermento de salvado de arroz (FRB, por sus siglas en inglés) se presenta
como una tecnologia innovadora que incorpora carbohidratos a la unidad de cultivo
promoviendo el reciclaje de los desechos generados por los organismos, asi como el
ocasionado por la lixiviacion del alimento no consumido promoviendo el crecimiento de la
biomasa bacteriana y conduciendo a la utilizacion de las proteinas de esta misma como
alimento debido a que estimula el crecimiento de bacterias heterotroficas y éstas convierten

los metabolitos toxicos en biomasa microbiana, compuesta de diferentes materiales organicos



que pueden servir como fuente de nutrientes adicionales para los organismos cultivados
(Avnimelech, 1999). Esta promocion de asimilacion de nitrogeno por el crecimiento
bacteriano puede reducir el amonio toxico, disminuyendo de esta manera los costos de
inversion y mantenimiento e incorporando un potencial reciclamiento de los desechos y el
alimento no consumido (Crab et al., 2012), mineralizando los desechos, mejorando la
utilizacion de la proteina y reduciendo la dominancia de patégenos. Resolviendo de esta
manera los problemas de impacto ambiental en cuerpos de agua generados por la actividad
de la acuicultura ademas de influir en la obtencién de productos de alta calidad, seguros,
atractivos y socialmente aceptables (Chakravarty et al., 2018), debido a que esta tecnologia
estd basada en un minimo recambio de agua para maximizar la bioseguridad y minimizar los

efectos en el medioambiente (Romano, 2017).



2. ANTECEDENTES

A pesar de que el camaron es el recurso marino mas valioso por su cultivo en grandes
extensiones, ha sido una de las précticas mas criticadas debido a la destruccion de
ecosistemas y el impacto ambiental que ha generado en zonas costeras como resultado de la
intensificacion de las técnicas de cultivo y el uso indiscriminado de quimicos y antibidticos,
que eventualmente se descargan sin ser tratados (Chakravarty et al., 2018).

La acumulacién de los desechos nitrogenados de los organismos en los cultivos intensivos,
en forma de amoniaco, nitrito y nitrato deteriora gradualmente las condiciones del agua de
cultivo, lo cual afecta principalmente el crecimiento y la supervivencia de los organismos
(Waikhom et al., 2018).

Xu et al. (2012), evaluaron la aportacion proteica del biofloc en juveniles de camaron blanco
con cero recambios de agua, obteniendo una fuente proteica suplementaria capaz de mantener
la calidad del agua, logrando aumentar las proteinasas totales y tripsina en la glandula
digestiva de los organismos cultivados. Ademas, el uso de esta estrategia ha demostrado
mejorar el crecimiento y la eficiencia de alimentacion en diversas especies, incluyendo el
camaron blanco. Por su parte Khanjani et al. (2017) pusieron a prueba diferentes fuentes de
carbono en el rendimiento de sistemas de cultivo con postlarvas de camaroén; obteniendo
como resultado un aumento en el peso y mayor supervivencia de los organismos. Otro de los
beneficios de la adicion de fuentes de carbono al sistema es que promueve la respuesta
inmune, haciendo a los organismos resistentes a enfermedades. Ekasari et al. (2014),
evaluaron diferentes fuentes de carbono (melaza, tapioca y salvado de arroz) en un cultivo
de juveniles de camar6n blanco para posteriormente hacer un reto de infeccion inyectando el
virus de la mionecrosis infecciosa (IMNYV), en donde obtuvieron mayor supervivencia, mejor
asimilacion de proteinas y un aumento en la actividad de la fenoloxidasa con respecto al

control (sin fuente de carbono).

2.1 Comunidades microbianas en el ciclo del nitrégeno en acuicultura

Las comunidades microbianas desempefian un papel fundamental dentro de los cultivos, ya
que influyen en el ciclo de nutrientes, la productividad, nutricion de los organismos

cultivados, calidad de agua, control de enfermedades y promueven la disminucion del



impacto ambiental que ocasionan a los efluentes (Moriarty, 1997). En acuicultura la
transformacion del amonio generalmente es conceptualizada como un proceso de dos etapas,
en el primer paso un grupo de bacterias oxidan el amonio (NH4+) como fuente de energia
produciendo nitrito (NO2-) como subproducto, las bacterias oxidantes de amonio incluyen
los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio. En el
segundo paso un grupo de bacterias oxida nitrito a nitrato (NO3-), estas bacterias son
conocidas como nitrito-oxidantes y tipicamente pertenecen a los géneros Nitrobacter,
Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina (Timmons y Ebeling, 2007; Prosser, 1989; Kowalchuk
y Stephen, 2001; Caffrey et al., 2007).
Otra forma de transformacion del amonio es mediante la asimilacion heterotrofica, que
consiste en una transformacion del amonio a glutamina o glutamato las cuales pueden ser
incorporadas en la ruta de sintesis de proteina. Las bacterias que lo realizan presentan la
siguiente reaccion metabolica que incluyen la descomposicion del amonio para transformarlo
en biomasa bacteriana:

NH4 + C6H1206 + HCO3 + 02 — C5H702N + H20 + CO2
El balance estequimétrico de esta reaccion indica que para remover 1 g de amonio el consumo
de carbohidratos serd igual a 15.2 g, alcalinidad de 3,6 g y oxigeno de 4,7 g, produciendo
solidos en suspension volatiles (SSV) de 8 g y CO2 de 9,7 g. Dicho en otros términos por
cada gramo de nitrégeno amoniacal total producido en un tanque de cultivo, es necesario
afiadir aproximadamente 15 g de hidratos de carbono (C: N de 15:1) (Avnimelech, 1999).
Una consecuencia directa de la adicion de carbohidratos para lograr estas pro-porciones es el
aumento de la demanda de oxigeno disuelto, atribuido a las reacciones quimicas propias de
las bacterias heterotrofas (Schveitzer et al., 2013).
Existen bacterias capaces de mantener la calidad del agua y mejorar el crecimiento de los
organismos cultivados, Melgar et al (2013), probaron una mezcla comercial en diferentes
dosis (4 lha y 10 Vha) de Rhodopseudomonas palustris, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei y Saccharomyces cerevisiae y su efecto en la calidad de agua, sedimento
y crecimiento de Lifopenaeus vannamei y obtuvieron como resultado que en ambos

tratamientos hubo un menor tiempo de cosecha, ademas se mantuvieron regulados los niveles



de pH significativamente, redujeron las concentraciones de nitrato y aument6d la
supervivencia con respecto al control.

Nimrat et al., (2012), evaluaron el efecto de dos mezclas de Bacillus (Probidtico A y
Probidtico B) en el crecimiento y calidad de agua durante la crianza de larvas y postlarvas de
Litopenaeus vannamei, al final del experimento no observaron diferencias en el crecimiento
y supervivencia de las larvas con los tratamientos que contenian Bacillus, sin embargo, hubo
diferencias en el crecimiento de las postlarvas tratadas con el Probidtico B con respecto al A
y el control. Ademds, en ambos tratamientos, los niveles de pH, amoniaco y nitrito
disminuyeron significativamente en comparacion al control.

Wang et al., (2005), probaron la efectividad de probidticos comerciales para mejorar la
calidad de agua y la densidad de bacterias beneficiosas en el cultivo de camardn blanco y
obtuvieron como resultado que aquellos estanques tratados con probidticos comerciales
mejoraron la microbiota benéfica y por consecuente se redujeron las concentraciones de
nitrogeno y fosforo, aumentando significativamente el oxigeno disuelto (P < 0.05), ademas
hubo un mayor recuento promedio de Bacillus sp, bacterias amonificantes y mineralizantes
a diferencia del control. Dalmin et al., (2002), evaluaron probidticos comerciales compuestos
por Bacillus spp. en estanques de cultivo de Penaeus monodon, monitoreando bacterias
heterotrofas totales (BHT), bacterias beneficiosas y bacterias patogenas a lo largo del
experimento. El tratamiento con probiotico tuvo un aumento en BHT y bacterias beneficiosas
en comparacion con el control y, ademas, el tanque tuvo una menor carga organica y mayor
transparencia del agua de cultivo. Concluyendo que los probidticos utilizados en el
experimento tienen la capacidad de mejorar las condiciones del cultivo y por consecuencia
promover el crecimiento y la supervivencia de los organismos. Por su parte Shan y Obbard
(2001), utilizaron cultivos de bacterias nitrificantes aisladas del agua de cultivo de camaron,
se enriquecieron y se colocaron en bolas pequeias de arcilla porosa para posteriormente
agregarlas al tanque en condiciones aerdbicas, se evalud la capacidad de disminucion del
amonio total y obtuvieron que estas eran capaces de mantener una concentracion menor de

0.5 mg/l.



2.2 Control de los niveles de nitrégeno toxico en el cultivo de camaron

La acuicultura en altas densidades, tiene mayor probabilidad de que los organismos
cultivados se encuentren expuestos a concentraciones altas de los desechos nitrogenados que
se acumulan en el agua, lo cual disminuye la supervivencia, inhibe el crecimiento y causa
disfunciones fisiologicas. El amoniaco y el nitrito actGan como factores estresantes,
estimulando la liberacion de hormonas corticosteroides las cuales estan relacionadas a la
inmunosupresion del organismo y por consecuencia una menor resistencia a la incidencia de
enfermedades (Tomasso, 1994).

Los métodos mas comunes para controlar el amonio en el agua consisten en el recambio de
agua constantes, uso de biofiltros, fuentes de carbono para la asimilacién de proteina
microbiana, entre otros (Avnimelech, 1999). Una estrategia para mejorar la calidad del agua
en los sistemas de cultivo y que promete dar solucion a esta problematica son los sistemas de
biofloc, que de acuerdo con Hargreaves (2006), consiste en incrementar la proporcion de
carbono/nitrogeno mediante la adicion de una fuente de carbono externa que por
consecuencia promueva el crecimiento de bacterias heterotroficas en el sistema de cultivo,
reduciendo los recambios de agua casi a un 0%.

En el caso del uso de biofiltros, Rogers y Klemetson (1985) pusieron a prueba cuatro filtros
biologicos de pelicula fija (contactor bioldgico giratorio, rayo, filtro de goteo y filtro
anaerobico suspendido) en un sistema de cultivo de peces para eliminar amoniaco,
obteniendo como resultado la eliminacion del 90% del amoniaco con el contactor bioldgico
giratorio.

Por su parte, Gaona et al (2011) evaluaron la eliminacion de sélidos suspendidos del agua de
cultivo en tanques con biofloc, obteniendo que, al eliminar s6lidos suspendidos mediante
sedimentacion de particulas, el oxigeno disuelto y valores de pH aumentaron, ademas de que
la tasa de conversion alimenticia, supervivencia y productividad fueron mayores
significativamente (p<0.05) en comparacion al tratamiento con biofloc (sin eliminacioén de
solidos suspendidos) y al control.

