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Resumen

Los sistemas de monocultivo de camardn presentan grandes retos para continuar con su
crecimiento sostenido, en parte debido a la dependencia de harina de pescado, la
contaminacién de las aguas costeras por las aguas residuales y los brotes de enfermedades
emergentes. El desarrollo de sistemas acuicolas de integracidon multitréfica (IMTA, por sus siglas
en inglés) representa una alternativa para el desarrollo de una acuicultura productiva y
sostenible en México y el mundo. El principio radica en convertir los “desechos” de una especie
gue requiere ser alimentada con alimentos balanceados, en activos Utiles para otras especies
llamadas “filtrantes” de materia orgdnica (p. ej. Crassostrea gigas) e inorganica (p. ej. Ulva
lactuca), lo que ofrece mayor bioseguridad, diversificacion de productos y bajo impacto
ambiental. Por otro lado, el uso de ingredientes funcionales a base de macroalga como nueva
fuente de proteina es una de las propuestas de la industria de alimentos acuicolas para sustituir
la harina de pescado en los alimentos balanceados. Este proyecto de tesis se centrd en
desarrollar, optimizar y evaluar un sistema IMTA con P. vannamei, C. gigas y Ulva sp. con la
finalidad de mejorar la productividad, eficientizar el uso de nutrientes y mejorar el control
microbioldgico, respecto a sistemas tradicionales de monocultivo. El sistema IMTA permitié una
eficiencia de retencion de nitrégeno y fésforo de 82% y 59.6% respectivamente, con un
aumento de 34% en el crecimiento del camardn respecto al monocultivo y una diversificacion
de la produccién con ostiones y macroalga; mientras el sistema de monocultivo de camardn
retiene solamente 37% de nitrégeno y 13% de fosforo en la biomasa producida. De la biomasa
generada de macroalga, se realizd una predigestién quimica, enzimatica y bioldgica para
producir detritos, los cuales se lograron incorporar al 20% como sustituto parcial de la harina de
pescado en el alimento balanceado para camardn sin afectar el rendimiento productivo del
camaron. La inclusién de este alimento en el sistema IMTA resultd en una mejora en el
aprovechamiento de los nutrientes (90.3% del nitrégeno y 78% del fosforo) principalmente a
favor de una mayor biomasa de macroalga. Finalmente, con el nuevo alimento y el cultivo
integrado, se observé una modulacion de la actividad digestiva de los organismos asociada a
cambios significativos en su microbiota digestiva. En términos de control microbioldgico, el
sistema IMTA permitié reducir la abundancia relativa de Vibrionaceae en el tracto digestivo de
los camarones y en la glandula digestiva de los ostiones, asi como en camarones alimentados
con los detritos de U. lactuca. Adicionalmente el alimento con inclusién de detritos de U.
lactuca mejord la resistencia hasta 7 dias post-infeccién en el camardn contra el virus de la
mancha blanca. Con estos resultados se demuestra la efectividad de los sistemas IMTA para
enfrentar los desafios de la acuicultura y seguir con el crecimiento continuo de la actividad para
garantizar la seguridad alimentaria mundial.

Palabras claves: Acuacultura sustentable, Detrito, Penaeus vannamei, Crassostrea gigas, Ulva
lactuca
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Summary

Shrimp monoculture systems present great challenges to continue their sustained growth, in
part due to dependence on fishmeal, to pollution of coastal waters by sewage, and to outbreaks
of emerging diseases. The development of integrated multitrophic aquaculture systems (IMTA)
represents an alternative for the development of a productive and sustainable aquaculture in
Mexico and the world. The principle lies in converting the "waste" of a species that needs to be
fed with balanced food, into useful assets for other species called "filtering" of organic matter
(e.g., Crassostrea gigas) and inorganic (e.g., Ulva lactuca), offering greater biosecurity, product
diversification and low environmental impact. On the other hand, the use of functional
ingredients based on macroalgae as a new source of protein is one of the proposals of the
aquaculture industry to replace fishmeal in diets. This PhD project focused on developing,
optimizing and evaluating an IMTA system with P. vannamei, C. gigas and Ulva sp. in order to
improve productivity, to make the use of nutrients more efficient and to improve
microbiological control, compared to traditional monoculture systems. The IMTA system
allowed an efficiency of nitrogen and phosphorus retention of 82% and 59.6% respectively,
with an increase in shrimp growth by 34% compared to monoculture and a diversification
of the production with oysters and macroalgae; while the shrimp monoculture system
retains only 37% nitrogen and 13% phosphorus in the biomass produced. From the biomass
generated from macroalgae, a chemical, enzymatic and biological predigestion was carried
out to produce detritus, which was able to incorporate 20% as a partial substitute for fish
meal in the balanced feed for shrimp, without affecting the productive performance of the
shrimp. The inclusion of this food in the IMTA system resulted in an improvement in the
use of nutrients (90.3% of nitrogen and 78% of phosphorus) mainly in favour of a greater
macroalgae biomass. Finally, with the new diet and the integrated culture, a modulation of
the digestive activity of the organisms associated with significant changes in their digestive
microbiota was observed. In terms of microbiological control, the IMTA system made it
possible to reduce the relative abundance of Vibrionaceae in the digestive tract of shrimp and
in the digestive gland of oysters, as well as in shrimp fed with U. lactuca detritus. Additionally,
the feed with the inclusion of U. lactuca detritus improved the resistance up to 7 days post-
infection in the shrimp against the white spot syndrome virus. These results demonstrate
the effectiveness of IMTA systems to face the challenges of aquaculture and pursue with
the continuous growth of the activity to guarantee world food security.

Keywords: Sustainable aquaculture, Detritus, Penaeus vannamei, Crassostrea gigas, Ulva
lactuca
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, la industria acuicola participa activamente en salvaguardar la seguridad alimentaria
mundial y el desarrollo econédmico de comunidades rurales. A nivel mundial son mas de 3 mil
millones de personas que dependen de los productos del mar como fuente principal de
alimento (FAO, 2016). Actualmente, la produccion acuicola global supera los 110 millones de
toneladas, lo que corresponde a la mitad del suministro mundial aportado por pesca vy
acuacultura (FAO, 2018). En México, la produccién acuicola en 2016 alcanzd las 377 mil
toneladas, lo que corresponde a un aumento de 15% comparado con el afio 2013 (CONAPESCA,

2017).

En América Latina, como en el mundo, el camardn blanco Penaeus vannamei es la principal
especie marina cultivada (Wurmann et al., 2004; Wyban, 2019). En México, 2 de cada 3 kilos de
camaron se producen por acuicultura (FIRA, 2009), por lo que el cultivo de este crustaceo
domina la produccion acuicola marina tanto en cantidad producida como en valor comercial

(Martinez-Cérdova et al., 2009).

Sin embargo, el crecimiento de la camaronicultura es resultado de la intensificacién de los
sistemas de monocultivo; cuyo esquema de cultivo se enfrenta con muchos desafios
interrelacionados. Unos de los principales retos es la disponibilidad y la estabilidad en la calidad
nutricional de alimentos balanceados (Ogello et al., 2014; FAO, 2016), donde la fuente principal
de proteina es la harina de pescado, utilizada en gran medida por su alto contenido en proteina
y por presentar un perfil de aminoacidos esenciales ideal para las especies acuicolas (Watanabe,
2002). Otro desafio, es la pérdida de nutrientes y oligoelementos por el alimento no consumido
y las heces, que provocan una elevada concentracidon de compuestos nitrogenados y de fésforo
en las aguas residuales que se descargan al medio ambiente (Hatje et al., 2016). Asi mismo, se
descargan los residuos de antibidticos empleados de forma excesiva contra los brotes de
enfermedades emergentes que generan grandes pérdidas en la camaronicultura y que estan

considerados como un tercer desafio para el desarrollo de esta industria (FAO, 2016). Por lo



anterior, los sistemas de monocultivo de camardn presentan grandes retos que limitan el

crecimiento sostenible de la actividad.

Los sistemas acuicolas de integracion multitrofica (IMTA, por su sigla en inglés) se han
propuesto como una alternativa para la expansiéon econdmica y ecolégicamente sostenible de la
acuicultura (Fleurence et al., 2012). El principio de este sistema de cultivo, radica en asociar
diferentes niveles troficos para convertir los “desechos” de una especie que requiere ser
alimentada con alimentos balanceados, en activos utiles para otras especies llamadas

“filtrantes” de materia organica e inorganica (Xunta de Galicia, 2012).

En diferentes estudios de sistemas multitréficos se ha demostrado su eficiencia en la
disminucion de particulas en suspensién por la presencia de moluscos (Jones et al., 2001, 2002;
Astriana, 2012; Ferreira et al., 2012), la reduccidon de nutrientes en el agua, gracias a la
capacidad de biorremediacion de las macroalgas (Raposo et al., 2013; Brito et al., 2014a; b;
Castelar et al., 2014; Pefia-Rodriguez et al., 2017; Elizondo-Gonzdlez et al., 2018), y en la
reduccion del riesgo de enfermedades relacionada con un bajo nivel de bacterias patégenas en
la combinacion del cultivo con moluscos y/o algas (Jones et al., 2001; Pang et al., 2006; Brito et

al., 2014a; b).

Por otro lado, la industria de alimentos acuicolas ha realizado un esfuerzo importante para
incluir ingredientes vegetales, especialmente fuentes de proteina vegetal mas baratas, para
reemplazar proteinas animales costosas, a través de nuevas técnicas de produccion, extraccion
y procesamiento (Subasinghe et al., 2003; Amaya et al., 2007; Tacon y Metian, 2008; Tincy et al.,
2014). Las macroalgas son un grupo de interés por su composicién quimica y propiedades
nutracéuticas, por las cuales actualmente se evalta su inclusién como ingredientes practicos en
los alimentos balanceados acuicolas, incluso como potencial sustituto de la harina de pescado
(Suleria et al., 2015). Se ha logrado incluir harina o extractos de macroalga por niveles debajo
del 10%, sin modificar los pardmetros zootécnicos de crecimiento del camarén (Chopin et al.,

2001; Cruz-Suarez et al., 2008, 2009; Pefia-Rodriguez et al., 2010; Liu et al., 2014; Pallaoro et al.,



2016; Elizondo-Gonzélez et al., 2018), con efectos positivos en términos de resistencia a algunas
enfermedades (Chotigeat et al., 2004; Selvin et al., 2004, 2011; Huang et al., 2006; Ortiz et al.,
2006; Cruz-Suarez et al., 2008).

Sin embargo, no se ha estudiado la posibilidad de desarrollar un sistema de integracion
multitréfica que combine biorremediacion del agua y alimentos con ingredientes funcionales a
base de macroalga. Ademads, es limitada la informacion de la dindmica microbiana y del flujo de
nutrientes en los organismos involucrados en este tipo de sistema, que podrian permitir
entender los procesos biolégicos y quimicos implicados en una produccién econdmicamente y

ecoldgicamente sostenible.

Por lo tanto, en el presente estudio se analizaron las comunidades microbianas y el flujo de
nutrientes en un sistema multitréfico con camardén blanco Penaeus vannamei, ostion japonés
Crassostrea gigas y macroalgas del género Ulva, tres especies de alto potencial comercial en
México, con la finalidad de demostrar su viabilidad y beneficios para contribuir al desarrollo de

la actividad acuicola sostenible.