En la actualidad se buscan estrategias de cultivo que sean econdmicamente mas eficientes y
que permitan reducir el impacto de la acuicultura sobre el ambiente (Hargreaves, 2006). En

este sentido, la biotransformacion es considerada una eficiente estrategia para disminuir los



efectos negativos que producen las elevadas concentraciones de nitrogeno amoniacal, sin
embargo, la capacidad de biotransformacién microbiana depende de la tasa metabdlica de los
grupos microbianos implicados en el proceso, en este sentido, la asimilacion heterotrofica de
amonio es considerablemente mas rapida que el proceso de nitrificacion y a diferencia de
este, tiene una menor dependencia de la disponibilidad del oxigeno (Frias-Espericueta y

Paez-Osuna, 2001).

2.3 Carbono en la asimilacion microbiana del amonio

Se sabe que el uso de una fuente de carbono compleja, como el salvado de arroz, puede dar
un mejor resultado en cuestion del rendimiento en el crecimiento a diferencia de las fuentes
de carbono simple. Serra et al., (2015), realizaron dos experimentos en cultivos con
postlarvas de camardén blanco, comparando fuentes de carbono complejas contra fuentes de
carbono simples para evaluar la eficiencia sobre el crecimiento y en la disminucion de las
concentraciones de amonio, En el primero compararon melaza contra salvado de arroz y en
el segundo dextrosa contra salvado de arroz, obteniendo en los dos experimentos una
disminucién significativa (p < 0.05) en las concentraciones de amonio al utilizar melaza y
dextrosa, pero en ambos casos el salvado de arroz gener6 mayor rendimiento en el
crecimiento.

Una manera de utilizar adecuadamente las fuentes de carbono complejas para promover el
crecimiento y, ademds, lograr mejorar la calidad de agua, es mediante el uso de
microorganismos que tengan la capacidad de fermentar y favorezcan la solubilidad de la
fuente de carbono en el agua. Romano et al., (2018), hicieron un experimento con cultivos
de bagre africano donde probaron tres tratamientos (salvado de arroz crudo, salvado de arroz
incubado con Bacillus spp. con aireacion y sin aireacion), comparando la eficiencia del
salvado de arroz crudo y el salvado de arroz fermentado con Bacillus spp., donde éste fue el
mas efectivo porque tuvo una mayor solubilidad en el agua que el crudo, dando como
resultado una mejor calidad de agua; ademés de un incremento en el crecimiento y eficacia
de alimentacion. Otro estudio enfocado a la fermentacion de salvado de arroz mediante el

uso de microorganismos es el de Supriyati et al., (2015) quienes utilizaron Bacillus



amyloliquefaciens para aumentar la calidad del salvado de arroz que se da como alimento a
pollos de engorda, observando que durante la fermentacion el contenido de fibra cruda se
redujo significativamente y al suministrarlo como alimento obtuvieron mejores valores de

ganancia de peso corporal y tasa de conversion de alimentacion.

2.4 Salvado de arroz en los sistemas de produccion de acuicola

En acuicultura el salvado de arroz es ampliamente utilizado como suplemento alimenticio y
de acuerdo con Ranjan et al., (2018), la suplementacioén del salvado con enzimas mejora
significativamente el crecimiento de peces. En este mismo sentido, se sabe que la
fermentacion del salvado de arroz con Bacillus amyloliquefaciens y sustancias humicas
incrementa su valor nutricional, reduce el contenido de fibra cruda y aumenta el contenido
de proteina cruda (Supriyati ef al., 2015). Mientras que la fermentacion con Rhizopus oryzae
produce un incremento en el contenido de fosfolipidos y 4cidos grasos insaturados, mientras
que la grasa total y los 4cidos grasos saturados disminuyen (Oliveira et al., 2011). Por lo que
parece evidente que la fermentacion con microbios especificos puede aumentar el valor de
los subproductos agricolas (Ranjan et al., 2018).

El salvado de arroz también ha sido considerado una fuente de carbono para la tecnologia de
biofloculacién, sin embargo, su utilidad aparentemente puede ser limitada por las
caracteristicas de los carbohidratos y polisacaridos que contiene. Se sabe que el tipo de fuente
de carbono usado en un sistema de biofloc determina la productividad y el valor nutritivo del
mismo, asi como la calidad del agua y el impacto sobre el rendimiento de los organismos
cultivados, el uso de carbohidratos complejos conduce a mejor crecimiento de Litopenaeus
vannamei'y Penaeus monodon, lo que es explicado por un aparente mayor valor nutricional
de los fléculos producidos (Kumar et al., 2017; Serra et al., 2015).

Por otro lado, los aztcares simples o el glicerol son mas efectivos para eliminar el amonio
en los sistemas basados en biofloculacién que los carbohidratos complejos (Dauda et al.,
2017; Khanjani et al., 2017; Serra et al., 2015). Por ejemplo, en el cultivo de peces, la
aplicacion de salvado de arroz condujo a niveles excesivos de amonio, debido a un consumo

mas lento de esta fuente de carbono (Dauda et al., 2017). Por lo anterior se ha sugerido que
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se puede lograr una mejor gestion de la calidad del agua si se mejora la solubilidad del
salvado de arroz mediante tratamientos previos con microorganismos, enzimas y/o
fermentacion (Dauda et al., 2017, Ekasari et al., 2014).

Actualmente existen enzimas microbianas disponibles, asi como microorganismos capaces
de producir enzimas hidroliticas que pueden ayudar a reducir el contenido de fibra de los
carbohidratos complejos y mejorar la solubilidad en agua, por lo que parece viable que el
tratamiento previo del salvado de arroz pueda mejorar su solubilidad en agua al reducir el
contenido de fibra y por lo tanto aumentar su potencial como fuente de carbono en los
sistemas basado en biofloculacion, si tiene éxito, esto podria permitir una mayor flexibilidad
en la eleccion de las fuentes de carbono, que en el caso del salvado de arroz es un subproducto
agricola de bajo costo que esta facilmente disponible (Romano et al., 2018).

La seleccion de cepas para fermentacion de cereales actualmente juega un papel relevante al
tratar de introducir comunidades con funciones especificas para el tratamiento de agua (Shih
et al., 2005). Y por lo mismo, resulta relevante buscar una comunidad con alta capacidad de
asimilacion de amonio que adicionalmente cumpla otras funciones dentro de la acuicultura
(Dittman et al., 2017). Por lo tanto, las bacterias heterotroficas aerobias pueden ser mas
adecuadas para disminuir la acumulacion de compuestos del nitrégeno en la industria de la
acuicultura (Huang et al., 2017). Las cepas probidticas que son capaces de realizar la
asimilacion de amonio pueden ser candidatos idoneos para los cultivos marinos, ademas de
que pueden ser mas efectivas y seguras para la aplicacion en la industria de acuicola, pero
pocos estudios han detallado las capacidades asimilatorias de cepas de Bacillus aisladas de
ambientes acuicolas y su seguridad para los animales acuaticos (Huang et al., 2017). La
aplicacion junto con el salvado como fuente de carbono puede resultar en beneficios
multiples para el cultivo. Este concepto es relativamente nuevo y actualmente se evalua si las
particulas de salvado de arroz colonizadas con probidticos pueden actuar como un simbiotico
y estas al comportarse como un coloide pueden sustituir a los sistemas basados en biofloc,
en cuyo caso su capacidad de remociéon de amonio puede ser una clave de su mayor

eficiencia.
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3. JUSTIFICACION

En acuicultura es indispensable tener mecanismos de control de amonio, ya que este
compuesto nitrogenado tiene una gran influencia en el desarrollo 6ptimo de los organismos
(Caipang y Aguana, 2011), las altas concentraciones de los compuestos nitrogenados causan
estrés en el camaron y favorecen la proliferacion de patogenos, provocando infecciones, lento
crecimiento o la muerte de los organismos (Carroza et al., 2012). ademas de que esto lleva
consigo un alto costo ambiental por el severo impacto que causan las descargas de desechos
al medio ambiente ademas de producir la mortalidad de los organismos, generando pérdidas
econdmicas. Existen diversas tecnologias para mantener o mejorar la calidad de agua, por la
microbiota inducida con caracteristicas probidticas sobre el cultivo de interés, de tal manera
que la capacidad de biotransformacién dependeria de la tasa metabdlica de los grupos
microbianos, reduciendo el porcentaje de recambio y la incidencia de enfermedades en los
cultivos, tal es el caso de la tecnologia de FRB que puede contribuir en la reduccion de los
desechos nitrogenados provenientes del sistema de cultivo, con mayor eficiencia y menor
costo economico y ambiental. Sin embargo, hasta ahora la informacion de la generacion del
FRB y como afecta las comunidades microbianas de los organismos no esta del todo
estudiada en los sistemas de cultivo, por lo que el presente trabajo busca contribuir en la
incorporacion de un consorcio de bacterias acido lacticas que pueden promover la
optimizacion del uso del alimento y minimizar el impacto de los desechos nitrogenados en la

calidad del agua de cultivo y de las descargas al medioambiente.
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4. HIPOTESIS

Considerando que existen bacterias del genero Bacillus que poseen una mayor capacidad de
asimilacion de amonio y que el salvado de arroz puede ser una fuente de carbono disponible
para promover la ruta asimilatoria, la fermentacion de salvado con un consorcio de Bacillus
sp. promovera un control eficiente en la calidad del agua y el estado de salud del cultivo de

camaron.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar el uso de fermento de salvado de arroz empleando un consorcio de Bacillus sp. en el

cultivo de camarén blanco Litopenaeus vannamei.

5.2. Objetivos particulares

1. Aislar y caracterizar bacterias del género Bacilus spp. de hepatopancreas y tracto

digestivo de organismos silvestres de Litopenaeus vannamei.

2. Seleccionar un consorcio de bacterias del género Bacillus con capacidad de asimilar

amonio
3. Evaluar las condiciones de fermentacion de salvado de arroz

4. Determinar la composicion del salvado de arroz antes y después de la fermentacion,

asi como la afinidad de las bacterias del género Bacillus al salvado de arroz.

5. Evaluar el fermento del salvado de arroz producido por Bacillus spp. como base para

mejorar la calidad de agua y salud de los organismos en cultivo.

6. Evaluacion de las comunidades bacterianas del agua de cultivo y tracto digestivo de
juveniles de camaron mediante secuenciacion masiva del gen 16S ARN ribosomal y

analisis bioinformatico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas de organismos silvestres de
Litopenaeus vannamei.