2. ANTECEDENTES

2.1 Produccidn acuicola en México

En 2017, México ocupaba el tercer puesto en produccidn acuicola en América Latina con una
produccién anual de 243 mil toneladas, y con una proyeccion de crecimiento continuo desde
2013 (FAO, 2019). La actividad acuicola constituye una fuente importante de alimentos y de
desarrollo socioecondmico en regiones rurales a lo largo del litoral mexicano (Rodriguez
Vazquez y Flores Nava, 2014). Sin embargo, estos volimenes de produccion son limitados si se
considera la extensidon territorial. De acuerdo al drea ocupada por los cuerpos de agua
continentales, y la cantidad de especies acuaticas que habitan sus aguas, México puede
considerarse un pais "de bajo rendimiento" en produccién acuicola (Amezcua y Soto, 2014). En
efecto, otros paises mas pequefios como Vietnam, Indonesia, Tailandia, Bangladesh y Chile
tienen mayor produccién, ubicandose en 2017 entre los 10 principales productores en

acuicultura del mundo, mientras México estaba clasificado en el puesto 22 (FAO, 2019).

2.1.1 Cultivo de camaroén blanco Penaeus vannamei

Para la acuicultura marina en México, el cultivo de camardén es la industria acuicola mas
importante, la cual representa un valor comercial de mas de 17.7 mil millones de pesos
mexicanos (CONAPESCA, 2017). Si bien la captura de camardn disminuye cada afio (77 mil
toneladas en 2017) resultado de la disminucién del esfuerzo pesquero y el retiro voluntario de
embarcaciones camaroneras, la produccion acuicola de México continla con su crecimiento
cada afo (16%) para alcanzar una produccién de 169 mil toneladas en 2019 (FAO, 2020), y
rebasar a partir de 2014 la produccién por captura, posterior a la crisis de produccién del 2013
(CONAPESCA, 2017). La mayor parte de la produccién (85%) se encuentra en la costa del
Pacifico, en los estados de Sonora y Sinaloa. La produccién se ha fomentado principalmente
mediante sistemas semi intensivos de cultivo (45.9%) con rendimientos anuales promedio entre
500 y 2,000 kg.ha'l.ciclo'1 con 2 ciclos al afio (DeWalt et al., 2002; Ponce-Palafox et al., 2011;
CONAPESCA, 2017). Los sistemas intensivos constituyen todavia un porcentaje relativamente

pequefo tanto en numero de granjas (6%) como en area cultivada (4%) pese a que ofrecen



bioseguridad y productividad de alto rendimiento de hasta 30,000 kg.ha™.ciclo™ con 2 a 3 ciclos

al afo (DeWalt et al., 2002; Briggs, 2006).

El camardn blanco Penaeus vannamei (Boone, 1931) es un invertebrado (familia Penaeidae, del
orden de los decapodos), originario de la costa del Pacifico, con distribucion desde México a
Peru. Es detritivoro bentdnico quimiotdctico y crece a través de mudas sucesivas durante su
ciclo de vida. El conocimiento de su ciclo de vida y su comportamiento reproductivo permitid su
alta domesticacion y su tasa de crecimiento aceptable a densidades altas ha facilitado la
intensificacién de su cultivo lo que la ha convertido en la especie principal de camardn cultivada
en todo el mundo (Wyban, 2019), la cual representa el 91% de la produccion de América Latina

(Wurmann et al., 2004).

El crecimiento 6ptimo de P. vannameij ocurre a una temperatura de 28 a 30°C, con una salinidad
entre 27 y 31%o (CABI, 2018). El oxigeno es la variable mas critica, Fast y Lester (2013)
recomiendan mantener el oxigeno disuelto cerca de la saturacion para proporcionar las mejores
condiciones de cultivo, con mds de 5 ppm como regla general razonable. Ademas, a los
pardmetros quimicos como amonio y nitritos, son tdxicos para muchos organismos marinos
entre los cuales se incluye el camardn, se les busca mantener a concentraciones inferiores a 0.4
mg.L™" de amonio no ionizado y 4.5 mg.L™ de nitritos (Alcaraz et al., 1999). Por su parte, el pH
debe mantenerse entre 7.5 y 8.7. Valores elevados de pH provocan una reduccién de la

ionizacion del amonio en nitritos (Hopkins et al., 1993).

Independientemente de la densidad de siembra en el cultivo de camardn, el manejo de la
calidad del agua es un factor determinante, particularmente en estanques con densidades altas
como los sistemas intensivos (Kungvankij y Chua, 1986). Con un manejo 6ptimo de las
condiciones de cultivo, un adecuado rendimiento zootécnico de los camarones en sistemas
intensivos puede desarrollarse a una densidad de 300 camarones.m™ (Krummenauer et al.,
2011). La dieta de los camarones en cultivos intensivos depende de alimentos secos peletizados,

disponibles en el mercado, que buscan cubrir los requerimientos nutricionales del camardn



(Tabla 1) mediante el uso de la harina de pescado como fuente principal de proteina
(Kungvankij y Chua, 1986).

Tabla 1. Requerimientos nutricionales del camardn blanco Penaeus vannamei.

Rango 6ptimo Referencias
Proteinas 30-36% (Li et al., 2008)
Incluyendo aminoacidos esenciales (%proteina) (Cuzon et al., 2004)

Lisina (6.4%) Arginina (7.5%) Histidina (1.9%) Leucina (6.5%)
Isoleucina (3.6%) Valina (3.8%) Treonina (3.4%) Metionina (2.6%)
Metionina + Cistina (3.3%) Fenilalanina (3.6%) Triptdfano (1.1%)

Carbohidratos 15-30% (Le Moullac, 1995)
Lipidos 5-8% (Guillaume et al., 1999)
Incluyendo acidos grasos esenciales (Julliy, 2007)

C18:2n-6 Acido Linoleico; C18:3n-3 A. Linolénico; C20:4n-6 A.
Araquiddnico; C20:5n-3 A. Eicosapentaenoico; C22:6n-3 A.
Docosahexaenoico

Colesterol 0.5-1% (Guillaume et al., 1999)
Fosfolipidos 3-6% (Guillaume et al., 1999)
Vitamina C 1% (Julliy, 2007)

La tasa de alimentacién diaria se proporciona en funcién de su ingesta diaria de proteina, el
peso corporal y la concentracién de proteina y se proporciona como porcentaje de la biomasa
(2-16%) en el cultivo (Ruvalcaba-Marquez et al., 2021). La frecuencia de alimentacion de los
camarones en sistemas intensivos cominmente es de 2 a 5 veces por dia. Tradicionalmente se
observan factores de conversion alimenticia entre 1.4 y 1.8 lo que permite alcanzar una tasa de

crecimiento entre 1.0 a 1.5 gramos por semana (Fox y Treece, 2001; Briggs, 2006; Gomez Rios,

2015).

2.1.2 Cultivo del ostion Crassostrea gigas

El cultivo de ostiones se ha practicado en México durante muchos afios, particularmente en
lagunas costeras donde se encuentran extensos bancos naturales de estos moluscos (FAO,
1978). A pesar de los esfuerzos para aumentar la produccién, México es el cuarto pais productor
en América Latina y el cultivo de ostiones ocupa el tercer lugar de produccién acuicola nacional,
con 45 mil toneladas y un valor de mas de 537 millones de pesos mexicanos en 2017

(CONAPESCA, 2017). Los principales Estados productores de bivalvos son Veracruz y Tabasco



(67%) en la costa Atlantica y Baja California Sur en la costa del Pacifico con solamente el 15% de
la produccion nacional (CONAPESCA, 2017). Las principales especies originalmente cultivadas
fueron Crassostrea virginica en la costa Atlantica y Crassostrea corteziensis en la costa del
Pacifico (FAO, 1978). Sin embargo, desde 1973, la especie Crassostrea gigas fue introducida en
Baja California con el fin de impulsar actividades de acuacultura, debido a su gran tolerancia a
las condiciones ambientales y a su rdpido crecimiento (Chdavez-Villalba, 2014). C. gigas es el
principal bivalvo que se cultiva en el noroeste del pais y representa valores comerciales altos en
México (Chavez-Villalba, 2014). Ademds, se incrementé el interés del pais por encontrar
especies de bivalvos para actividades acuicolas a lo largo de la costa del Pacifico de América del

Norte (Arrieche et al., 2010).

La especie C. gigas (Thunberg, 1793) es conocida principalmente como ostidn del Pacifico u
ostion japonés. Es originaria de Japdn y Corea donde habita en zonas estuarinas, desde la zona
intermareal hasta profundidades de 40 metros (Helm, 2005). Una caracteristica notable de la
especie es que a pesar de ser habitante de zonas frias y templadas, es euritérmica y eurihalina
(Miossec et al., 2009), lo que le permite desarrollarse y sobrevivir dentro de rangos amplios de
temperatura (de -2 hasta 35°C) y salinidad (de 0 hasta 50 ups) (Helm, 2005). Los ostiones del
Pacifico son filtradores no especificos, ingieren cualquier materia organica particulada en la
columna de agua a una intensidad que se basa en el peso seco del animal, la temperatura y la
cantidad de materia suspendida. En condiciones de crecimiento éptimo, a una temperatura
entre 19y 21°C y una velocidad de flujo de 180 mL.min™, el nivel estandar de filtracion es de 4.8
L.ht.g? peso seco (Walne, 1972; Barillé et al., 1997). Las particulas retenidas en el filtro
branquial se pueden rechazar antes de la ingestién como pseudo heces. El proceso de rechazo
comienza después de una concentracién de particulas de 4.6 mg L, que coincide con un
llenado del sistema digestivo (Deslous-Paoli et al., 1992; Barillé et al., 1997). Durante el cultivo
en laboratorio, C. gigas es comunmente alimentado con microalgas (Chaetoceros gracilis,
Isochrysis galbana y Tetraselmis sp.) a una concentracién mayor a 200 mil células.mL™ (Vazquez,

2009).



2.1.3 Cultivo de macroalgas

El cultivo de macroalgas es una industria con una de las mejores proyecciones econémicas de
desarrollo, gracias a las multiples aplicaciones y usos dentro de diversos sectores comerciales,
como lo son en la industria cosmética, salud, alimentacion, entre otras. A nivel mundial, en
2018, la produccién de macroalgas se estimd en mas de 32 millones de toneladas (FAO, 2020).
En México, es una industria con alto potencial de desarrollo y con alto valor de mercado (Dodd,
2014), y fue de gran relevancia por la produccién de ficocoldides en el siglo pasado (Zertuche-
Gonzalez, 2013). No obstante, tradicionalmente, las algas han sido utilizadas como alimento
desde la época prehispdnica principalmente para el tratamiento y prevencion de multiples

enfermedades (Gonzalez, 1987).

Hasta la fecha, toda la industria de las algas marinas en México se ha circunscrito a los estados
de Baja California (McHugh, 2002) y Baja California Sur (CONAPESCA, 2017). Entre 2012 y 2013,
la produccidén crecié 46%, pero todavia representa una pequefia parte de la produccién acuicola
(CONAPESCA, 2013), y ha logrado ocupar el segundo lugar de la produccidn acuicola en ambos
Estados (CONAPESCA, 2017). Por practicamente cuatro décadas, la industria mexicana
permanecio sin grandes cambios. México se ubicd como un pais exportador de materia prima
para la industria de los ficocoléides, con excepcién de Gelidium robustum, industrializada para la
produccidn de agar (Zertuche-Gonzélez, 2013). El pais exportd 439 toneladas de algas marinas
en 2009, mientras que las importaciones de derivados de algas marinas, principalmente
ficocoldides, han aumentado (FAO, 2013). Hace algunos afios, se han propuesto otras opciones
para la produccién de macroalgas como el cultivo de especies comestibles, su utilizacién como
biofiltros y como alimento para otros organismos de cultivo (Zertuche-Gonzalez, 2013; Pefia-

Rodriguez et al., 2017; Elizondo-Gonzélez et al., 2018).

Las macroalgas, son organismos agrupados en tres filos: Rhodophyta o algas rojas (mas de 7,200
especies), Phaeophyta o algas cafés (acerca de 2,000 especies) y Chlorophyta o algas verdes
(mas de 1800 especies) (Guiry, 2016). A pesar de la abundante biodiversidad de las macroalgas,

solo 6 especies representaron el 92.9% de la produccidon mundial en 2018 (FAO, 2020). Las algas



utilizan la luz solar para desarrollar su biomasa, mientras asimilan los nutrientes inorganicos
disueltos en el agua. Por lo tanto, pueden potencialmente eliminar los nutrientes
contaminantes del agua residual de cultivos acuicolas y minimizar la descarga de contaminantes
en el medio ambiente. Ademas, el cultivo de organismos de bajo nivel tréfico que se alimentan
de compuestos inorganicos implica una inversién relativamente baja para su produccion (Neori
et al., 2004). Aunque el cultivo de macroalgas es reciente en los paises occidentales, limitada en
diversificacidon de especies cultivadas y sin programas de mejora genética, la productividad de
algunas especies de algas marinas ya es equivalente al rendimiento alcanzado por cultivos

agricolas que llevan décadas de investigacién (Duarte et al., 2009).

Las especies del género Ulva (Chlorophyta), macroalgas foliosas y cosmopolitas, dominan los
entornos eutrofizados y son en gran parte responsables de las "mareas verdes" en muchas
regiones del mundo; un fenémeno en el que la biomasa de Ulva sp. se acumula por su tasa de
crecimiento rapida (Castelar et al., 2014). En Sudafrica, se registro el cultivo de Ulva sp., con la
mayor produccion fuera de Asia, con mdas de 1000 toneladas de peso seco por afio (Paul et al.,
2012). La alta tasa de crecimiento es frecuentemente asociada a niveles de nitrégeno elevados
en la composicion de los tejidos; lo que hace estas macroalgas candidatas ideales para
biorremediar el agua de efluentes ricos en nutrientes, y con potencial como fuente de proteina
para consumo humano y animal. Adicionalmente estas macroalgas tienen una funcién activa
sobre el secuestro de carbono (Pefia-Rodriguez et al., 2010; Favot, 2017). Nutricionalmente, las
algas son bajas en grasas y ricas en carbohidratos, minerales, vitaminas y micronutrientes
esenciales, particularmente antioxidantes (Radulovich et al., 2015). De la composicion de
materia seca, entre 10-30% corresponde a la proteina, donde las algas rojas y verdes
tipicamente presentan mayores valores que las cafés. La porcion de lipidos varia entre el 1y 5%

de materia seca (The World Bank Group, 2016).

La Tabla 2 resume la composicion bromatoldgica de 4 especies de Ulva colectadas de medio
natural y de cultivo, donde en este ultimo es posible manipular la composicidn quimica del alga

en funcién de los nutrientes presentes en el sistema de cultivo.
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Tabla 2. Composicion bromatoldgica (% de materia seca) de macroalgas del género Ulva,
extraidas del medio natural y cultivadas (Pefia-Rodriguez et al., 2010).

Medio natural Cultivo
Especie Ulva lactuca Ulva rigida Ulva pertusa Ulva clathrata
Proteina cruda 7.06-29 59-295 20-26 20.7-27.2
Lipidos totales 0.5-1.7 03-1.7 1.1-15
Fibra cruda 2.8 4.7 5.4-56
Ceniza 13-23.6 47 - 52 29.9 18.6 -38.4
Carbohidratos 14.6 14.1-18.1 ND

2.2 Retos de la acuicultura

La actividad acuicola enfrenta grandes criticas en razén de su funcionamiento poco sostenible
gue ocasiona impactos ambientales y desafios importantes a enfrentar durante las préximas
décadas (Naylor et al., 2000; Martinez-Cérdova et al., 2009). Esos retos incluyen la creciente
demanda y limitada producciéon de harina de pescado para la elaboracién de alimentos, los
brotes emergentes de patdégenos conocidos y nuevos, asi como la gestién de la calidad del agua

(Subasinghe et al., 2003; Anderson et al., 2016).

2.2.1 Aguas residuales

El crecimiento de la acuicultura ha traido un aumento en la contaminacion del medio ambiente
por la falta de tratamiento de los efluentes generados (Troell et al., 2013; Ottinger et al., 2016).
En aras de acelerar la produccién, se puede llegar a utilizar de manera excesiva e inadecuada
alimentos con altos niveles de proteina o baja digestibilidad, ademds de fertilizantes y
antibioticos (Paez-Osuna, 2001; Martinez-Cérdova et al., 2009), lo cual genera una sobrecarga
de nutrientes (nitrégeno y fésforo principalmente), sélidos suspendidos, patdégenos (bacterias y
virus) y contaminantes (otros compuestos téxicos) en el agua de cultivo (Pdez-Osuna, 2001;
Sohel y Ullah, 2012). Una practica comun para mantener la calidad del agua adecuada en los
tanques es realizar recambios parciales del agua del estanque, sin embargo, dichas aguas
residuales no suelen ser tratadas y se arrojan directamente en los cuerpos de agua de las zonas

adyacentes (Burford et al., 2003; Ottinger et al., 2016), lo cual contribuye a incrementar los
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niveles de eutrofizacion de los ecosistemas acudticos y el consiguiente impacto ecoldgico (Cao

et al., 2007; Hatje et al., 2016; Sanchez-Romero et al., 2016).

La industria camaronicola en monocultivo contribuye en este impacto al ambiente (Cao et al.,
2007; Hatje et al., 2016). Entre mas alto es el grado de intensificacion del cultivo, mayor es la
densidad de carga, uso de agua, alimentos y fertilizantes, por lo que genera un mayor nivel de
materia orgdnica e inorganica en el agua residual (Pdez-Osuna, 2001). Numerosos trabajos
evidencian como los alimentos nutricionalmente deficientes y las malas practicas de
alimentacion pueden provocar altos valores de factor de conversién alimenticia (FCA) y altas
cantidades de materia organica desechada en el agua. La Tabla 3 estima las pérdidas en
nutrientes en funcién del factor de conversién alimenticia en la camaronicultura. En México,
bajo un escenario con un FCA de 2.5, se descargarian al ambiente 130,000 toneladas de materia
orgdnica, 9,360 toneladas de nitrégeno y 3,040 toneladas de fésforo por cada ciclo de cultivo

(Martinez-Cérdova et al., 2009).

Tabla 3. Cantidad de materia organica, nitrégeno y fésforo descargados a través de los efluentes
de granjas camaronicolas por cada tonelada de camardn producida, en relacion al factor de
conversion alimenticia (FCA) (Tacon, 2002).

FCA Materia organica (kg) Nitrégeno (kg)  Fosforo (kg)
1 500 26 13
15 875 56 21
2 1250 87 28
2.5 1625 117 38

Para contrarrestar este efecto, se propone la biorremediacién como una potencial solucién para
la degradacién de desechos organicos e inorganicos, principalmente con el uso de moluscos
bivalvos filtradores, microalgas y macroalgas marinas (Subasinghe et al., 2003; Neori et al.,
2004; Ostroumov, 2005). Esos organismos prometen ser una solucidon que se puede integrar a

los sistemas acuicolas para minimizar el impacto ambiental (Otoshi et al., 2003).
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2.2.2 Control microbiolégico

En América Latina, las enfermedades se consideran entre uno de los tres problemas mas
importantes que afectan el futuro de la industria acuicola, y especialmente en camaronicultura
desde que se ha convertido en una actividad industrial masiva (Pdez-Osuna, 2001; Naylor y

Burke, 2005; Anderson et al., 2016).

Los agentes patégenos que afectan la acuicultura son principalmente virus y bacterias
(Martinez-Cérdova et al., 2009; Ottinger et al., 2016), y comuUnmente estdn asociados a
problemas de bioseguridad y malas practicas de manejo (Kitikiew et al., 2013). Desde el primer
reporte de enfermedad en camardn en los afios 80 en Taiwan con Baculovirus monodon (MBV),
han seguido otras igual o mds devastadoras: virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV), virus de la cabeza amarilla (YHV), virus del sindrome de Taura (TSV) y virus
del sindrome de la mancha blanca (WSSV) (Flegel et al., 2008). Este ultimd aparecié en la costa
del Pacifico de México en 1999 y fue responsable de pérdidas importantes en el periodo 2000-
2005 (Primavera, 2006; Juarez, 2007). Es considerado como uno de los principales patdgenos en
la camaronicultura debido a la severidad de la infeccion y las mortalidades masivas dentro de 7-
10 dias de iniciado al brote (Martinez-Cdrdova et al., 2009). Ademas de los virus, las bacterias,
principalmente del género Vibrio, causan aproximadamente 10% de las pérdidas en granjas de
camaron (Aguirre-Guzman et al., 2003). Los efectos y la gravedad de la vibriosis van en funcidn
de las especies y las cepas de Vibrio, de su concentracién en la microflora del camarén o del
agua, de la especie y la edad del camarén, de las practicas de manejo y el mas importante, de la
calidad del agua (Aguirre-Guzman et al., 2003). En particular, Los Vibrios portadores del
pldsmido que genera las biotoxinas causantes de la enfermedad AHPND fueron causantes de la

crisis de produccion de 2013 en el Noroeste de México (Soto-Rodriguez et al., 2015).

El empleo de medicamentos antimicrobianos, pesticidas, desinfectantes y productos quimicos
es la primera estrategia elegida en los sistemas intensivos para evitar y controlar la propagacién
de enfermedades (Shen et al., 2010). Sin embargo, estos usualmente son usados de manera

excesiva e irrestricta, lo cual ha generado serias preocupaciones sobre el desarrollo de
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resistencias en las poblaciones bacterianas (Ottinger et al., 2016) y virales (Subasinghe et al.,
2003). Asi mismo, esas practicas pueden provocar la bioacumulacion de los productos quimicos
en los tejidos e inmunodepresidén en los camarones de cultivo (Kitikiew et al., 2013); y de
manera indirecta tienen un efecto sobre los ecosistemas por la liberacién de desechos en los

efluentes, ademas del potencial efecto en la salud humana (Cabello, 2006; Primavera, 2006).

Se han explorado estrategias alternativas para prevenir o disminuir la actividad de los
patégenos, mientras se mejora la productividad: la implementacién de buenas practicas de
cultivo, la seleccion genética de lineas de organismos resistentes a enfermedades, la
desinfeccion del agua con UV y ozono, la vacunacion, la terapia de fagos, y la estimulaciéon
inmune mediante el uso de factores nutricionales derivados de fuentes bacterianas, animales o
alga (Wang et al., 2008; Watts et al., 2017). Entre estas, la vacunacién esta reportada como el
método mas eficaz para la prevencion de enfermedades bacterianas y virales. Sin embargo, para
los invertebrados no se ha reportado mecanismos de inmunidad adquirida y las vacunas son
dependientes de sistemas inmunoldgicos de memoria, razén por la cual no se han aplicado
hasta ahora para controlar las enfermedades virales en el camardn (Wang et al., 2017). Ademas,
la forma de aplicacién usual via inyeccién puede ser desafiante para su aplicacién a poblaciones
numerosas de organismos. Al contrario, los inmunoestimulantes mejoran los mecanismos de
defensa no especificos y de esa forma activan o aumentan el sistema inmune innato de los
camarones (Kitikiew et al., 2013; Wang et al., 2017). Los principales inmunoestimulantes
aplicados en acuicultura son: polisacaridos (B-glucanos, peptidoglicanos, quitosano), vitaminas
(C y E), bacterias (vivas o metabolitos segundarios que producen) y plantas o algas en forma
fresca, de harina o extractos (carotenoides, lectina, péptidos antimicrobianos) (Wang et al.,
2017). En el camardn, se han evaluado diferentes formas de administracion de
inmunoestimulantes, mediante inmersién, inyeccién o por via oral en el alimento, y se ha
reportado la via per os como el método mas practico para suministrar los inmunoestimulantes

(Huang et al., 2006; Ochoa-Alvarez et al., 2021).
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2.2.3 Alimentos funcionales

La industria de produccion de alimentos para la acuicultura se ha ampliado rapidamente, con
tasas de crecimiento que alcanzan mds del 30% por afio. La disponibilidad de recursos y sus usos
permitieron un crecimiento 3 veces mas rapido que la produccion en el sector agricola (FAO,
2015). Pero su viabilidad econdmica se ve amenazada por su dependencia en la disponibilidad
de ingredientes costosos, especialmente la harina y el aceite de pescado usados como
principales fuentes de nutrientes (Martinez-Cdrdova et al., 2009; FAO, 2016). Su eleccién como
ingredientes fundamentales en el alimento de camarones y peces, se debe a su calidad
nutricional ideal: la harina de pescado proporciona aminoacidos esenciales como la lisina y la
metionina, y el aceite de pescado, los dcidos grasos esenciales como el dcido eicosapentaenoico
(EPA) y 4acido docosahexaenoico (DHA), en ambos casos deficientes en fuentes vegetales
(Watanabe, 2002). Sin embargo, la materia prima estd limitada en disponibilidad (Figura 1),

debido a la sobreexplotacion pesquera de las especies de peces comerciales.