6.1.1. Aislamiento de las cepas

Se colectaron 22 muestras de hepatopancreas y tracto digestivo de camarones silvestres,
provenientes de las costas de Sinaloa (Teacapan y Huizache), las cuales fueron fijadas con
glicerol al 50% para su transporte en nitrogeno liquido y para su traslado al laboratorio de
microbiologia del CIBNOR y almacenadas en ultracongelacion a -80°C hasta su
procesamiento. En el laboratorio se homogenizaron con un disruptor de tejidos (Biospec
Productos, Bartlesville, Ok) en tubos estériles con 7 ml de Infusion Cerebro corazén (BHI)
suplementado con 2.5% de NaCl. Posteriormente, de cada homogenizado se sembraron por
triplicado 20 pL del extracto en una placa de agar MRS con 2.5% de NaCl, y se incub6 a
35°C durante 24 horas. Las colonias que crecieron se aislaron y caracterizaron con base a
Tincion de Gram, Forma y Tamafo. Para los experimentos las cepas fueron ajustadas a una
densidad 6ptica de 1 a 600 nm (DOgoo=1) en un Biophotometer Eppendorf y el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) se contaron después de cada dilucion serial en 2.5%

NaCl en placas de Agar Soya tryptocasein (TSA) suplementado con 2.5% de NaCl.

6.1.2. Actividad hemolitica de cepas

La actividad hemolitica fue determinada de acuerdo con Cowan y Steel’s (1993); en la cual
se emplearon placas Petri con base agar y 5% de sangre de ternera. Se hicieron estrias de
cada una de las cepas y se incubaron a 35 °C, por 24 h. El tipo de hemolisis se interpreto de
acuerdo al procedimiento estandar que se basa en la coloracién que se produce alrededor de
la puncion después del periodo de incubacion. La coloracion verde-grisacea se interpreto
como hemolisis alfa y la coloracion amarilla como hemolisis beta, con base en la degradacion

parcial o total de los eritrocitos, respectivamente.
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6.1.3. Evaluacion de la produccion de enzimas extracelulares con la galeria Api Zym
(API®/ID32, Biomereux)

Se realizaron suspensiones bacterianas (DOs00=0.7) en solucion salina al 0.8 % con cultivos
bacterianos de 24 h. para posteriormente inocular la galeria a 35 °C por 4 h, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Pasado este tiempo, se afiadié una gota de reactivo ZYM A
y una gota del reactivo ZYM B dejando en reposo las muestras por 10 m a temperatura
ambiente. Posteriormente, la galeria fue expuesta 10 s a 245 nm de radiacion UV, a una
distancia de 15 cm por encima de las cupulas con la finalidad de eliminar el fondo amarillo
debido al exceso de compuesto que no reaccioné. La actividad enzimatica fue determinada y
semicuantificada de acuerdo a la intensidad de color usando la ficha de referencia Api Zym

(Anexo 1).

6.1.4. Caracterizacion molecular de las cepas aisladas

6.1.4.1 Aislamiento de ADN

Para la extraccion de ADN de las cepas aisladas se utilizé el kit MO BIO Laboratories, Inc.
(UltraClean Microbial DNA Isolation Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion y la pureza del ADN total se determinaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y un espectrofotometro NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, EE. UU.).

6.1.4.2. Amplificacion del fragmento del gen 16s ARNr mediante PCR

Se utilizaron dos pares de oligonucle6tidos para amplificar una region del gen 16s con los
primers 27F (GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG) y 1495R (CTA CGG CTA CCT TGT
TAC GA) (Bianciotto et al., 1996) con el fin de obtener un fragmento relativamente grande.
La reaccion se realizé en tubos Eppendorf de 200 pl de capacidad con 50 pl de la mezcla de
reaccion. La reaccion de amplificacion contenia 100 ng de ADN, 0.25 uM de cada oligo, 5

uL de buffer PCR 10X, 10 mM de dNTP’s, 1 U de Taq polimerasa y agua mili-Q estéril para
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tener un volumen final de 50 pL. Las reacciones se amplificaron en un termociclador
BIORAD MIJ Mini, las condiciones en las que se amplificaron fueron las siguientes: 2 min a
95 °C, 30 seg a 95 °C, 30 seg a 56 °C, después 1 min a 72 °C, posteriormente 5 min a 72 °C
y por ultimo infinito a 4 °C hasta retirar las muestras.

Los productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 1% en buffer TBE. De cada
reaccion se tomaron 5.0 pL y se mezclaron con 2 pL de buffer de carga Como estandar se
utilizaron 2 pL del marcador de 10 Kb DNA Ladder (INVITROGEN).

Los productos fueron enviados para su secuenciacion a los laboratorios de MacroGen
(http://www.macrogen.com) en Setl, Korea. Una vez obtenidas las secuencias se depuraron
y alinearon utilizando el software Codon Code Aligner. Para esto, se eliminaron bases de
baja calidad al inicio y al final de cada secuencia, se alinearon los fragmentos de secuencias
para construir el consenso y finalmente se analizaron las discrepancias y se corrigieron donde
fuera necesario. Adicionalmente se efectuaron analisis de alineamiento Blast entre las

secuencias obtenidas en el presente estudio y aquellas reportadas en el National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

6.2. Generacion del consorcio

6.2.1. Antagonismo entre cepas

La actividad antagénica de cada cepa sobre otras para la generacion del consorcio, fue
probada mediante el método de difusion en discos (Whatman No. 1), para lo cual, cada disco
fue impregnado con 100 pl de una suspension bacteriana ajustada a una D.O.=1, A2=600 en
solucion salina al 2.5 %. Los discos fueron colocados sobre placas de agar soya triptocaseina
previamente inoculadas mediante un hisopo con una suspensiéon de cada bacteria. La
actividad fue determinada por la presencia de halos después de 24 horas de incubacion a

35°C.

6.2.2. Curva de crecimiento de las cepas
Para determinar la tasa de crecimiento de cada una de las cepas, se realizé a partir de un

cultivo de 24 h en microplaca de 96 pozos, con dos concentraciones (10 pL y 100 pL) de
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cada in6culo en solucion salina a 1.0 D.Ogoo y posteriormente se ajustd a un volumen de 300
pL con TSB. La microplaca se incub6 a 35°C en un lector de microplaca (Varioskan, Thermo
Fisher Scientific) tomando lecturas cada hora durante 24 horas. El crecimiento de las
bacterias fue registrado cada hora como el incremento en absorbancia a 600 nm. Los
pardmetros de crecimiento para cada cepa se calcularon ajustandolos a los modelos logistico
y=a-(1+exp(b-cx))-1 y de tasa de crecimiento K, el cual indica el tiempo en el que la

poblacion alcanza su duplicacion y se obtuvieron de la siguiente manera:

__logX¢—logXy
T 0.301(0)

Donde K es la tasa de crecimiento, log Xt es el logaritmo base 10 de la densidad optica del
cultivo bacteriano al tiempo “X” de crecimiento exponencial de la poblacion y log Xo es el

logaritmo base 10 de la densidad Optica del cultivo bacteriano al tiempo “0” o inicial.

6.3. Determinar la composicion del salvado de arroz antes y después de la fermentacion,
asi como la afinidad de las bacterias dcido lacticas.

6.3.1. Determinacion de la composicion del salvado de arroz

6.3.1.1. Analisis quimico proximal del salvado

Para determinar la composicion del salvado, se realizd un andlisis quimico proximal del
salvado de arroz y del salvado pre tratado con NaOH al 1%, para conocer el contenido de
lipidos se utilizo el método de Soxtec-Avanti, la cuantificacion de proteinas se realizo con el
método de Dumas basado en combustion (Leco FP-528) y se utilizé el método de
determinacion por diferencia de peso (calcinacion a 600° C / 5 h) para cuantificar cenizas en

cada muestra.
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6.3.1.2. Cuantificacidon de carbohidratos del salvado

Para la cuantificacion de carbohidratos se utilizo el método propuesto por Roe et al (1961),

utilizando muestras de 5 g de salvado sin tratar y de salvado pre tratado por NaOH al 1%.

6.3.2. Afinidad de las cepas bacterianas al salvado de arroz

6.3.2.1. Pre tratamiento del salvado de arroz.

Para determinar la fermentacion en estado solido (SSF, por sus siglas en inglés) del salvado
de arroz, éste se tratd con hidroxido de sodio (NaOH) al 1% el cual se esterilizo a 121 °C
durante 20 minutos, para eliminar las fracciones de lignina del ntcleo. Posteriormente se lavo
con abundante agua corriente y posteriormente con agua destilada hasta alcanzar la
neutralidad y finalmente dejarlo secar a 80 °C. Una vez seco para la produccion de enzimas,
a 5 g de salvado de arroz modificado se le agregaron 10 ml de solucion de sal mineral que
contiene (g / 1) KH2PO4 (0.1), NaCl (0.25), MgS04 (0.01) y CaCl> (0.01) y se esterilizaron
121 ° C durante 15 min. Posteriormente de acuerdo a la metodologia de Gomaa (2013) se

agreg6 1 mL del indculo de cada bacteria ajustado a 1.0 ODeoo y se incubaron a 35 © C durante
72 h.

6.3.2.2. Preparacion del indculo

Una vez seco para la produccion de enzimas, a 5 g de salvado de arroz modificado se le
agregaron 10 ml de solucion de sal mineral que contiene (g /1) KH2PO4 (0.1), NaCl (0.25),
MgSO4 (0.01) y CaCls (0.01) y se esterilizaron 121 ° C durante 15 min. Posteriormente de
acuerdo a la metodologia de Gomaa (2013) se agregd 1 mL del in6culo de cada bacteria

ajustado a 1.0 ODeoo y se incubaron a 35 ° C durante 72 h.
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6.3.2.3. Calculo de UFC bacteriano en el salvado tratado

Para el calculo del numero de bacterias se evalué mediante técnicas microbioldgicas estandar.
Brevemente, a partir de 5 g de salvado pre tratado, inoculado con 1 mL de cada cepa a una
D.O de 1.0, se tom6 1 g de cada matraz y se homogenizé en 9 mL de solucién salina al
momento de la inoculacion y al final de la fermentacion a las 72 horas, a partir del
homogenizado se hicieron diluciones decimales en solucion salina al 2.5 % de NaCl y las
diluciones fueron sembradas en placas de TSA. La carga bacteriana fue expresada en

unidades formadoras de colonia UFC por mililitro.

6.4. Evaluacion del fermento de salvado de arroz producido por Bacillus como base para
mejorar la calidad de agua y salud de los organismos

6.4.1. Preparacion de los tratamientos

Para la evaluacion del fermento en un modelo acuicola se usaron tres tratamientos diferentes
incluyendo salvado de arroz, los cuales fueron; solo salvado (Salv), salvado de arroz mas un
probidtico comercial (Salv + Com) (EPICIN-HATCHERIES, Epicore Networks
Eastampton, NJ U.S.A) y salvado de arroz mas el consorcio (Salv + Com). La formulacion
del tratamiento Salv fue de 350 g de salvado de arroz, del Salv + Com fue de 340 g de salvado
de arroz mas 10 g de probidtico comercial y del Salv + Bact fue de 285 g de salvado de arroz
mas 65 g del indculo; a cada uno se les agrego6 3.5 L de agua de mar y se dejo en aireacion
durante 24 horas para posteriormente agregar 2 litros, este procedimiento se repitié cada dos

dias.

6.4.2. Bioensayo

La actividad del fermento fue evaluada en un cultivo de camardn dentro de las instalaciones

del CIBNOR, en una unidad piloto de 15 tanques de 250 L con 12 organismos cada uno de

6-7 g en 200 L de agua de mar filtrada (Fig. 1), equipados con un sistema de aireacion
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disefiado para inducir la formacién de fléculos microbianos, durante 30 dias evaluando por
cuadruplicado tres tratamientos diferentes (1) Fermento de salvado de arroz (Salv) (2)
Fermento de salvado de arroz con probidtico comercial (Salv + Com), (3) Fermento de
salvado de arroz con el consorcio (Salv + Bact) y el control sin fermento (Control), agregando
2 L de los tratamientos cada dos dias, monitoreando diariamente la temperatura de cada
unidad, y cada tercer dia el amonio, nitritos, nitratos y pH con el Kit Ammonia NH3/NH4+
de Api®; ademas de un seguimiento de los pardmetros de calidad de agua tomando muestras

diarias para evaluar la concentracion de amonio (N-NH4).

Figura 1. Tanques de 250 L empleados para el bioensayo de camarones con Fermento de
salvado de arroz (Salv), Fermento de salvado de arroz con probidtico comercial (Salv +
Com), Fermento de salvado de arroz con el consorcio (Salv + Bact) y el control sin fermento
(Control).

6.4.3. Zootecnia

De los ensayos con los diferentes tratamientos de uso de salvado de arroz durante 30 dias en
el laboratorio del CIBNOR, los organismos fueron alimentados a saciedad en dos raciones,
ajustando diariamente la tasa de alimentacion considerando el consumo de alimento (Benitez

et al., 2018). Evaluando al final la supervivencia y el rango de peso para cada replica.
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6.4.4. Efecto del inoculo de salvado de arroz fermentado sobre el consumo de amonio

Se tomaron muestras de aproximadamente 15 mL de los 15 tanques durante los 29 dias del
experimento y se almacenaron en congelacion para posteriormente cuantificar la
concentracion de amonio a lo largo del experimento.

Se utiliz6 un método de colorimetria para cuantificar la concentracion de amonio en el agua
de cada uno de los tratamientos, basandonos en los parametros medibles del Kit Ammonia
NH3/NH4+ de Api®, para esto se agregaron 5 mL de cada muestra en tubos Falcon de 15
mL y se les agrego 8 gotas de los reactivos 1 y 2 del kit, posteriormente se centrifugd durante
5 minutos a una velocidad de 7,000 rpm, una vez hecho esto se colocaron tres réplicas de 300
puL de cada muestra en una microplaca de 96 pozos para medir a una absorbancia de 680 nm
en un lector de microplaca (Varioskan, Thermo Fisher Scientific). Los valores obtenidos se

compararon con la tarjeta de colores que viene con el Kit Ammonia NH3/NH4+ de Api®.

6.4.5. Toma de muestras de agua para secuenciacion masiva del gen 16S

De cada uno de los tanques, se tomaron aproximadamente 100 ml con la ayuda de un frasco,
el cual se sumergio a lo largo del tanque, con la finalidad de tomar una muestra representativa
de todo el tanque a una profundidad media y superficial, una vez colectada el agua ésta se
vertia en un recipiente para posteriormente, ser filtrada a través de una membrana de 0.2um,
con la cual se retendria el total de microorganismos presentes en el cuerpo de agua;
posteriormente, la membrana se fijo en una solucion STE buffer (0.1 m NaCl, 0.05 m Tris-
HCL, pH 7.5, 0.001 m EDTA) manteniéndolas a 4°C, para posteriormente realizar la

extraccion y purificacion de ADN.

6.4.6. Toma de muestras de tracto digestivo para secuenciacion masiva del gen 16S ARN

ribosomal

Se tomaron muestras del tracto digestivo de 10 organismos en el dia cero del experimento y

al finalizar el bioensayo, se extrajo el tracto digestivo de tres organismos de cada tanque con
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pinzas de diseccion estériles con la finalidad de hacer pooles para obtener una muestra
representativa de los tratamientos y se almacen6 en 1.5 mL de etanol al 96% a 4°C para

posteriormente realizar la extraccion y purificacion del ADN.

6.4.7. Toma y procesamiento de muestras para histologia de hepatopancreas

Se fijaron 10 organismos al azar de cada tratamiento en soluciéon Davidson, para su
procesamiento histoldgico. Posteriormente se obtuvo una seccion longitudinal de cada
organismo donde se incluyera el hepatopancreas, siguiendo el método descrito por Bell y
Lightner (1988), una vez hecho esto, las muestras se colocaron en histocasettes para
posteriormente procesarlas. Los tejidos se depositaron en alcohol etilico al 70% durante 24
horas y el procesamiento histologico se realizd con un procesador automatico de tejidos
(LEICA ASP200S®). Para deshidratar las muestras, se realizaron series de alcohol etilico en
concentracion ascendente (70, 80, 90, 96 y 100%), posteriormente se aclard con xileno al
100%, pasando antes por alcohol etilico 100: xileno (1:1) y después por xileno al 100%. Para
infiltrar las muestras en parafina, estas se introdujeron en un recipiente con una solucion 1:1
de parafina:xileno, después se colocaron en otros recipientes con parafina liquida a 60°C. La
inclusion de las muestras se realizo en Paraplast X-Tra (Mc Cormick Scientific, San Diego,
CA) con punto de fusién de 54-56 °C en un centro de inclusion (LEICA EGI1150H y
EG1150C®), los moldes se enfriaron en una placa fria a -5°C.

Se utilizd un microtomo de rotacion automatico (LEICA RM2155®) para el corte de tejidos
a 4 um de grosor y posteriormente se pusieron en un bafio de flotacién con agua y grenetina
al 1% a 43°C, los cortes se colocaron en portaobjetos y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 24 horas. Los cortes se desparafinaron en tres pasos (xileno I, IT y III) por
10 min en cada paso y se les afiadio solucion 50:50 de alcohol etilico 100%-xileno por 5 min,
posteriormente se hidrataron con alcohol en serie decreciente (96, 70 y 70%) por dos minutos

cada uno y finalmente se pasaron por agua destilada.
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6.4.8. Tincion Hematoxilina-Eosina (H-E)

Los cortes de tejido de hepatopancreas se procesaron en un tefiidor automatico de tejidos
(LEICA ST5020®). Para la observacion visual de los tejidos, se empled la técnica de tincion
Hematoxilina-Eosina. Las laminillas se montaron en medio permanente de resina sintética
Entellan®y se dejaron secar por 24 horas, finalmente se observaron en el microscopio las
estructuras histoldgicas del tejido.

La observacion de las laminillas se realiz6 en un microscopio de campo claro Olympus
BX41; las iméagenes fueron digitalizadas usando el campo claro con una camara digital para
microscopio marca Nikon Digital Sight DS-Ril® conectada a una computadora. Las
imagenes (microfotografias) de los tejidos fueron digitalizadas con los objetivos 10, 20, 40,
60 y 100%, y analizadas digitalmente con el software Image Pro Premier (version 9.0)
Olympus-Media Cybernetics®. Los cortes tefiidos se utilizaron para medir el area de las

vesiculas lipidicas de las células epiteliales de los tibulos del hepatopéancreas.

6.5. Evaluacion de las comunidades bacterianas del agua de cultivo y tracto digestivo

mediante secuenciacion masiva del 16S ARN ribosomal y andlisis bioinformdtico.

6.5.1. Extraccion de ADN a partir de muestras de agua

El ADN bacteriano de las muestras concentradas se extrajo con el kit de aislamiento de ADN
Power Water (Mo Bio Laboratories, Inc, Carlsbad, CA). La concentraciéon de ADN vy la
pureza se midieron utilizando un espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific, Wilmington, EE. UU.). Una vez obtenido el ADN, la calidad se verifico mediante
una electroforésis con gel de agarosa al 0.8% y buffer TBE a 90 V por 30 minutos, para
posteriormente fotodocumentarlo.

6.5.2. Extraccion de ADN a partir de muestras del tracto digestivo
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El ADN de tracto digestivo de los organismos se extrajo mediante el método casero de sales,
se hicieron tres réplicas de cada tratamiento. El tejido se homogeniz6 con un pistilo de
plastico estéril adicionando 400 pL de buffer de lisis (NaCl 100mM, Tris 50 mM, EDTA
100, SDS 1%) y 2 pL de proteinasa K (10 pg x pL), posteriormente se colocaron a bafio
Maria durante 60 min a 60 °C. Una vez hecho esto se adicionaron 200 uL de NaCl 6M, se
agitaron y se incubd en hielo durante 10 minutos. Las muestras se centrifugaron a 12,000 g
por 10 min a temperatura ambiente y se transfiri6 el sobrenadante a tubos con 1 mL de etanol
absoluto frio y se incub6 durante toda la noche, al dia siguiente se centrifugaron las muestras
a 12,000 g por 10 min y se descarto el sobrenadante para afiadir I mL de etanol al 70%, una
vez hecho esto se centrifugd de nuevo a 12,000 g durante 10 min y una vez mas se descart6
el sobrenadante, las muestras se secaron en un concentrador de vacio (Speed Vac) durante

una hora y el ADN obtenido se diluy6 en 50 pL. de agua miliQ.

6.5.3. Secuenciacion masiva del gen 16S ARN ribosomal

La preparacion de la biblioteca se realizd siguiendo el protocolo para secuenciacion
metagendémica 16S de [llumina (Part # 15044223 Rev. B); brevemente, la amplificacion por
PCR de la region variable V3 del gen 16S ARNr se amplificé con los cebadores propuestos
por Huses et al., (2008) con adaptadores [llumina: 16S-V3 338f(TCG TCG GCA GCG TCA
GAT GTG TAT AAG AGA CAG acy cct acg ggr gge age ag) y 16S-V3 533r (GTC TCG
TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G tta ccg cgg ctg ctg gea c). El protocolo
de amplificacion fue de un ciclo a 95 © C / 3 min, seguido de 30 ciclos de 95° C/30s, 60 °
C/30sy72°C/30s,yun ciclo final de 72 ° C / 5 minutos. Los amplicones de PCR se
purificaron con perlas magnéticas de Ampure XP y luego se agregaron indices de Illumina
para cada muestra en una segunda PCR a 95 ° C / 3 min, seguido de 8 ciclos de 95 ° C /30
$,55°C/30s,y72°C/30s,yun ciclo final de 72 °© C / 5 min., Seguido de una segunda

limpieza con cuentas.

Los amplicones de PCR finales se cuantificaron con Qubit (Thermo Scientific) Y se prepar6

un conjunto equimolar. Este conjunto se cuantifico con el método de HS para el Qubit y se
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ajustd a 4 nM para mayor desnaturalizacion, a una diluciéon a 2 pM y secuenciacion en una

flow cell (300 ciclos) en Miniseq de [llumina.