El suministro de harina de pescado ha permanecido estable en los Ultimos afios, mientras que la
demanda, relacionada con la produccién acuicola, ha crecido en 25% de 1988 a 2003 (Allan,
2004). Con el fin de responder a la demanda que se ha duplicado en estos ultimos 10 afios, la
produccién acuicola también siguid incrementando para alcanzar una produccién de 114.5
millones de toneladas en peso vivo en 2018 (FAO, 2020). Debido a su alto costo y la
inestabilidad del suministro, la harina de pescado pasé de 35% a 25% de inclusién en el
alimento de camarén en las dultimas décadas (Hardy, 2006; Tacon y Metian, 2008).
Recientemente se ha reportado que la inclusién de harina de pescado puede ser inferior al 20%

sin afectar la eficiencia proteica (Martinez-Antonio et al., 2019).
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Figura 1. Produccion acuicola, pecuaria y de harina de pescado de 1984 a 2003 (Allan, 2004).

La FAO destaca la necesidad de optimizar la produccion de alimentos y las practicas de manejo
del mismo en la acuicultura (FAO, 2016). Por lo tanto, el desarrollo de la acuicultura en los
ultimos afios ha incluido la investigacion de métodos para una alimentacion mas eficiente
(mejor crecimiento y conversion alimenticia) y ofrece oportunidades para el desarrollo de

alternativas a la harina de pescado (Subasinghe et al., 2003).

La industria de alimentos acuicolas ha realizado un esfuerzo importante por incluir ingredientes
alternativos, especialmente las fuentes de proteina de origen vegetal, mas baratas, para
reemplazar las costosas proteinas animales, mediante a nuevas técnicas de produccion,
extraccidon y procesamiento (Subasinghe et al., 2003; Amaya et al., 2007; Tacon y Metian, 2008;
Tincy et al., 2014). Los métodos recientemente desarrollados de fermentaciéon de algas con
levaduras y bacterias son prometedores para el desarrollo de fuentes superiores de proteinas y
aceites para uso en alimentos formulados. La gran variedad de especies de algas con su
produccién diversa de biomoléculas utiles podria proporcionar cualidades nutricionales
(aminoacidos esenciales, acidos grasos, vitaminas, minerales y metabolitos secundarios) a la

industria de insumos alimenticios (Harel et al., 2007).
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Por otro lado, los nutracéuticos estdn a la vanguardia en la investigaciéon acuicola (Tabla 4)
(Bondad-Reantaso et al., 2005). Estos nuevos alimentos mejoran el crecimiento y la utilizacidon
de nutrientes al regular positivamente las vias metabdlicas, mientras reducen los efectos de los
factores estresantes y actian como agentes amortiguadores del sistema inmune no especifico
(Tincy et al., 2014); de esta forma los nutraceuticos contribuyen a los principios basicos de la

formulacion de alimentos (Harel et al., 2007).

Tabla 4. Tamafio del mercado y de la inversién en la investigacidon en sanidad acuicola en el
mundo en 2004 (Bondad-Reantaso et al., 2005).

Sector Tamaiio del mercado (%) Inversion en la investigacion
(M $SUSD) (M SUsSD)

Nutraceuticos 431.2 4 216

Bioldgicos 68.6 7 10.3

Antibidticos 274.4 28 8.2

Higiene 137.2 14 6.9

Anti parasiticos 29.4 3 2.1

Otros 39.2 4 1.2

Como fuente de origen vegetal, las macroalgas son el grupo que mas se investiga en la industria
nutraceltica para su inclusion en alimentos acuicolas y como sustitucion de la harina de
pescado (Suleria et al., 2015). Las algas, ademas de ser un recurso natural renovable, son de alto
valor nutricional con respecto a su contenido en fibra dietética, vitaminas, proteinas, lipidos y
minerales. Por lo tanto, las algas comestibles tienen un gran interés en el desarrollo de
alimentos de bajo costo y tienen un alto potencial para la nutricion humana y animal (Ortiz et

al., 2006; Cruz-Sudrez et al., 2008).

Adicionalmente, se ha demostrado que la inclusidon de las macroalgas en las formulaciones del
alimento de camardn tiene efectos positivos adicionales. A niveles de inclusién por debajo del
10%, se observd una mejora de la calidad del alimento, de su ingesta, de la eficiencia
alimenticia, del crecimiento, de la calidad del producto animal, en relacién con la movilizacién
de lipidos y el contenido de vitaminas y minerales, lo que permite una mayor pigmentacién del
producto (Cruz-Suarez et al., 2008; Pefia-Rodriguez et al., 2010; Liu et al., 2014). En un estudio

analizando isotopos estables, se observd que los camarones emplean para la formacién de
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tejido (crecimiento) mayores cantidades de carbono estructural (65-89%) y casi la totalidad del

nitrégeno de las macroalgas que del alimento balanceado (Gamboa-Delgado et al., 2011).

No obstante, la limitacién de la inclusidon de macroalga en el alimento del camarén se ha
atribuido a un bajo contenido de proteina y altos niveles de ceniza y fibra cruda en la alga, que
pueden afectar su digestibilidad (Ostroumov, 2005; Cruz-Suarez et al., 2008; Yang et al., 2009;
Rodriguez-Gonzdlez et al., 2014; Serrano et al., 2015). La formacién de particulas detriticas de
macroalgas en forma de células individuales (o single-cell detritus SCD, inglés), es un proceso de
degradacion descrito por primera vez por Uchida (1996). El proceso sugiere transformar las
macroalgas marinas a un nivel celular mediante el uso de enzimas digestivas y la fermentacion
bacteriana, ya que resulta en el desarrollo de fuentes superiores de proteina y aceites para uso
en alimentos formulados (Uchida y Murata, 2002; Harel et al., 2007). En efecto, las SCD tienen
un tamafio entre 2 y 14 um, son ricas en proteina en razén de su enriquecimiento con las células
bacterianas del proceso fermentacién y su digestidén es facilitada por la degradacién previa de
los componentes de la pared celular de la macroalga (Cruz-Sudrez et al., 2008). El uso de SCD
como alimento potencial en sustitucién parcial de biomasa de microalgas se ha demostrado con
éxito en la alimentacién de crustaceos (Uchida y Murata, 2002) y moluscos (Pérez Camacho et
al., 2004; Tanyaros y Chuseingjaw, 2014). Entonces, la produccién de detritos a partir de
macroalgas, recursos marinos subexplotados, como Ulva lactuca y U. clathrata, puede ser una
alternativa en la busqueda una fuente de proteina, de bajo costo y alto valor agregado en la

alimentacion del camardn (Cruz-Suarez et al., 2008).

2.3 Sistemas acuicolas de integracion multitréfica (IMTA)

El desarrollo de sistemas acuicolas de integracién multitréfica (IMTA por sus siglas en inglés) se
ha propuesto como una alternativa pionera para afrontar los desafios relacionados a la
acuicultura moderna (Abreu et al., 2009). Un sistema IMTA consiste en el cultivo de especies
acuicolas de diferentes niveles tréficos y con funciones complementarias en el ecosistema, para
aprovechar las interacciones sinérgicas entre especies, lo que permite que los desechos y

alimentos no consumidos de una especie sean utilizados como fuente de nutrientes y alimento



18

para las otras especies en niveles tréficos mas bajos (Chopin et al., 2001; Neori et al., 2004). Esta
practica de acuicultura se basa en un principio muy simple: "la solucidn a la desnitrificaciéon no
es la dilucion, sino la extraccion y conversién a través de la diversificacién" (Chopin et al., 2012).
El concepto IMTA es extremadamente flexible, lo importante es que los organismos se elijan de
acuerdo a sus funciones complementarias en el ecosistema, asi como su valor econémico

(Barrington et al., 2010).

Estos sistemas se fundamentan en la combinacidn de la acuicultura alimentada (por ejemplo,
peces o camarones) con la acuicultura extractiva, que utiliza nutrientes inorganicos (algas
marinas u otra vegetacién acuatica) y organicos (consumidores de materia organica en depdsito
0 en suspension). En principio, estos sistemas fueron disefiados como una alternativa viable
para la sostenibilidad ambiental (bio-mitigacion del impacto sobre los ecosistemas), la
estabilidad econdmica (con mejoras en la produccién, disminucién de costos, diversificacion de
productos, reduccidn de los riesgos y creacion de nuevos empleos en comunidades costeras y
rurales) y la aceptacion social (con mejoras en prdcticas de gestiéon, normas regulatorias y
apreciacion de productos diferenciados y seguros) (Ridler et al., 2007; Chopin et al., 2010; Xunta
de Galicia, 2012; FAO, 2013). En la practica, esta alternativa es elegida principalmente para
reducir los costos de cultivo a través de la disminucién de las pérdidas residuales y para
aumentar los ingresos de la actividad gracias a la diversificacidon de la produccion (Ridler et al.,

2007; Troell, 2009).

2.3.1 Cultivos multitréficos para el manejo de la calidad del agua

Existen numerosos estudios que justifican el efecto positivo de los cultivos multitréfico respecto
a los sistemas de monocultivo, los cuales se han enfocado en analizar el rol y la eficiencia de las

especies filtrantes en los sistemas de cultivo para la remediacién del agua residual.

En particular, el ostidn Crassostrea sp. tiene la capacidad de disminuir el exceso de nutrientes,
metales pesados, fitoplancton, asi como inhibir los procesos de eutroficacién, al utilizarlo como

biofiltro en los sistemas de cultivo de camardn (Astriana, 2012). La integracion del ostion del
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Pacifico Crassostrea gigas con cultivos de dorada Sparus aurata redujo en aproximadamente de
7% la deposicidn organica en el agua (Ferreira et al., 2012). Jones y Preston (1999) evaluaron el
cultivo de Saccostrea commercialis en el agua residual de camarones de cultivo extensivo y
observaron una disminuciéon de los sélidos suspendidos totales de 49% y con mas efectividad a
mayor densidad de ostiones. En un sistema de recirculacién de agua, se ha observado que para
alcanzar una remediacion de particulas de mas de 80%, el agua tiene que pasar 4 veces por el
tratamiento de los ostiones (Jones et al., 2002). Al contrario, se ha demostrado que en un
sistema integrado con camardén y algas marinas (sin moluscos), los sélidos sedimentables

pueden aumentar de 26 a 52% (Brito et al., 2014a).