6.5.4. Analisis bioinformatico

Las secuencias Fastq se procesaron con el software Mothur (Schloss et al., 2009) utilizando

el pipeline MiSeq SOP (https://mothur.org/wiki/MiSeq SOP); para comenzar, una vez que

se ejecutd Mothur se establecid en qué carpeta se iba a trabajar para posteriormente combinar
el conjunto de lecturas con el comando make.contigs, el cual extrae la secuencia y la calidad
del Fastq, crea el complemento inverso de la lectura para después unirlas en contigs, en este
comando se eliminaron las bases con una calidad phred inferior a Q25, después se ejecut6 el
comando screen.seqs que eliminoé las bases ambiguas y toda lectura mayor a 275 pb. Una vez
hecho esto, se eliminan los duplicados de las secuencias con el comando unique.seqs para
poder alinear las secuencias con la base de datos silva.bacteria.fasta. Posteriormente se pre
agruparon las secuencias usando el comando pre.cluster permitiendo hasta 2 diferencias entre
secuencia. Las secuencias quiméricas se eliminaron usando el algoritmo VSEARCH que se
encuentra en Mothur usando el comando chimera.vsearch, para poder clasificarlas se uso el
comando classify.seqs y se elimind todo aquello que no fuera bacteriano utilizando el
comando remove.lineage. Las secuencias se agruparon en OTUs con los comandos dist.seqs
y cluster, ademas se agruparon las secuencias en filotipos de acuerdo a su clasificacion

taxonomica utilizando el comando phylotype.

6.6. Anadlisis estadisticos

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad de los datos; en los casos en que se
cumplieron ambos supuestos, los datos fueron analizados mediante ANDEVA, usando el
programa Statistica (version 7). Para detectar el tratamiento o los tratamientos que

presentaron diferencias significativas, se aplico una prueba de Tukey.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas de hepatopdncreas y tracto

digestivo de organismos silvestres de Litopenaeus vannamei.

7.1.1. Aislamiento de las cepas

En total se procesaron 22 muestras de camardn silvestre, aislando en total 62 cepas
bacterianas de tracto digestivo de camarén blanco, de las cuales 34 crecieron en agar soya
triptocaseina (TSA) y 26 crecieron en agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Sin embargo, en
este trabajo solo se utilizaron aquellas que crecieron en el medio de cultivo MRS, resultando
todas Gram positivas. Debido a que la morfologia de las cepas se repetia constantemente, se
decidid trabajar solo con 8 cepas, descartando una o mas cepas repetidas, basandonos en

pardmetros morfologicos (Tabla. I).

Tabla 1. Morfologia de las colonias aisladas de MRS provenientes del tracto digestivo de
camaroén silvestre. Donde 26 de las 27 tuvieron morfologia de Bacilos.

Morfologia Medio de cultivo Total

Bacilos MRS 26

Cocos MRS 1
Total 27

7.1.2. Prueba de hemodlisis

Se probaron las 27 cepas en agar sangre para conocer la capacidad hemolitica de estas, se
obtuvo que 19 cepas resultaron tener hemolisis tipo beta la cual se caracteriza por generar
un halo transparente alrededor de las colonias y 8 cepas hemdlisis tipo alfa seglin el halo de
lisis (Anexo 2) observado a las 24 horas de incubacién, por lo cual el resto del presente
trabajo se realizo con las 8 cepas con actividad hemolitica tipo Alfa ya que esto indica una

lisis parcial de eritrocitos.
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7.1.3. Evaluacion de produccion de enzimas mediante la galeria Api Zym (API®/ID32,

Biomereux)

Al evaluar la produccién de enzimas de las 8 cepas utilizadas, se detecto esterasa lipasa y o.-
galactosidasa en una mayor concentracion en todas las cepas, ademas se pudo observar la

presencia de lipasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa, fosfatasa acida, naftol-AS-BI-

fosfohidrolasa (Tab. II).

Tabla II. Produccion de enzimas de las 8 cepas seleccionadas.

Enzima Sustrat L2a L3a L4a L5a L6a L9a L19c L21aM
“ ustrato M M M M M m M b

Esterasa 2-naftol
lipasa (C8) caprilato 5 3 3 1 5 3 5 5

. 2-naftol
Lipasa (C14) miristato 1 1 0 1 1 1 1 1
Valina L-valil-2-
arylamidasa  naftilamida 0 3 0 0 0 0 0 0
Cistina L-cistil-2-
arilamidasa naftilamida 0 1 0 0 0 0 0 0
Fosfatasa - fiol fosfato 1 0 | | 0 1 0 0
acida
Naftol-AS-
BI- Naftol-AS-BI-
fosfohidrolas fosfato 1 3 1 0 1 1 1 1
a

6-Br-2-naftol-

o- aD- 5 4 3 3 3 5 3 5

galactosidasa

galactopiranosid
a




7.1.4. Caracterizacion molecular de las cepas aisladas

7.1.4.1. Amplificacion del fragmento del gen 16S ARNr mediante PCR

27

Se obtuvieron secuencias de las 27 cepas en ambas direcciones, de las cuales 8 (ambos

componentes) resultaron tener un alto parecido entre la mayoria de las secuencias de calidad

obtenidas, todas pertenecientes al género Bacillus, sin embargo, se dificulta la identificacion

a nivel especie ya que existe un alto grado de similitud entre las cepas de la misma especie a

nivel del gen 16S. Mientras que con las cepas restantes se logré determinar su especie con

un ID del 95 al 99% (Tabla. III).

Tabla III. Identificacién molecular de las cepas aisladas del medio de cultivo MRS,

resultados obtenidos de la secuenciacion parcial del gen 16S.

Cepa Clave ID
1 L2aM Bacillus sp DU117(2010) 99
2 L3aM Bacillus thuringensis ILBB297 98
3 L4aM Bacillus sp XG06290170 99
4 L5am Bacillus sp cp-h65 98
5 L6aM Bacillus sp DU117(2010) 99
6 L7aM Lysinibacillus sp E4 97
7 L9aM Bacillus sp DUI117(2010) 99
8 L12aM Macrococcus caseolyticus GCF1S3 99
9 L12bM Lysinibacillus fusiformis BGSLP30 98
10 L12cM Lysinibacillus fusiformis BGSLP30 97
11 L14aM Lysinibacillus fusiformis BN4 98
12 L15aM Lysinibacillus sphaericus VN3-2 97
13 L15bM Lysinibacillus fusiformis CLI1 96
14 L15cM Lysinibacillus fusiformis HS5-MRR 97
15 Li16aM Lysinibacillus fusiformis BGSLP40 95
16 Li17aM-a Lysinibacillus fusiformis CLI1 99
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17 L17aM-b Lysinibacillus fusiformis HS5-MRL 97
18 L17bM Lysinibacillus fusiformis HS5-MRL 97
19 Li8aM Lysinibacillus sp BG2-11 99
20 LI18bM Lysinibacillus fusiformis BGSLP30 99
21 L19aM Lysinibacillus sp SSK5D12 98
22 L19bM Lysinibacillus fusiformis CLI1 99
23 L19cM Bacillus sp hb18 97
24 L20aM Lysinibacillus sp SSK5D12 95
25 L21aM Lysinibacillus fusiformis CLI1 98
26 L21aM-b Bacillus sp hb18 98
27 L22aM Lysinibacillus sp BG2-11 98

7.2. Generacion del consorcio

7.2.1. Prueba de antagonismo

Ninguna de las 8 cepas empleadas en el presente estudio presentd efecto antagoénico, lo cual

permitié obtener una mezcla de las bacterias probidticas seleccionadas.

7.2.2. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron con tres réplicas de cada cepa, el mix y el control en
dos volumenes diferentes 10 y 100 puL, ambos con concentraciones de 2X107 (Fig. 2 y 3), los
resultados en ambas concentraciones reflejaron que las cepas se comportan de manera
parecida en cuestion de horas, pero en densidades diferentes; ademas se puede observar que

en ambos casos el mix tiene mayor densidad que las cepas por si solas.
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Curvas de crecimiento (10 pL)
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Figura 2. Curva de crecimiento de las cepas utilizadas en el consorcio, volumen de 10 pL
del in6culo a una D.0.600= 1.0, con una concentracion inicial de 2x107, n=3.
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Figura 3. Curva de crecimiento de las cepas utilizadas en el consorcio, volumen de 100 pL
del in6culo a una D.0.600= 1.0, con una concentracion inicial de 2x107, n=3.
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7.3. Composicion

7.3.1. Quimica proximal

Al evaluar la composicion del salvado se hizo un andlisis de carbohidratos, proteinas, extracto
etéreo y cenizas en los distintos tratamientos (Salvado solo, salvado pre tratado), se obtuvo
una concentracion de carbohidratos del 73.81 %, proteina 8.29 %, 1.03% de extracto etéreo
y 14.04 % de cenizas, sin embargo al exponerlo a un tratamiento de predigestion con NaOH
y calor, el porcentaje de carbohidratos y cenizas incrementa ligeramente a un 77.41 y 17.03

% respectivamente y el de proteina y extracto etéreo disminuye (Tabla. IV).

Tabla IV. Evaluacion de la composicion quimica proximal del salvado de arroz antes y
después del tratamiento con NaOH.

Muestra Carbohidratos Proteina  Extracto etéreo  Cenizas
(%o) (%) (%) (“o0)

Salvado tratado con 77.41 4.21 0.22 17.03

NaOH

Salvado 73.81 8.29 1.03 14.04

7.4. Evaluacion del fermento del salvado producido por bacterias dcido lacticas como

base para mejorar la calidad en un modelo acuicola

7.4.1. Zootecnia

En cuestion de ganancia de peso, en la figura 6 se puede observar que los tratamientos
presentaron diferencias significativas (P<0.05) mostrando que el tratamiento de salvado mas
probiotico comercial fue el mas efectivo, seguido del salvado solo y luego el salvado mas
bacterias; ademas podemos observar que el salvado més bacterias no posee diferencias al

control y al tratamiento de solo salvado; sin embargo, a pesar de que el probidtico comercial
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en conjunto con el salvado promueve la ganancia de peso en los organismos, se observé que
mientras dur6é el experimento, éstos no se alimentaban igual y ademas el amonio se

incrementaba ligeramente més en este tratamiento (Fig. 4).
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Figura 4. Grafica de ganancia de peso entre tratamientos. Promedio de 4 réplicas por
tratamiento, n=12.

7.4.2. Parametros bioquimicos del agua

Se graficaron y analizaron los primeros 15 dias del experimento debido a que son los dias
mas importantes al realizar la siembra. No se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05)
entre los tratamientos, sin embargo, a partir de la segunda semana se puede observar una

disminucion en la concentracion de amonio del tratamiento de salvado mas bacterias, a
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diferencia del tratamiento de salvado mas probidtico comercial que se va incrementando a lo

largo de la segunda semana del experimento (Fig. 5).
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Figura 5. Contenido de amonio en el agua de cultivo a lo largo de 15 dias del experimento,
por método colorimétrico a una D.O. de 680 nm. (a) Tratamiento control, (b) Tratamiento
con salvado, (¢) Tratamiento salvado més consorcio de Bacillus y (d) Tratamiento con
salvado més probidtico comercial.

7.4.3. Extraccion de ADN de muestras de agua para secuenciacion masiva del gen 16S

Se obtuvieron 22 muestras de agua para secuenciacion, las cuales tuvieron buena
concentracion de ADN (Tabla. V) a excepcion de las muestras IR1, IR2 e IR3, ya que éstas
fueron las muestras iniciales de los tanques cuando el agua se encontraba limpia y filtrada.
La calidad del ADN de las muestras estuvo dentro de los rangos solicitados por el proveedor

de servicios para mandar a secuenciar.



Tabla V. Concentracion y calidad de ADN de muestras de agua.

Muestra Clave Concentracion 260/280
ADN (ng/nl)
1 IR1 33 1.69
2 IR2 4.2 1.38
3 IR3 2.9 1.36
4 TCS1 10.6 1.66
5 TSS1 20.1 1.87
6 TCMS1 19.8 1.81
7 TNS1 16.5 1.69
8 TCS2 17.3 1.68
9 TSS2 29.5 1.7
10 TNS2 24.1 1.78
11 TCMS2 16.4 1.95
12 TCS3 10.4 1.85
13 TSS3 14.4 1.85
14 TCMS3 14.4 1.63
15 TNS3 15.9 1.9
16 TCS4 12.4 1.99
17 TSS4 14.4 1.93
18 TCMS4 15.8 1.75
19 TNS4 24.7 2
20 IR1 REP 2.9 2.67
21 IR2 REP 1.2 -5.89
22 IR3 REP 3.1 2.38
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7.4.4. Extraccion de ADN de muestras de tracto digestivo para secuenciacion masiva del gen
16S

Se obtuvieron 13 muestras de agua para secuenciacion, las cuales tuvieron buena
concentracion de ADN (Tabla VI). La calidad del ADN de las muestras resulté dentro de los

rangos necesarios para mandar a secuenciar.

Tabla VI. Concentracion y calidad de ADN de muestras de agua.

Muestra Clave Concentracion ADN (ng/ul) 260/280

1 Dl 113.6 1.9
2 TCR1 96.6 1.91
3 TCR2 160.1 1.89
4 TCR3 101 1.94
5 TSR1 184.7 1.92
6 TSR2 115 1.93
7 TSR3 150.3 1.97
8 TNR1 140.6 1.94
9 TNR2 210.8 1.91
10 TNR3 110.5 1.92
11 TCMR1 186.9 1.97
12 TCMR2 306.1 2

13 TCMR3 170.3 2

7.4.5. Histologia

7.4.5.1. Area lipidica en hepatopancreas

Al evaluar el area de vesiculas lipidicas de las células epiteliales de los tibulos del
hepatopancreas de distintos organismos expuestos a los diferentes tratamientos, se
observaron diferencias significativas (P=0.00049) en el area de cobertura lipidica, como se

puede observar en la figura 6 y 7, el tratamiento con mayor condicion nutricional en relacion
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a la cantidad de lipidos almacenados en hepatopancreas fue el Salvado mas bacterias
(47,226.38 + 8,564.09), siendo éste el mas alto a comparacion del Control (25,658.42 +
3,879.91) y de la Muestra Inicial (19,266.56 + 4291.06), seguido del Salvado mas probidtico

comercial (30,714.29 + 3815.916) (Fig. 6 y 7).
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Figura 6. Area lipidica de células epiteliales de hepatopancreas (media * error estindar)
pum2, utilizando ANOVA de una via donde la variable dependiente fue el 4rea de cobertura
lipidica y la variable categorica el tratamiento, n=10.
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Figura 7. Células epiteliales de tiibulos de hepatopancreas. 1. Muestra inicial, 2. Control, 3.
Salv + Comercial, 4. Salv + Bacterias y 5. Salvado. Sefalando células HpB (b), HpF (f) y
HpR (7).
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7.4.5.2. Altura de branquias

Se realizo la evaluacion de la altura de las branquias de distintos organismos al azar de cada
uno de los tratamientos (Fig. 8), sin embargo, no se observaron diferencias significativas

(P=0.45936) entre el tamafio de las branquias expuestas a los diferentes tratamientos (Fig. 9).

Figura 8. Filamento branquial de muestras obtenidas a partir de organismos tratados con
salvado mas bacterias. Se sefialan las 3 mediciones hechas del ancho del filamento branquial.
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Figura 9. Altura branquial (media =+ error estandar), utilizando ANOVA de una via donde la
variable dependiente fue la altura de las branquias y la variable categorica el tratamiento,
n=10.

7.5. Evaluacion de las comunidades bacterianas

7.5.1. Diversidad y riqueza bacteriana en tracto digestivo

Se combind el conjunto de lecturas de las secuencias de tracto digestivo para evaluar la
calidad de los archivos Fastq y después combinarlas en contigs que nos permitieran calcular
el nimero de grupos, una vez hecho esto, se eliminaron las secuencias con bases ambiguas y
aquello que fuera mayor a 275 pb para tener un control de calidad y reducir el nimero de
secuencias (1,224,105); posteriormente, se realizo el alineamiento de las secuencias y la
preagrupacion de éstas, donde al eliminar las secuencias quiméricas y todo aquello no
bacteriano el nimero de secuencias finales fue de 892,805. El nimero de OTUs mas alto se
encontro en el tratamiento de salvado (145,90 = 15,67 OTU), seguido del salvado mas

bacterias (143,17 £ 16,89 OTU) mientras que el mas bajo fue el tratamiento de salvado mas
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probidtico comercial (103,21 + 19,26 OTU), comportandose de la misma manera en cuestion
del indice de diversidad de Shannon (3,74 + 0,18 y 3,63 £ 0,20) y riqueza Chaol (346,52 +
35,92 y 328,51 + 49,24) respectivamente, siendo el salvado mas probidtico comercial el de
menor diversidad (3,11 + 0,47) y riqueza (232,50 + 46,47) incluso menor que el control
(Tabla. VII).

Tabla VII. indice de diversidad de Shannon y riqueza Chaol en el tracto digestivo

Indice de .
Tratamiento* No. de OTUs totales diversidad ljlstlmador de
lecturas riqueza Chaol

Shannon
Control 984 132,70 + 3,51 3,65+0,17 318,57 £28,63
| 984 105,84 3,31 246,83

Salv + Bact 984 143,17 + 16,89 3,63 +£0,20 328,51 £49,24
Salv + Com 984 103,21 £ 19,26 3,11 +£0,47 232,50 +£ 46,47
Salvado 984 145,90 + 15,67 3,74+ 0,18 346,52 + 35,92

*Se realizaron tres réplicas por tratamiento, excepto D que corresponde a la muestra inicial.

7.5.2. Diversidad y riqueza bacteriana en agua de cultivo

Se combind el conjunto de lecturas de las secuencias de tracto digestivo para evaluar la
calidad de los archivos Fastq y después combinarlas en contigs que nos permitieran calcular
el nimero de grupos, una vez hecho esto, se eliminaron las secuencias con bases ambiguas y
aquello que fuera mayor a 275 pb para tener un control de calidad y reducir el nimero de
secuencias (1,224,105); posteriormente, se realizo el alineamiento de las secuencias y la
preagrupacion de éstas, donde al eliminar las secuencias quiméricas y todo aquello no
bacteriano el nimero de secuencias finales fue de 892,805. El nimero de OTUs mas alto se
encontro en el tratamiento control (1453,5 + 188,08 OTU), seguido del salvado mas bacterias
(1434,5+ 312,13 OTU) mientras que el mas bajo fue el tratamiento de salvado mas probidtico
comercial (1091,25 + 241,05 OTU), en cuestion del indice de diversidad de Shannon, el
tratamiento mas alto fue el de Salvado mas bacterias (4,475 + 0,44), seguido del control,

siendo el Salvado mas probidtico comercial el més bajo (4,01 = 0,40) de la misma manera
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que riqueza Chaol (2739,25 + 784,32), en este caso, el control sigui6 siendo el mas alto
(3956,25 + 619,00), seguido nuevamente del Salvado més bacterias(3796,25 + 1092,57). En
todos los casos el tratamiento de Salvado mas probidtico comercial, los valores se

encontraron mas bajos que el control y la muestra inicial (Tabla. VIII).

Tabla VIL. indice de diversidad de Shannon y riqueza Chaol en el agua de cultivo.

. No. de .Indi.c e de Estimador riqueza
Tratamiento* Total OTUS diversidad de
Lecturas Chao 1
Shannon
Control 21699 1453,5 + 188,08 4,33+ 0,49 3956,25 + 619,00
I 21699 1301,33 + 267,59 3,64 + 0,40 3931+ 778,94
Salv + Bact 21699 1434,5 + 312,13 4,475+ 0,44 3796,25 + 1092,57
Salv + Com 21699 1091,25 + 241,05 4,01+0,40 2739,25 + 784,32
Salvado 21699 1256,75 + 184,45 42075+ 0,17 3203,75 + 757,55

* Se realizaron tres réplicas por tratamiento, I corresponde a la muestra Inicial.

7.5.3. Abundancia relativa de tracto digestivo

Los resultados de abundancia relativa en tracto digestivo arrojaron que las tres familias mas
representativas dentro de los cuatro tratamientos, fueron las Rhodobacteraceae, Vibrionaceae
y Flavobacteriaceae, siendo la Rhodobacteraceae la mas abundante, considerando que éstas
se encuentran en las primeras etapas de la formacion de biofilm, ademas esta familia la

podemos encontrar dentro del filo de las proteobacterias (Fig. 10).
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Figura 10. Abundancia relativa de grupos bacterianos del tracto digestivo de Litopenaeus
vannamei.

7.5.4. Abundancia relativa en las muestras de agua

Se realiz6 el analisis bioinformético de las muestras de agua que se tomaron tanto del dia uno
como de los cuatro tratamientos durante el experimento (una por semana). En donde se
pueden observar comportamientos distintos de las comunidades microbianas del inicio al
final de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 11, en la muestra inicial la clase predominante es la
Gammaproteobacteria; sin embargo, al final del experimento podemos observar que en todos
los tratamientos la clase que predominé fue la Alphaproteobacteria, siendo el tratamiento de
salvado + comercial el mas evidente. En el caso del tratamiento de Salvado podemos observar
las Alphaproteobacteria son menos predominantes que en el resto y que existe una mayor

proporcion de bacterias no clasificadas que en el resto.
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Figura 11. Abundancia relativa de la muestra inicial de agua comparada con las muestras
finales de los diferentes tratamientos.
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8. DISCUSION

8.1. Aislamiento y caracterizacion de bacterias beneficiosas de la microbiota de camaron

El uso de bacterias potencialmente beneficiosas para mejorar la calidad del cultivo ha
aumentado con el tiempo en la acuicultura y debido a que el rango de microorganismos
usados es muy diverso (gram positivo y gram negativo) a diferencia de los utilizados en
organismos terrestres (Newaj-Fyzul et al., 2014), por ello es de suma importancia establecer
criterios de seleccion y realizar la caracterizacion adecuada de las cepas aisladas, asi como
considerar que es necesario que cumplan con ciertas caracteristicas, tales como exclusion
competitiva, fuentes de nutrientes, influencia en la calidad del agua, efectos antivirales,
antagonismo hacia bacterias patdgenas, el método de adherencia o colonizacion, efecto
inmunoestimulador (Gatesoupe, 1999, Balcézar et al., 2006).