Por otro lado, el cultivo de macroalga en los sistemas IMTA permite mejorar la calidad del agua,
particularmente reducir la concentracién de compuestos inorgdnicos disueltos en el agua. Se ha
visto que cultivar la macroalga Gracilaria birdiae en un sistema multitréfico con P. vannamei
puede contribuir a la eliminacion de nitrégeno total y amonio (Brito et al., 2014b). Ulva fasciata
y G. birdiae mejoran la calidad del agua después de cinco dias de cultivo con una reduccién de
mas del 98% de amonio y 62.1% de fosfato (Castelar et al., 2015). Estas mismas algas eliminaron
93% de nitritos y de 94% a 97% de nitratos del agua residual de los camarones (Raposo et al.,
2013). Igualmente, la presencia de U. clathrata en cocultivo con camardn café Farfantepenaeus
californiensis resulta en una buena calidad de agua con bajo contenido de nitrédgeno y fésforo
(Pefa-Rodriguez et al., 2017). En un estudio de un sistema multitréfico integrado de camarén
Penaeus japonicus, ostién Saccostrea commercialis y macroalga Gracilaria edulis, se demostrd
una mejora en la calidad del agua por la reducciéon de particulas en suspensién (12%) vy
compuestos inorganicos (28% en nitrégeno total, 14% en fésforo total) respecto a un sistema de

monocultivo de camaron (Jones et al., 2001).

En las practicas comunes de monocultivos se hace un recambio promedio de agua de 10% diario
para reducir el amonio, nitrégeno total, fésforo total, potasio y clorofila A, y asi mejorar la
calidad del agua y proporcionar un buen ambiente de cultivo, lo que contribuye a mejorar el

rendimiento productivo del sistema (Liu et al., 2014). Se ha descrito que el cultivo de U.
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clathrata permite cultivar el camardn café Farfantepenaeus californiensis con bajo recambio de
agua (10% semanal) (Pena-Rodriguez et al., 2017) y que un sistema de recirculacion de agua
tratada por biorremediacién con U. lactuca no presenta diferencias significativas en la
concentracion de compuestos de nitréogeno y fosfato comparado con sistemas de recambio con
agua limpia (Elizondo-Gonzdlez et al., 2018). Por lo tanto, U. lactuca y U. clathrata se presentan
como unas especies deseables para la biorremediacidon de aguas residuales en sistemas IMTA

(Elizondo-Gonzalez et al., 2018).

2.3.2 Cultivos multitréficos para el control microbiolégico

Ademas de disminuir la concentracion de sélidos suspendidos y compuestos inorgdnicos de la
columna de agua, se encontrd en un sistema multitréfico con P. japonicus, S. commercialis y G.
edulis, que los ostiones tienen la capacidad de disminuir un 30% la presencia de bacterias en el
agua residual y que no se presentan diferencias significativas en el conteo de bacterias totales a
la salida de los tanques de macroalga (Jones et al., 2001, 2002). Al contrario, en un estudio de
cocultivo de abuldn juvenil Haliotis discus hannai con Gracilaria textorii se observé un nivel de
bacteria total mas alto que en el sistema de monocultivo, sin embargo, se detectd que la
presencia del alga, sin o con alimento peletizado, permitié mantener bajos los niveles de Vibrio
total, especialmente, V. alginolaticus y V. logei, y observar ademds cambios en los tipos de
colonias bacterianas presentes en el cultivo (Pang et al., 2006). También se concluyé que
cultivar Gracilaria birdiae y G. domingensis en un sistema biofloc con P. vannamei puede
contribuir a una menor densidad de Vibrio y reducir la densidad de cianobacterias en presencia

del virus de la mancha blanca (WSSV) (Brito et al., 2014a; b).

Por otro lado, las algas marinas se consideran como un recurso natural importante en la
industria farmacéutica debido a sus propiedades antiviral, antimicrobiana y capacidades
inmunoestimulantes (Freile-pelegrin y Morales, 2004; Maftuch et al.,, 2012; Castelar et al.,
2014). Se encontré que sus metabolitos secundarios son recursos prometedores para el
desarrollo de estrategias de control ecolégico para las enfermedades del camardn (Ortiz et al.,

2006; Cruz-Suarez et al., 2008; Selvin et al., 2011). Mas que en cocultivo, las algas o fracciones
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de estas, se han evaluado como componentes nutracéuticos incluidos en los alimentos (Castro
et al., 2004), observandose que a bajos niveles de inclusién en el alimento (menos de 8%)
presentan efectos positivos ante patégenos en camarones de cultivo (Cruz-Sudrez et al., 2009).
Los metabolitos secundarios de Ulva fasciata rociados sobre el alimento estimularon los
factores de defensa no especificos del camardn contra agentes patdgenos: redujo el conteo
total de hemocitos comparado a un control infeccioso con una mezcla de bacteria, eliminé 88%
de las células de Vibrio, e incremento la tasa de fagocitosis hasta 6% después de una hora
(Selvin et al., 2004). También se ha descrito el incremento en la actividad inmune y la resistencia
a las vibriosis en el camardn Fenneropenaeus chinensis por el efecto de los extractos de
polisacaridos de Sargassum fusiforme incluidos en el alimento (Huang et al., 2006). La
administracion oral de fucoidan crudo extraido de Sargassum polycystum inhibié el crecimiento
de Vibrio harveyi, Staphylococcus aureus y Escherichia coli a concentraciones minimas de
inhibicién y encontraron que esos extractos también disminuyeron el impacto de la infeccién
por el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en Penaeus monodon (Chotigeat et al.,
2004). Ademas, se ha reportado que la alimentacién del camardn con un alimento que incluye
polisacaridos aislados de Acrosiphonia orientalis es efectiva en el control del virus de la mancha
blanca (WSSV) (Manilal et al., 2009). También, la administracion de fucoidan de Cladosiphon
okamuranus en el alimento inhibe la unidon de WSSV a las células del camardn P. japonicus, lo
que resulta en la prevencion de la infeccion por WSSV y permite una supervivencia del 77%

comparado al control sin inclusién de alga (0% de supervivencia) (Takahashi et al., 1998).

2.3.3 Productividad de los cultivos multitréficos

Los sistemas acuicolas de integracién multitréfica han demostrado un mejoramiento de la
productividad final, primero por la diversificaciéon de los productos finales y segundo, por las
ventajas reciprocas que encuentran los organismos en el sistema. Cuando P. vannamei esta
alimentado con U. lactuca como sustitucion de una dieta comercial, se ha constatado que se
puede ahorrar hasta un 50% de alimento sin generar una pérdida significativa en el rendimiento
de crecimiento del camardn (Pallaoro et al., 2016). Igualmente, se observd un mejor

crecimiento y supervivencia en el camardn Penaeus californiensis en presencia de las algas
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verdes Caulerpa sertularioides (Porchas-Cornejo et al., 1999). El mejillon Mytilus
galloprovincialis cultivado rio abajo a un lado de jaulas de peces presentd mayor longitud y peso
total comparado con los mejillones cultivados a 1 km rio arriba de la granja (Sara et al., 2011).
También, cultivado en agua residual de camardn, el ostidon Saccostrea commercialis presenta
una tenencia de mayor crecimiento comparado con su cultivo en agua limpia (Jones et al.,
2002). Finalmente, las macroalgas en los sistemas IMTA también tienen una mejor
productividad. La comparacion de 3 especies de algas verdes, rojas y cafés en sistemas IMTA
con peces, demostré que las clordfitas son las especies que presentan el crecimiento mas
rapido, ademds, sus mayores tasas de absorcion total de nitrogeno amoniacal promueven la
produccién de altos niveles de proteina en sus tejidos (Castelar et al., 2015; Ashkenazi et al.,
2018). El cultivo de Gracilaria sp. mostré un mejor rendimiento si se encuentra cerca de jaulas
de cultivo de salmon (Abreu et al., 2009) y cuando esta cultivada en el agua residual de camaron
P. japonicus (Jones et al.,, 2002). Entonces, los efluentes del cultivo de camardn son
considerados como una buena fuente de nutrientes para el cultivo de las macroalgas, que
permiten también mejorar su valor comercial debido al aumento de compuestos fendlicos,
flavonoides y carotenoides, como se observd en el alga roja Kappaphycus alvarezii cultivada con

el camaron blanco P. vannamei (La Macchia Pedra et al., 2017).

Los sistemas acuicolas de integracidn multitréfica permiten maximizar el flujo de nutrientes,
mejorar el control microbiolégico y en consecuencia directa aumentar la productividad. Por otro
lado, la inclusién de detritos o SCD de macroalgas en la alimentacién del camardn tiene un alto
potencial en el desarrollo de alimentos de costo bajo y tiene un efecto positivo sobre la salud
animal. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema acuicola de integracion multitréfica (IMTA) con
P. vannamei y un especie con capacidad de biorremediacién de alto valor comercial (C. gigas y
Ulva sp.) y la inclusién de esta macroalga como ingrediente funcional en el alimento de camardn
y del ostidn presenta como una alternativa viable para enfrentar los desafios actuales y

contribuir a desarrollar una acuicultura productiva y sostenible en México.
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3. JUSTIFICACION

Los sistemas de monocultivo de camardn presentan grandes retos para continuar con su
crecimiento debido a brotes de enfermedades emergentes, a la contaminacién del medio
ambiente, y la creciente demanda de alimentos balanceados. El desarrollo de sistemas acuicolas
de integracion multitrofica (IMTA) con especies de alto valor comercial representa una

alternativa potencial para el desarrollo de una acuicultura productiva y sostenible en México.

Este proyecto de tesis se enfocé en desarrollar, optimizar y evaluar la eficiencia de un sistema
IMTA para el cultivo de camardn blanco Penaeus vannamei, con el ostion japonés Crassostrea
gigas y una macroalga Ulva sp., con la finalidad de mejorar la productividad a través de la
maximizacion del uso de nutrientes y del mejoramiento del control microbiolégico respecto a

sistemas de monocultivo.
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4. HIPOTESIS

Si es posible integrar el cultivo intensivo de camardn Penaeus vannamei con cultivos de ostion
Crassostrea gigas y de macroalga Ulva sp., ademas de utilizar la macroalga como alimento para
los organismos; entonces, el sistema acuicola de integracién multitréfica (IMTA) permitira una
mayor productividad mediante una mejor utilizacion de nutrientes y control microbioldgico

respecto a sistemas tradicionales de monocultivo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar, optimizar y evaluar la eficiencia de un sistema multitréfico (IMTA) para el cultivo de
camaron Penaeus vannamei, ostion Crassostrea gigas y macroalga Ulva sp., en términos de

rendimiento productivo, disminucidn de efluentes y control microbiolégico.

5.2 Objetivos particulares

1) Evaluar la capacidad del ostién y las macroalgas para la remocidon de nutrientes en el
agua residual de cultivo intensivo de camarén.

2) Evaluar el uso de detritos de macroalga como alimento para camardn y ostién.

3) Evaluar el efecto antiviral de la macroalga en el sistema IMTA contra el virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) en el camarodn.

4) Evaluar la productividad y la dindmica de flujo de nutrientes del sistema de cultivo

integrado multitréfico IMTA.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Objetivo 1: Evaluar la capacidad del ostion y las macroalgas para la remocidn de nutrientes
en el agua residual de cultivo hiper-intensivo de camarén

Con este objetivo se determiné si el ostion C. gigas y las macroalgas U. lactuca y U. clathrata,
pueden usar los nutrientes residuales de los efluentes de un cultivo de camardn P. vannamei

para su propio crecimiento y biorremediar el agua del cultivo.

6.1.1 Ensayo 1: Capacidad del ostion para la remocion de los nutrientes en un sistema IMTA
ostidon-camaron y efecto en la microbiota digestiva de ambas especies

6.1.1.1 Sistemas experimentales

Se disefaron tres sistemas (Figura 2):

° Sistema intensivo de monocultivo de camardn (CM): 155 camarones P. vannamei de 0.44
10.01 g de peso promedio inicial (PI), se colocaron en tanques de 600 L (equivalente a 200
camarones.m™). Fueron alimentados dos veces al dia (10:00 a.m. y 2:00 p.m.) con un alimento
comercial Purina® de 39% de proteina y 8% de lipidos. Se inicié con una tasa de alimentacién del
10% de la biomasa y se ajustd la dosis diaria a saciedad con base en los restos de alimento no

consumido.

° Sistema de monocultivo de ostiones (OM): 10 ostiones C. gigas de peso vivo promedio
inicial de 1.55 +0.01 g, se colocaron en bolsas 15 x 15 cm de malla plastica de 5 mm vy se
cultivaron en tanques de 600 L. Se alimentaron una vez al dia, con 10 litros de microalgas

Chaetoceros calcitrans a una concentracion de 1.25 x10° células.mL™.

° Sistema de cocultivo de camarones con ostiones (CO): 155 camarones y 10 ostiones (de
misma talla y peso que los sistemas CM y OM), fueron colocados en una bolsa de malla de

plastico, se cultivaron juntos en tanques de 600 L como sistema de cocultivo de camardn y
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ostion (CO). Los camarones se alimentaron de la misma manera que por el sistema CM vy los

ostiones no se alimentaron.

Las condiciones de todos los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 29 £0.5°C, con un
nivel de oxigeno disuelto superior a 4 mg.L™, un fotoperiodo de 12:12h de luz:oscuridad. El
recambio de agua se realizé semanalmente al 20%. El ensayo se proceso por triplicado y duré 30

dias.

Monocultivo de ostion
(Om)

Monocultivo de camaron
(cm)

Cocultivo de camarény
ostion (CO)

oy
AN

i

=),

155 organismos P10.44+0.01 g
Alimento comercial Purina®

155 camarones P10.44 +0.01 g
10 ostiones PI 1.55+0.01 g
Alimento comercial Purina®

10 ostiones P 1.55+0.01 g
Alimento microalgas C. calcitrans

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Nutrientes Nutrientes Nutrientes Nutrientes
:g Microbiologia Microbiologia Microbiologia Microbiologia
‘© Sélidos suspendidos
c .
< Metagendmica
Zootecnia

& Recuperacion agua residual CM

Figura 2. Diagrama de los sistemas experimentales IMTA con camardén y ostion.

6.1.1.2 Agua residual

Cada 3 dias, se tomaron muestras de agua y se almacenaron congeladas a -20°C hasta su analisis
por métodos espectrofotométricos, de acuerdo a Murphy vy Riley (1962) para fosfato, Koroleff
(1969) para amonio y Garcia-Robledo et al. (2014) para nitritos y nitratos. Los resultados se
expresaron en ppm. Cada semana, se tomaron muestras de agua y se sembraron en placas Petri
con medio de agar marino 2216 para evaluar la carga bacterias marinas heterotroficas totales y

medio de agar TCBS (citrato tiosulfato biliar sacarosa) para evaluar la carga de Vibrio. Los
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recuentos se realizaron después de 48 horas de incubacién a 28°C y se expresaron en ufc.mL™.
Durante la ultima semana de cultivo, se determind el volumen de particulas sedimentables

totales (mL.L™) con conos Imhoff, en los tres sistemas.
6.1.1.3 Parametros zootécnicos

Al final del ensayo, se calculd la productividad de los ostiones — supervivencia, peso final (PF) y
ganancia de peso (GP) —y la productividad de los camarones — supervivencia, PF, GP, consumo
individual (Cl), tasa de crecimiento especifica (TCE), factor de conversion de alimentacién (FCA)

cuyas ecuaciones son las siguientes:

Ecuacion (1) Ecuacion (2) Ecuacion (3) Ecuacion (4)
. PF —PI 100 Cl = Consumo total TCE = InPF —InPI 100 FCA = GP
== " "~ Namero de individuos "~ Dias % T Cl

6.1.1.4 Comunidades bacterianas digestivas

Al final del ensayo, se tomaron muestras de intestino de 8 camarones y la glandula digestiva de
2 ostiones de cada triplicado en cada sistema, se colocaron en 1.5 ml de etanol al 96% y se

almacenaron a -20°C hasta analisis.

Los tejidos se homogeneizaron con pistilo estéril y se incubaron en 400 uL de buffer de lisis
(NaCl 100 mM, Tris 50 mM, EDTA 100 mM, SDS 1%) y 10 pL de proteinasa K (20 mg.L™) durante
1h a 60°C. Después de la lisis, se afiadieron 200 uL de NaCl 6 M, la mezcla se agité y se colocd en
hielo durante 10 min. Cada muestra se centrifugd durante 10 minutos a 12,000 g a 25°C. El
sobrenadante se transfirid en tubos con 1 mL de etanol absoluto y se centrifugd (10 min, 12000
g, 25°C). Posteriormente, se afiadié 1 mL de etanol al 70% en el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente (10 min, 12000 g, 25°C). Las muestras se secaron durante 20 minutos en un
concentrador vacio (Speed Vac) y se diluyeron en agua libre de nucleasas (100 pL). La
concentracion de ADN se cuantificd con el fluorémetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, 168

3rd Ave, Waltham, MA 02451, EE. UU.) y la calidad se evalué mediante electroforesis en geles
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de agarosa al 1%, se tiid con colorante de acido nucleico de diamante (H1181, Promega,
Madison, WI, EE. UU.) y se visualizé bajo luz UV. El ADN de cada muestra se diluy6 en agua libre
de nucleasas para obtener una concentracién de 5 ng.uL™, que se utilizé para realizar una PCR
dirigida a la regidon hipervariable V3 del gen ARNr 16S. Las bibliotecas de cada muestra se
prepararon de acuerdo con el protocolo de Illumina, Parte # 15044223 Rev. B. Para las
reacciones de PCR, los cebadores utilizados (en minusculas) para V3 con adaptadores salientes
(mayusculas) fueron 16S-V3_338f (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG acy cct
acg ggr ggc agc ag) y 165-V3_533r (GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G tta ccg
cgg ctg ctg gca c). Las amplificaciones se realizaron de acuerdo con las siguientes condiciones:
un ciclo a 95°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de 95°C durante 30 s, 60°C durante 30 s y
72°C durante 30 s, y un ciclo final de 72°C durante 5 min. Los amplicones de PCR se purificaron
con perlas magnéticas AMPure XP. Se agregaron indices de Illlumina para cada muestra con una
segunda PCR a 95°C durante 3 minutos, seguido de ocho ciclos de 95°C durante 30 s, 55°C
durante 30 sy 72°C durante 30 s, y un ciclo final de 72°C durante 5 min. Los productos de PCR se
limpiaron con perlas y los amplicones se cuantificaron en fluordmetro Qubit. Los amplicones de
PCR finales se agruparon en proporciones equimolares y se ajustaron a 4 nM para dilucién a 2
pM, se cargaron en una celda de flujo de salida media y se secuenciaron en la plataforma

Illumina MiniSeq (2x 150 pb) en el laboratorio de gendmica y bioinformatica del CIBNOR.

Las secuencias se depositaron en el NCBI Short Read Archive con el numero de acceso del
Bioproyecto: PRINA594718. Los archivos FASTQ resultantes se recortaron mediante el paquete
de software MOTHUR v1.35.1 con calidad minima Q25 y longitud minima de 200 pb (Kozich et
al., 2013). Se eliminaron los errores de PCR mediante el script screen.seqgs y las secuencias
quiméricas con el algoritmo VSEARCH. Se realizé la alineacidn y la identificacidn de las unidades
taxondmicas operativas (OTU, por sus singlas en inglés), y las secuencias de cada muestra
recibieron asignacién taxondémica (a nivel de filo, o hasta género si era posible) con un 97% de
confianza mediante SILVA-based bacterial reference alignment y RDP training set (v.9) (Quast et
al., 2013). La diversidad alfa se calculé con el método de estimacion inversa de la diversidad de

Simpson mediante el comando summary.single. La diversidad beta en matriz tridimensional se
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determiné mediante un enfoque basado en vectores propios por lo cual se utilizé el analisis en

coordenadas principales (PCoA) basadas en la medida de disparidad de Yue y Clayton (thetayc).

6.1.1.5 Prediccion funcional de bacterias

Las secuencias de cada tratamiento se agruparon con la base de datos de Greengenes con una
identidad del 97% (version 13 8 99). Los OTU con amplicones superpuestos, duplicados y
quimeras se eliminaron mediante screen.seq. La tabla OTU se normalizd y se utilizd para
obtener las predicciones funcionales metagendmicas a diferentes niveles jerarquicos (1, 2 y 3)
de la enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG, por sus siglas en inglés) mediante el uso
del programa bioinformatico PICRUSt (Langille et al., 2013). Las abundancias relativas de las vias
KEGG, los promedios, la relevancia biolégica RB y su significancia (P-value) se calcularon con el

software STAMP (Parks et al., 2014).

6.1.1.6 Analisis de los datos

Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la homocedasticidad con
la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R version 3.3.0. Los datos se sometieron a
una ANOVA de un factor: tipo de cultivo; seguido, en caso de corresponder, de una prueba de

comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).

6.1.2 Ensayo 2: Capacidad de las macroalgas para la remocién de los nutrientes del agua
residual de cultivo hiper-intensivo de camarén

6.1.2.1 Sistemas experimentales

Se disefiaron dos sistemas para cada macroalga (Figura 3):

° Sistema de monocultivo de macroalgas fertilizadas (AF): Las algas marinas U. lactuca y U.
clathrata se colectaron en la bahia de La Paz, Baja California Sur, México, y se cultivaron en
condiciones controladas. Los esporofitos se propagaron en tanques de 750 L provistos de un

difusor de aire de 3 pulgadas y se fertilizaron con medio f2 (Guillard, 1975) a una concentracién
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constante de 0.5 ppm de nitrégeno en el agua con sin metasilicato de sodio. Para el ensayo, se
colocaron 2.0 +0.1 g (peso humedo) de cada alga en recipientes de 250 mL, con el mismo

método de fertilizacion, durante 7 dias.

° Sistema de cultivo de macroalgas en el agua residual de camarones (AR): El agua residual
del monocultivo de camarones (CM) fue colocada en recipientes de 250 mL en los cuales se
incorporaron U. lactuca o U. clathrata (2.0 £0.1 g peso humedo) durante 7 dias. Se realizé el

100% de recambio diario de agua residual.

Las condiciones de los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 29 +0,5°C, con un nivel
minimo de oxigeno disuelto de 4 mg.L™, un fotoperiodo de 12:12h de luz:oscuridad. El recambio
de agua se realizé6 a 100% diario con agua marina fertilizada o agua residual de camarodn,

respectivamente. El ensayo se procesé por triplicado y durd 30 dias.

Monocultivo de camaron Cultivo de Macroalgas
(CM) de 4 semanas en el agua residual de camarones (AR)
-« f . . 2 > l A‘ “ )
=G Recuperacion del agua residual Al
& 7 deCM W7
Monocultivo de Macroalgas (AF) PI2.010.1g

Sin fertilizacion

) Recambio diario con agua residual
1%
Y Dial 2 3 4 5 6 7

P12.0+0.1g Nutrientes Crecimiento
Fertilizacién con medio f2

Figura 3. Diagrama de los sistemas experimentales IMTA con camardn y macroalgas U. lactuca y
U. clathrata.
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6.1.2.2 Agua residual y crecimiento de las macroalgas

Para ambos macroalgas y tratamientos, se tomaron muestras de agua a 30 minutos, 1h y 3h
después de cada recambio de agua con agua residual. El amonio, nitrito, nitrato y fosfato en el

agua, fueron medidos por métodos espectrofotométricos descritos en la seccién 0.