En el presente estudio se emplearon 27 cepas de 62 aisladas de hepatopancreas y tracto
digestivo de organismos silvestres de camarén blanco, esto debido a que se utilizaron
aquellas que crecieron en MRS (suplementado al 2.5% NaCl) y resultaron gram positivas. Al
ser evaluadas, mostraron actividad alfa hemolitica y reacciones enzimadticas (API) positivas
para lipasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa, fosfatasa &cida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolasa , lo cual difiere con lo reportado por Kongnum y Hongpattarakere (2012), en
cuanto a la suplementaciéon de NaCl y enfocados a que las cepas tuvieran actividad
antagdnica contra patogenos del género Vibrio. Estos autores, aislaron 202 cepas de bacterias
acido lacticas de diferentes especies de camardn cultivado y silvestres (Litopenaeus
vannamei, Metapenaeus brevicornis y Penaeus merguiensis), seleccionando solo aquellas
que crecieron en agar MRS (suplementado al 1.5 % NaCl), con actividad catalasa negativa y
que tuvieran actividad antibacterial contra Vibrio harveyi, de las cuales solo trabajaron con
1 cepa identificada como Lactobacillus plantarum (MRO3.12), mientras que el presente
estudio mediante la identificacion por el gen 16S se identificaron las 27, de las cuales 19
fueron identificadas como Lysinibacillus sp. Sin embargo, Lysinibacillus es un género gram-
positivo, aerdbicos o anaerdbicos facultativo, en forma de baston que forma endoesporas y
que por estas caracteristicas inicialmente puede ser confundida con Bacillus, sin embargo,

Lysinibacillus puede causar infecciones graves en humanos (Wenzler et al., 2015), por lo
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cual las cepas pertenecientes a este género no se utilizaron en los experimentos posteriores;
y 8 fueron identificadas como Bacillus spp. las cuales han sido empleadas como probidticos
(Gullian et al., 2004), como lo reportan Nimrat et al., (2012) que probaron dos mezclas de
probiodticos compuestos de Bacillus (Probidtico A y Probidtico B) y el modo de
administracion en larva y postlarva de camaroén blanco, obteniendo diferencias significativas
(P<0.05) en el crecimiento de las postlarvas tratadas con el Probidtico B a diferencia del
control, ademas los dos tratamientos aumentaron significativamente (P<0.05) el nimero de
bacterias heterdtrofas totales, disminuyendo significativamente los niveles de pH, amoniaco

y nitritos.

8.2. Generacion del consorcio

La mayoria de las bacterias tienen la capacidad de producir compuestos antibacteriales tales
como los acidos organicos, que pueden inhibir el crecimiento o desplazar a otras bacterias lo
cual puede contribuir al biocontrol de enfermedades causadas por otros patdogenos. Esto no
es la excepcion en el caso de las bacterias aisladas de medios marinos (Gatesoupe, 1999).
Las interacciones microbianas tienen un papel importante al momento de realizar un
consorcio microbiano, ya que la linea entre el equilibrio microbiano y la competicion
potencialmente patdgena es muy delgada, ademas, la composicion de las comunidades
microbianas del hospedero puede modificarse debido a las practicas de cria y las condiciones
ambientales (Balcazar et al., 2006), por lo cual fue necesario evaluar la actividad antagénica
entre las cepas de Bacillus sp utilizadas en el presente estudio, para comprobar si en algin
punto del crecimiento tenian actividad antagdénica entre ellas. Las cepas utilizadas en el
presente estudio no presentaron inhibicion entre ellas por lo cual fue posible la elaboracion
del consorcio, esto puede ser debido a que las cepas se aislaron del mismo medio, teniendo
el mismo origen y haber sido expuestas a las mismas condiciones ambientales. Contrastando
con los resultados de Lalloo (2010) quienes evaluaron el efecto inhibitorio de Bacillus cereus
contra Aeromonas hydrophila obteniendo que la concentracion de esta ultima disminuia un
70% debido a la exclusion competitiva por crecimiento y por la competicion de nutrientes de

B. cereus.
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8.3. Fuentes de carbono

Debido al incremento en el desarrollo de la acuicultura en los ultimos afios, ha sido necesario
implementar estrategias sustentables que permitan mantener la calidad de los cultivos
intensivos. Una de las estrategias utilizadas recientemente ha sido la adicion de fuentes de
carbono para promover la conversion de los desechos nitrogenados en biomasa bacteriana
que sirve como proteina derivada (Schneider et al., 2006; Crab et al., 2010; Xu y Pan., 2012;
Xu et al., 2012). Se sabe que las comunidades microbianas tienen efecto en la calidad del
agua de cultivo, debido a que las bacterias heterotroficas tienen la capacidad de utilizar el
amoniaco que se acumula en la columna de agua como fuente de nitrogeno
descomponiéndolo en formas menos toxicas y asimilables, sin embargo, es necesario el uso
de una fuente de carbono para promover el crecimiento de estas comunidades (Avnimelech,
2009; Crab et al., 2009).

La eleccion de la fuente de carbono es de suma importancia debido a que ésta puede influir
la productividad de la biomasa bacteriana, el valor nutritivo y la calidad del agua (Romano
et al.,2018). El uso de fuentes de carbono simples tales como sacarosa, melaza y dextrosa se
ha evaluado por diversos estudios, comprobando que son efectivas (Xu et al., 2012; Xu y
Pan, 2012, 2014); sin embargo se recomienda el uso de fuentes de carbono complejas
derivadas de harina de plantas como salvado de arroz, almidon, tapioca y salvado de trigo
(Megahed y Mohamed, 2014 ; Ekasari et al., 2014 ; Serra et al., 2015), debido a su bajo
costo, ademas de ser una fuente adicional de proteinas que mejora la eficiencia nutricional
del sistema de cultivo y genera un mejor rendimiento en el crecimiento del organismo
cultivado (Asaduzzaman et al., 2010; Kumar et al., 2017; Serra, 2015). Por lo anterior, en
este trabajo se utilizo salvado de arroz, ya que al hacer una evaluacién quimico proximal para
conocer la calidad del producto utilizado, obtuvimos que los valores de proteina y
carbohidratos se encontraba en 73.81% y 8.29% respectivamente, contrastando con los
resultados de Ifesan (2015) quienes al realizar la evaluacion proximal del salvado de arroz
obtuvieron 34.42% y 6.36% de carbohidratos y proteina respectivamente. Debido a que el
salvado de arroz es una fuente de carbono efectiva pero compleja, se ha sugerido realizar un
tratamiento previo mediante el uso de enzimas, microorganismos, fermentacion y calor para

incrementar la solubilidad del salvado en el agua y que los nutrientes tengan mejor
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biodisponibilidad (Dauda et al., 2017; Ekasari et al., 2014; Kaur et al., 2016) por lo cual en
el presente estudio se realizé la predigestion del salvado de arroz utilizando NaOH 1% junto
con un tratamiento de calor para posteriormente inocularlo con un consorcio de Bacillus sp
capaces de fermentar el salvado de arroz. Al realizar la evaluacion proximal previa a la
inoculacion, el porcentaje de carbohidratos increment6 ligeramente a 77.41% y la proteina
disminuy6 4.21%, a diferencia de Hernandez ef al., (2014) quienes al realizar un tratamiento
enzimatico con a-amilasa y glucoamilasa, obtuvieron una disminucién en la composicion
proximal del salvado de arroz, teniendo valores iniciales de 48.3% de carbohidratos y 13.4%
de proteina, y después del tratamiento 40.6% y 2.7% respectivamente.

El consorcio de Bacillus sp. utilizado en este estudio, es una herramienta eficiente para la
disminucién de amonio en menos de 12 horas, segin los requerimientos observados por Crab
et al., (2010). A diferencia del trabajo de Yang et al., (2011) donde la densidad 6ptica inicial
(DO) de 1a cepa, fue de 0.04 y desarrollando su crecimiento méximo, la méxima conversion
de amonio a biomasa fue de 120 h, obteniendo una DO final de 0.16; en el presente estudio,
la capacidad de asimilar amonio por parte de todas las cepas seleccionadas en un tiempo
determinado fue de 12 horas, en las cuales, realiza una capacidad de asimilar amonio bastante
aceptable con una DOgpo=1 de cada una de los Bacillus sp. seleccionadas. La ausencia del
proceso fermentativo resulta en un bajo crecimiento de B. subtilis, lo que concuerda con lo
publicado por Espinosa de los Monteros Fernandez (2005). De esto se deduce, que, a mayor
disposicion de azlicares reducibles disponibles, mayor serd la tasa de crecimiento por parte
del consorcio bacteriano seleccionado en el estudio.

Es evidente que no existe consumo de amonio por parte de Control (-), puesto que no existen
microorganismos que realicen el consumo de amonio esperado (ambiente estéril), sin
embargo y mediante el indculo llevado a cabo con Bacillus spp. si existe el consumo de
amonio deseado, concordando con (Zokaeifar et al., 2012) el cual menciona que se registro
el mayor nivel de actividad enzimatica digestiva total en dietas suplementadas con B. subtilis
en camarones, obteniendo también los mejores rendimientos de crecimiento en comparacion

con el control.
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8.4. Evaluacion de fermentos por bacterias probidticas en un modelo acuicola.

En la actualidad, se sabe que a los azlicares no digeribles del tipo oligosacaridos aumentan el
desarrollo de las bacterias beneficiosas en el huésped y se les considera un prebiotico, ya que
los productos obtenidos de la fermentacion pueden desempenar un papel importante en la
mejora de la salud del organismo cultivado (Roberfroid, 2005; Choque-Delgado et al., 2011).
Ademas de la mejora inmunoestimulante generada por el uso de fermentos, esta estrategia
puede generar las condiciones estuarinas propicias para la proliferacion de zooplancton en el
sistema de cultivo que, en conjunto con la biomasa bacteriana, sirve como nutricién
suplementaria para los organismos (Chakravarty, 2018). En este trabajo se suministraron
cuatro tratamientos diferentes a lo largo de un mes para evaluar los efectos del fermento de
salvado de arroz en el sistema de cultivo de camardn, al finalizar el experimento, se observo
que el tratamiento mas efectivo en cuestion de ganancia de peso fue el de salvado de arroz
fermentado por probidtico comercial, seguido del tratamiento de salvado solo. Contrastando
con los resultados de Romano et al., (2018), quienes probaron tres diferentes tratamientos en
el pez Clarias gariepinus, utilizando salvado de arroz crudo y salvado de arroz fermentado
por Bacillus sp (con y sin aireacion) durante 42 dias, el tratamiento con mayor ganancia de
peso fue el fermentado con Bacillus sin aireacion. Debido a esto, se esperaba que en nuestro
experimento el tratamiento mas efectivo en cuestion de ganancia de peso fuera el salvado
fermentado por el consorcio de Bacillus, sin embargo, a pesar de que ese no fue el resultado,
observamos que la ganancia de peso fue ligeramente mayor a la del control.