Al final del experimento, el alga se colocé en un papel absorbente para retirar el exceso de
agua. Se pesod con una balanza de precision 0.01 g para determinar su peso humedo vivo y

evaluar su crecimiento.

6.1.2.3 Analisis de los datos

Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la homocedasticidad con
la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R version 3.3.0. Los datos se sometieron a
una ANOVA de dos factores: especie de macroalga y tipo de fertilizacidn; seguido, en caso de

corresponder, de una prueba de comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).

6.2 Objetivo 2: Evaluar el uso de detritos de macroalga como alimento para camardn y ostion

Con este objetivo se evalud el efecto de la inclusion de detritos a base de macroalga Ulva
lactuca (seleccionada a partir de los resultados del objetivo anterior) sobre la contribucidon
nutricional en el crecimiento, la actividad digestiva y las comunidades microbianas digestivas del

camaron Penaeus vannamei y del ostidn Crassostrea gigas.

6.2.1 Ensayo 1: Crecimiento, actividad digestiva y microbiota intestinal de P. vannamei
alimentado con detritos de Ulva lactuca como ingrediente funcional

6.2.1.1 Produccion de los detritos de Ulva lactuca

La produccion U. lactuca resulté de un cultivo AF de 21 dias, descrito en la seccion 0. El alga se

cosechd y se lavd con agua dulce en una relacién 1:2 p/v para la remocién de posibles epifitos y
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otros contaminantes. Posteriormente, se secé 12 h en un horno de conveccién a 50°C y se

pulverizd 15 min en licuadora.

Los detritos de U. lactuca se produjeron por medio de un tratamiento enzimatico asociado a un
proceso de fermentacion basado en el método de Felix y Pradeepa (2012). Se mezcld la harina
de alga con agua destilada 1:10, se ajusté el pH entre 4.8 y 5.5, y se adiciono 5% p/v de celulasa
(Celluzyme®, ENMEX S.A. de C.V., México), y se agité a 50 rpm 1 hora a 55°C para la digestidon
enzimatica. Después de bajar la temperatura de la mezcla a 35°C, se agregaron Lactobacillus
plantarum (D-Gelac®, Biomiral, México) y Saccharomyces cerevisiae (Safmex®, Lesaffre, México)
a una concentracion final de 1 x10” ufc.mL™ cada uno. Se adicionaron a la mezcla 1% de azucar,
harina de soya y almidén para promover la fermentacidon anaerdbica. Se incubd durante 48
horas a 35°C en agitacién constante de 50 rpm. La melaza obtenida se secé en horno a 60°C
durante 24 horas a 20% de humedad y se mantuvo a 4°C en bolsas refrigeradas hasta la

preparacién de los alimentos para los camarones.
6.2.1.2 Formulacion y evaluacion de los alimentos experimentales

Se formularon alimentos experimentales con los detritos de U. lactuca a un nivel de inclusion
del 10 y 20% (DLac10 y DLac20, respectivamente), y un alimento control sin la inclusién de
detritus de algas (C). Todos los alimentos se formularon para cumplir con los requisitos
nutricionales del camardén, mediante el ajusto de las proporciones de harina de pescado (-8% v -

15% respectivamente) y trigo (-21%) en la férmula (Tabla 5).
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Tabla 5. Composicién de los alimentos experimentales (g.kg™).

Ulva lactuca

Ingredientes

C DLac10 DLac20
Harina de pescado ! 195 180 167
Harina de soya 2 315 315 315
Harina de trigo 3 407.5 3225 3225
Lecitina de soya 4 40 40 40
Aceite de pescado ! 25 25 25
Grenetina > 10 10 10
Premix vitamina minerales ° 5.3 5.3 5.3
Vitamina C’
Cloruro de colina ® 1 1
Antioxidante BHT 8 0.2 0.2 0.2
Detritos Ulva lactuca 100 200

! Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV, Jalisco, MX; * Promotora industrial acuasistemas SA de CV (PIASA), Baja California
Sur, MX; * Molino San Cristébal, Sonora, MX; * Suministros AZ, Baja California Sur, MX; 5 Knox, Estado de México, MX; ®Mezcla de
vitamina y minerales: Vit. A, 4000 1U/g; B1, 24,000 mg/kg; B2, 16,000 mg/kg; DL Ca pantotenato, 30,000 mg/kg; B6, 30,000
mg/kg; B12, 80 mg/kg; K3, 16,000 mg/kg; D3, 3200 1U/g; E, 60,000 mg/kg; H, 400 mg/kg; niacina 20,000 mg/kg; acido félico,
4000 mg/kg ; Co 2000 mg/kg; Mn, 16,000 mg/kg; Zn, 40,000 mg/kg; Cu 20,000 mg/kg; Fe, 1 mg/kg; Se, 100 mg/kg; | 2000 mg/kg.
Sigma Aldrich, Missouri, US; ” Rovimix Stay C 35%, DSM, Heerlen, NL; 8 Sigma Aldrich, Missouri, US.

Para la elaboracion de los alimentos, se mezclaron todos los ingredientes secos, se agregaron
los ingredientes liquidos y agua tibia (60°C), y se homogeneizaron. La mezcla se paso a través de
un molino de carne de troquel equipado con un dado con orificios de 2 cm de didmetro. Los

pellets se secaron a 40°C durante 12 h, y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Se realizaron andlisis de composicidon proximal de la harina de U. lactuca, de su detrito y de los
alimentos procesados de la siguiente manera: proteina cruda (Tecator, 1987), lipidos (Tecator,
1983), cenizas (AOAC, 1997, método 942.05), fibra cruda (AOAC, 1997, método 962.09) y
humedad (AOAC, 1997, método 930.15). El extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculé por

diferencia a 100% de los porcentajes obtenidos de proteina cruda, lipidos, fibra cruda y cenizas.

6.2.1.3 Ensayo de alimentacidon

Durante 30 dias, cada alimento experimental se evalud por triplicado en tanques de fibra de
vidrio de 50 L con 10 camarones P. vannamei cada uno, con 0.177 +0.015 g de peso promedio

inicial (P1). Cada tanque contd con aireacién constante (oxigeno disuelto > 4 mg.L"), control de
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temperatura (calentadores de titanio de 100W, 29.3 +0.2°C), de pH (7.8 £0.1), y se llend con
agua marina limpia (38.5 +0.4%) filtrada a 1 um vy esterilizada por luz UV. Los tanques se

colocaron bajo un fotoperiodo de luz:oscuridad 12:12 h.

Los camarones fueron alimentados con una tasa inicial de 10% de biomasa y posteriormente se
alimentaron ad libitum. La cantidad de alimento diaria se dividi6 en dos raciones
proporcionadas a las 10:00 y 14:30. Los restos de alimento se evaluaron en porcentaje 2 horas
después de la alimentacion. La tasa de alimentacion se ajustd diariamente para cada tanque de
acuerdo con el consumo. Las heces, los restos de alimento y las mudas se eliminaron mediante

sifoneo, con un recambio diario de agua del 40%.

6.2.1.4 Parametros zootécnicos

Después de 30 dias, el rendimiento productivo del camarén se evalué por medio de:
supervivencia, peso final (PF), ganancia de peso (GP), consumo individual (Cl), tasa de
crecimiento especifica (TCE), factor de conversion de alimentacién (FCA), para los cuales las

ecuaciones fueron descritas en la seccion 0.

6.2.1.5 Actividad enzimatica digestiva

Al final de la prueba de alimentacién, se tomaron muestras de hepatopdncreas de 8 camarones
de cada tratamiento, se pesaron y se congelaron a -20°C para determinar la actividad enzimatica
de la tripsina, la quimotripsina, la lipasa y la amilasa. Las muestras de hepatopdncreas (0.15
10.02 g) se homogeneizaron con 5 veces su peso en buffer Tris HCI 50 mM CaCl, 20 mM a pH 8.
Los homogeneizados se centrifugaron durante 10 minutos a 18,000 g a 4°C. El sobrenadante se
recuperd en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se almacend a -80°C hasta el analisis. Los

homogeneizados se diluyeron en agua destilada (1:40).

El contenido de proteinas se determind de acuerdo con Bradford (1976) y se usé para la

normalizaciéon de la actividad enzimatica especifica. Las actividades enzimaticas especificas de la
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tripsina y de la quimotripsina se analizaron segun la metodologia descrita por Erlanger et al.
(1961), mediante el uso de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) para tripsina y succinil-
(Ala)-2-pro-phe-pnitroanilida (SAPNA) como sustrato para quimotripsina. Las unidades de
tripsina y quimotripsina corresponden a la cantidad de enzima para hidrolizar 1 umol de BAPNA
y SAPNA, respectivamente. Ambas actividades especificas se expresaron en unidades por
miligramo de proteina (U.mg™ proteina). Adicionalmente, se calculd la relacién amilasa/tripsina

(A/T).

La actividad de la lipasa se determind mediante el método descrito por Nolasco-Soria et al.
(2018), mediante el uso de B-naftilcaprilato como sustrato, a pH 6.5, 25°C y 10 minutos de
incubacién. La absorbancia se midié a 540 nm y se usd una curva estandar de B-naftol, para
medir el B-naftol liberado equivalente. Una unidad de lipasa corresponde a la cantidad de

enzima requerida para hidrolizar 1 umol de B-naftilcaprilato por minuto.

La actividad de la amilasa se determind mediante el método descrito por Vega-Villasante et al.
(1993), mediante el uso de almidén como sustrato, a pH 6.5 y 5 minutos de incubacion. La
absorbancia se midié a 550 nm y se usé una curva estandar de glucosa, para medir la glucosa
liberada equivalente. Una unidad de amilasa corresponde a la cantidad de enzima requerida

para liberar 1 umol de glucosa equivalente por minuto.

6.2.1.6 Comunidades bacterianas digestivas

Se colocaron muestras del intestino de 8 camarones de cada tratamiento en 1.5 ml de etanol al
96% y se conservaron a -20°C hasta el analisis de la secuencia del ADN ribosomal 16S, tal como
fue descrito en la seccidn 0. Las secuencias se depositaron en el NCBI Short Read Archive con el

numero de acceso al Bioproyecto: PRINA631855.

Las secuencias FASTQ se analizaron utilizando el software MOTHUR v1.35.1 (Kozich et al., 2013)

como se describid en la seccion 0.
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6.2.1.7 Prediccion funcional de bacterias

Las secuencias de cada tratamiento se analizaron como se describio en la seccion 0.

6.2.1.8 Analisis de los datos

Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la homocedasticidad con
la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R version 3.3.0. Los datos se sometieron a
una ANOVA de un factor: porcentaje de inclusidon de detritus de U. lactuca; seguido, en caso de

corresponder, de una prueba de comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).

6.2.2 Ensayo 2: Contribucidn nutricional de los detritos de U. lactuca en el crecimiento y la
actividad digestiva de C. gigas

6.2.2.1 Produccion de los detritos de Ulva lactuca

La biomasa de U. lactuca provino de un cultivo integrado con jurel Seriola rivoliana. El sistema
consistié en un sistema cerrado de recirculaciéon de agua con dos tanques de 5,000 L, uno con
peces y otro con macroalga para biorremediar el agua. Después de dos semanas de cocultivo, el

alga se cosechd, lavd, secd y pulverizé como fue previamente descrito en la seccién 0.