En cuanto a la evaluacion del amonio de los tratamientos con el de método de colorimetria
basandonos en los parametros medibles del Kit Ammonia NH3/NH4+ de Api®, el
comportamiento de los tratamientos durante la primera semana fue similar debido al
acondicionamiento del cultivo, sin embargo al finalizar la segunda semana se observo que el
tratamiento con una mayor concentracion de amonio (1.1 mg/L) fue el de salvado fermentado
por el probidtico comercial, seguido de los tratamientos control y salvado (0.8 mg/L) y el
tratamiento con la concentracion mas baja fue el de salvado fermentado por el consorcio de
Bacillus (0.5 mg/L); tal es el caso de Romano et al., (2018) quienes en la segunda semana
del experimento obtuvieron un comportamiento similar en los tratamientos, debido a que los

tratamientos con una concentracion mas alta de amonio fueron los de salvado de arroz crudo
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(4 mg/L) y salvado de arroz fermentado por Bacillus con aireacion (3.8 mg/L), siendo el

salvado de arroz fermentado el més efectivo para la asimilacion de amonio (2.5 mg/L).

8.5 Histologia

El hepatopancreas esta constituido por una red de tubulos que se dividen en regiones
proximal, media y distal; ademas est4 constituido por células HpB , HpE , HpF y HpR (en
el caso de Litopenaeus vannamei) y sus principales funciones son la digestion del alimento,
absorcion de nutrientes, almacenamiento y digestion de productos principalmente en forma
de glucogeno y la eliminacion de residuos en forma de heces (Franceschini-Vicentini ef al.,
2009), por lo cual, la evaluacion de los efectos que tienen los tratamientos aplicados durante
el experimento es de suma importancia.

La tincién de hematoxilina-eosina permiti6 identificar los diferentes tipos de células que se
encontraban en el tejido epitelial del hepatopancreas. Las células b (HpB) son las de mayor
tamafio y las que tienen la funcién de almacenar glucogeno y lipidos (Silva et al., 2018), por
lo cual se evaluo el area de cobertura lipidica del hepatopancreas utilizando estas células,
obteniendo diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). El tratamiento con una
mayor cobertura lipidica fue el de salvado fermentado por el consorcio de Bacillus (47,226.38
+ 8,564.095), lo cual podria indicar que los tratamientos no tuvieron un efecto negativo en
este Organo, asi como una condiciéon nutricional mejor a la del tratamiento de salvado
fermentado por el probidtico comercial (30714.29 + 3815.916). A diferencia del método de
Garcia-Bernal et al., (2017) quienes probaron el efecto probidtico de Streptomyces spp. en
camar6on blanco infectado con Vibrio parahaemolyticus, ellos obtuvieron una mejor
integridad del hepatopancreas en aquellos organismos alimentados con el probiotico, por lo
cual las cepas no se consideraron patogenas.

La respiracion del camaron se lleva a cabo en los filamentos branquiales, ubicadas dentro de
las camaras branquiales localizadas en los laterales del cefalotorax; debido a que éstas son el
organo que se encuentra en mayor contacto con el agua para llevar a cabo el intercambio del
dioxido de carbono de la hemolinfa por el oxigeno disuelto en el agua (Brock y Main, 1994),

es necesario evaluar el efecto de los tratamientos aplicados al organismo. Se realizd la
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medicion de la altura de las células epiteliales de las branquias, pero no se obtuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05), lo que indica que las
modificaciones efectuadas a las dietas, no influyen la funcionalidad a nivel branquial en

ninguno de los tratamientos.

8.6. Evaluacion de las comunidades bacterianas

La composicion de las comunidades bacterianas en los estanques de cultivo tiene una alta
influencia en la microbiota interna de los organismos cultivados, lo cual es fundamental para
modular el sistema inmune y digestivo, absorcion de nutrientes, regulacion de procesos
metabolicos y produccion de vitaminas (Luo et al., 2006; Bikel et al., 2015). Es por lo
anterior que es importante analizar la composicion y los cambios de las comunidades
microbianas tanto de la columna de agua como del tracto digestivo de los organismos; sin
embargo, los métodos convencionales de cultivo que se han utilizado no son del todo
confiables debido a que aproximadamente el 99% de las bacterias no son cultivables. Para
resolver esta problematica, se han desarrollado tecnologias de nueva generacion, tales como
la secuenciacion de gen 16S rRNA que nos permite conocer a detalle la composicion de las
comunidades bacterianas en los sistemas de cultivo.

En el presente estudio se realiz6 la secuenciacion masiva del gen 16S rRNA para evaluar la
diversidad, riqueza y abundancia relativa microbiana del agua de cultivo y tracto digestivo
de los organismos cultivados, observando que en el agua de cultivo se encontraron
Proteobacterias, Bacteroides y Alphaproteobacteria en todos los tratamientos, sin embargo
en el caso de los tratamientos con salvado de arroz fermentado con probidtico comercial
favorecio el crecimiento de Alphaproteobacteria en mayor proporcion, esto en comparacion
con los otros dos tratamientos con el consorcio natural y sin probidticos. La mayoria de estos
phyla y clase han sido reportados previamente como microbiota natural del agua de
camarones o en los intestinos camarones peneidos (Tuyub et al., 2014; Rungrassamme et al.,
2014; Vaz-Moreira et al., 2011). Comparando las muestras de agua de salvado natural, con
probidtico comercial y sin probidticos, encontramos en todos los tratamientos

Betaprotobacteria, Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Xion et al., (2015);
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demostraron que las Betaproteobacteria abundan en el cultivo saludable de camarones. De
hecho, se informé que las Betaproteobacteria tienen una capacidad especializada para
degradar la materia organica compleja y los biopolimeros como la celulosa, lo que implica
que los miembros de este taxon bacteriano podrian tener un efecto positivo en la calidad de
agua

Con respecto a Alphaproteobacteria. Estas bacterias podrian competir con los camarones por
nutrientes, pero sus enzimas también podrian ayudar a los camarones en la digestion de
sustratos complejos (Wainwright y Mann, 1982), asi como en la alimentacioén directa de
camarones (Moss, 2001). Ademas, su degradacion de la membrana peritrofica podria

desintegrar las heces, mejorando en este aspecto la calidad del agua.

En el caso de los estudios sobre los efectos en la microbiota de camaro6n, observamos que la
administraciéon de salvado de arroz con prebidtico comercial, prebidtico natural y sin
probiodticos modificd la composicion de la comunidad bacteriana, dando como resultado
distintas comunidades dentro de la microbiota asociadas con los camarones; obteniendo que
el tratamiento con mayor diversidad bacteriana en tracto digestivo fue el de salvado y la
menor en el tratamiento de salvado fermentado por el probidtico comercial. Las tres familias
mas representativas fueron las Rhodobacteraceae (Proteobacteria), Vibrionaceae
(Proteobacteria) y Flavobacteriaceae (Bacteroidetes). Si bien las comunidades bacterianas
dentro del ecosistema gastrointestinal del camardon estaban dominadas por las familias
pertenecientes al phylum Proteobacterias, particularmente representadas por miembros que
pertenecen a la clase Alphaproteobacteria, se observaron diferencias a nivel de OTU
(definidas en un 97% de similitud), excepto para muestras de camarones tratados con salvado
de arroz sin probioticos. Estas observaciones se validaron ain més mediante pruebas de
AMOVA, cuyos resultados revelaron marcadas diferencias entre esas muestras de salvado
con y sin probidticos. Se han descrito previamente resultados similares, en los cuales la
administracién de probidticos modificd sustancialmente la composicion de la comunidad
bacteriana dentro del ecosistema gastrointestinal de las especies acuaticas (Hostins et al.,
2017; Zokaeifar et al., 2014). Estas diferencias en la composicion de la comunidad bacteriana

pueden estar directamente relacionadas con las propiedades antibacterianas de los fermentos
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con bacterias probioticas. El consorcio probidtico utilizado en este estudio estaba compuesto
principalmente por Bacillus sp, que producen una variedad de productos metabdlicos que
pueden interferir con el crecimiento de otros microorganismos (Vandenbergh, 1993). Nuestro
estudio también demostré que una relacion fuente de carbono bacteria debe definirse

cuidadosamente para evitar una sobredosis con costos innecesarios.
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9. CONCLUSIONES

1. Se estudiaron 27 cepas de 62 aisladas de hepatopancreas y tracto digestivo de organismos
silvestres de camaron blanco; de las cuales, solo se trabajo con 8 cepas (bacilos), debido a

sus caracteristicas.

2. A pesar del aumento de peso con salvado adicionado con probiodtico comercial, éste no es
el mas efectivo puesto que induce el acumulamiento de amonio, con respecto a los otros

tratamientos.

3. El tratamiento con mayor condiciéon nutricional en relacion a la cantidad de lipidos
almacenados en hepatopancreas fue el Salvado mas el consorcio de bacterias del género

Bacillus, observado por histologia.

4. Por la secuenciacion masiva se mostro que el tratamiento con mayor diversidad y riqueza

fue el del salvado fermentado por el consorcio de bacterias del género Bacillus.
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10. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar investigando el uso de diferentes enzimas digestivas, asi como
cepas probidticas con la finalidad de seguir optimizando el proceso enzimatico y

fermentativo del salvado de arroz.

Evaluar la aplicacion de una concentracion minima de nitrégeno durante la fermentacion para
tener una mayor bioaugmentacion del consorcio probidtico con la finalidad de una

dominacidon mas rapida del consorcio en condiciones de produccion.

Evaluar diferentes microorganismos probidticos, con la finalidad de ser aplicado el proceso

fermentativo a temperaturas Optimas para peces y moluscos.

Evaluar la medicion de fosforo y la demanda de oxigeno, ya que son importantes para poder
tener mas claros los resultados y entender el comportamiento de las comunidades bacterianas

y de las concentraciones de N.
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12. ANEXOS
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Anexo 2. Tabla de capacidad hemolitica de las cepas aisladas en medio de cultivo MRS (1/2).

Cepa Tipo
L2aM Alfa
L3aM Alfa
L4aM Alfa
L5aM Alfa
L6aM Alfa
L7aM  Beta
L9aM Alfa
L12aM Beta
L12bM Beta
L12cM Beta
L14aM Beta
L15aM Beta

L15bM Beta
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Anexo 3. Tabla de capacidad hemolitica de las cepas aisladas en medio de cultivo MRS (2/2).

Cepa  Tipo
L15cM  Beta
L16aM Beta

L17aM-a Beta
L17aM-b Beta
L17bM  Beta
L18aM  Beta
L18bM  Beta
L19aM  Beta
L19bM  Beta
L19cM  Alfa
L20aM  Beta
L21aM Beta
L21aM-b Alfa
L22aM  Beta