Los detritos de U. lactuca se produjeron segun el método descrito en la seccién 0 con algunas
modificaciones. No se realizdé fermentacion, ya que después de una prueba previa se observo
una mortalidad rdpida de los ostiones con los detritos después de fermentar. La mezcla se filtré
a través de una malla de 25 um. El liquido recuperado se mantuvo a 4°C para alimentar diario
los ostiones durante una semana. Cada semana se produjo un nuevo lote de detritos, de los
cuales, se realizd un conteo celular en cdmara Neubauer y se secaron 10 mL en horno a 40°C
con el fin de determinar el peso seco de la produccion. Adicionalmente, el detrito filtrado se
secé y se recubrié con oro por ionizacidon a 40 mA durante 35 s (Desk.11, Denton Vacuum Inc.,
Moorestown, NJ, EE. UU.). Se tomaron fotografias de microscopia electrénica (Hitachi s-3000 N
High Technologies, Japén) con aumento 5000x para estimar el tamafio promedio de las

particulas. La imagen de microscopia electrénica se analizé con el software Imagel®; La escala se
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ajusté con el comando “Analyse/Set Scale”, de acuerdo con la escala de la fotografia
microscopica. Luego, la imagen se modificd de la siguiente manera: “Image/Type/8-bit”,
“Image/Adjust/Brightness& Contrast” con el parametro “Auto”, “Adjust/Threshold” con los
parametros predeterminados, B&N y dark background, “Process/Binary/FillHoles”. Finalmente,
se determind el tamafio de particula mediante el comando “Analyse/Analyse Particles”, se
exportaron los valores del drea de los detritos a un archivo Excel y se estimé el didmetro de

cada particula.

6.2.2.2 Disefio y evaluacion de los regimenes de alimentacidn experimentales

La dieta control (DO) fue con la microalga Chaetoceros calcitrans proporcionada por el
Laboratorio de fitoplancton en CIBNOR, y cultivada con el medio f2. Se realizaron conteos
celulares diarios en cdmara Neubauer (previamente se cuantificé en peso seco de la microalga
de acuerdo al conteo) y se ajustd el subministro de alimento para guardar las proporciones de
microalga:detrito en base seca. Las dietas experimentales se formularon mediante la siguiente
sustitucidn progresiva 25%, 50%, 75% y 100% del peso seco de la microalga con el detrito de U.

lactuca (denominadas a continuacién D25, D50, D75 y D100 respectivamente).

Se realizaron analisis de composicién proximal de la harina de U. lactuca, de su detrito y de la

microalga de conformidad con lo descrito en la seccion 0.

6.2.2.3 Ensayo de alimentacidén

Durante 35 dias, cada dieta se evalud por cuadruplicado en 10 ostiones C. gigas con 3.4 +0.6 g
de peso vivo promedio inicial (PVI), 0.09 +0.01 g de peso seco inicial (PSl) y 3.8 #0.3 cm de
longitud inicial (LI) repartidos en bolsas 15 x 15 cm de malla plastica de 5 mm y colocados en
tanques de 70 L. Cada uno de los tanques se llené con agua marina limpia (38.5 0.4 g.L'™")
filtrada (1 um) y esterilizada por luz UV y fueron provistos de aireaciéon constante (oxigeno
disuelto > 4 mg.L'), control de temperatura (calentadores de titanio de 100W, 21.2 +0.7°C) y un
pH promedio de 7.6 +0.6.
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6.2.2.4 Parametros zootécnicos

Después de 35 dias, el rendimiento del ostién se determind de acuerdo con los siguientes
pardmetros: supervivencia, peso vivo final (PVF), peso seco final (PSF), longitud final (LF),
ganancia de peso seco (GPS), tasa de crecimiento especifica (TCE), de conformidad con las
ecuaciones que estan descritas en la parte 0, y con el indice de condicion de Lawrence y Scott
(1982):

Ecuacion (6)

BSF
PVF-PC

ILS =

6.2.2.5 Isétopos estables, contribucion de los nutrientes en el crecimiento y tiempos de
residencia elemental en los tejidos.

Antes de empezar el ensayo, se tomaron muestras del manto de 7 ostiones. Durante el
experimento, se muestred los mantos de 3 ostiones por tratamiento los dias 5, 7, 14, 21y 28 y
de 5 ostiones el dia 35, antes de ser alimentados. El manto de cada ostion se limpid por
enjuague con agua dulce. Las muestras de macroalgas U. lactuca, detritos de U. lactuca,
microalgas y manto de ostiones se secaron a 60°C y se molieron manualmente en un mortero

para obtener un polvo fino y homogéneo.

El analisis de isotopos estables se realizé de acuerdo con el método descrito por Gamboa-
Delgado, et al. (2011). Brevemente, los lipidos en las muestras se extrajeron con el fin de
estandarizar las lecturas de los is6topos de carbono, los cuales presentaron valores 6§°C muy
bajos en los lipidos. Para este fin, las muestras de material molido se suspendieron en una
solucién 50:50 de cloroformo-metanol durante 2 h. Las muestras se trataron con solvente dos
veces, se secaron al horno (60°C hasta peso constante), se homogeneizaron nuevamente y
mantuvieron en un desecador (Beaudoin et al., 2001). Se dejé una serie de muestras sin tratar
para interpretar los resultados en los valores de 615N. Las muestras pesaron (1 mg £ 0.1 mg) y
se envasaron en microcapsulas de estaio (D1008; Elemental Microanalysis Ltd., Okehampton,

Reino Unido) y estas a su vez se organizaron en microplacas tipo ELISA. Los anadlisis elementales
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e isotopicos se realizaron como se describe en Gamboa-Delgado y Vay (2009). Los resultados
isotopicos se expresaron en notacion delta (8), que se definid como desviaciones en partes por
mil (%o) de los valores §2C y §"°N de los materiales de referencia estandar (beelemita Pee Dee y
nitrégeno atmosférico, respectivamente). Las mediciones repetidas de un estandar de
calibracién indicaron que la precision del instrumento (SD) fue de 0.15 %o (6'3C) y 0.08 %o
(6"°N). Una vez obtenidos los datos isotdpicos y elementales, se aplicé un modelo de mezclado
isotépico de 2 fuentes y 1 isétopo (Phillips y Gregg, 2001) para estimar las proporciones
relativas de carbono y nitrégeno en la dieta que contribuyeron al crecimiento de los camarones
y que se originan del detrito de U. lactuca o de la harina de pescado. Por medio de las dietas
control (DO y D100) se estimaron las diferencias isotépicas (factores de discriminacién isotépica)
de los camarones alimentados solo con harina de pescado como fuente de proteina y solo con
detritos de U. lactuca después de alcanzar el equilibrio isotdpico. Para obtener una estimacion
de la contribucidn relativa del nitrogeno y carbono derivados de ambos ingredientes al
crecimiento de los detritos y harina de pescado, los valores promedio de isétopos estables
duales para cada tratamiento y cada camardn se corrigieron a través de los factores de
discriminacion isotdpica. Se calcularon y compararon las distancias euclidianas entre los valores
isotépicos duales del detrito de U. lactuca, de la harina de pescado y de los camarones de cada
tratamiento de los animales experimentales, los valores isotépicos obtenidos en cada
tratamiento fueron incorporados al modelo de mezclado isotdpico. También se calculé la
contribucidn relativa de materia seca aportada por cada fuente de alimento. Las contribuciones
de materia organica estimadas se obtuvieron al corregir respecto a la concentracidon elemental
(C y N) de cada fuente de alimento y mediante la ecuacidn propuesta por Fry (2006). Los
cambios isotdpicos determinados en diferentes tiempos se integraron en un modelo
exponencial que asocia el crecimiento y el tiempo (Hesslein et al., 1993) (Ecuacidn 6). El modelo
permite obtener la magnitud de la tasa de cambio isotépico en relacidn con el crecimiento (k) y
la tasa de renovacion metabdlica (m). C, es el valor isotépico en equilibrio con el nuevo
alimento, Cy el valor isotépico al inicio del ensayo y C el valor isotdpico en el tiempo t. El
pardmetro m es desconocido y se estimd por medio de regresidn no lineal iterativa. Por medio

de la integracion de los pardmetros k y m en la ecuacién 7 (MacAvoy et al., 2005), se estimé el
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tiempo medio de residencia en tejido (tsp), es decir, el tiempo necesario para reemplazar la

mitad del carbono o nitrégeno estructural en tejido muscular después de consumir una nueva

dieta.
Ecuacion (7) Ecuacion (8)
C=0Cp+(Co—Cle t+me g In2
m+k

Se estimaron las proporciones relativas de carbono y nitrégeno en la dieta que contribuyeron al
crecimiento de los ostiones y que se originan o del detrito de U. lactuca o de la microalga. Se
tomaron como valores control las diferencias isotdpicas de los ostiones alimentados solo con la
microalga y solo con detritos de U. lactuca después de alcanzar el equilibrio isotdpico. Para
obtener una estimacién de la contribucion relativa de la materia seca al crecimiento de los
detritos y microalga, los valores promedio de isétopos estables duales para cada tratamiento y

cada ostion se corrigieron a través de los factores de discriminacidn isotépica.

6.2.2.6 Actividad enzimatica digestiva

Al final de la prueba de alimentacién, se tomaron muestras de la glandula digestiva de 3
ostiones por tratamiento, se pesaron y se conservaron a -80°C hasta realizar los andlisis de

actividad enzimatica digestiva.

En tubos de 2 mL se colocaron las glandulas digestivas con agua destilada (dilucién 1:10), y se
homogeneizaron en un fastprep-24 (MP Biomedicals) durante 2 ciclos de 30 segundos a
30,000g, seguido de una centrifugacion a 15,000g durante 15 minutos a 5°C. Se separd el

sobrenadante para determinar la actividad de la proteasa, aminopeptidasa, lipasa y amilasa.

El contenido de proteina y las actividades especificas de la lipasa y de la amilasa se

determinaron como se describid en la seccion 0.

La actividad de la proteasa se determindé mediante el método descrito por Kunitz (1947),

mediante el uso de caseina como sustrato, a pH 6.5, 25°C y 60 minutos de incubacién. La
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absorbancia se midié a 280 nm y se uso el coeficiente de extincién molar de la tirosina. Una
unidad de proteasa corresponde a la cantidad de enzima requerida para liberar 1 umol de

tirosina por minuto equivalente.

La actividad de aminopeptidasa se determind segun Maroux et al. (1973), mediante el uso de L-
leucina-p-nitroanilida como sustrato, a pH 6.5, 25°C y 10 minutos de incubacién. La absorbancia
se midid a 405 nm y se utilizé el coeficiente de extincion molar de p-nitroanilida. Una unidad de
aminopeptidasa corresponde la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 1 umol de L-

leucina-p-nitroanilida por minuto.

Las actividades especificas se expresaron en U.mg'1 de proteina.

6.2.2.7 Analisis de los datos

Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la homocedasticidad con
la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R version 3.3.0. Los datos se sometieron a
una ANOVA de un factor: porcentaje de substitucion de microalga por detritos; seguido, en caso

de corresponder, de una prueba de comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).

6.3 Objetivo 3: Evaluar el efecto antiviral de la macroalga en el sistema IMTA contra el virus
del sindrome de la mancha blanca (WSSV)

Con este objetivo se determind si existe un efecto inmunoestimulante del detrito de Ulva
lactuca incluido en el alimento del camardn P. vannamei contra el virus de la mancha blanca

(WSSV, por sus siglas en inglés).

6.3.1 Produccion de los detritos y formulacion de los alimentos experimentales

Ulva lactuca se cultivd, cosechd y procesd en detritos segun los métodos descritos previamente

en la seccion 0.
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Se evaluaron 3 tratamientos de alimentacién en camarones: un alimento de referencia (C), una
dieta constituida de 50% de alimento de referencia y Ulva lactuca fresca en cantidad ilimitada
(FLac) y un alimento con 20% de inclusidn de los detritos de U. lactuca en el alimento (DLac20).
El alimento control y el alimento con detritos se formularon para cumplir con los requisitos
nutricionales del camardn, mediante la sustitucion de las harinas de pescado y de trigo en la

formula (Tabla 6).
La elaboracién de los alimentos se realizé como fue descrito en la seccion 0. Se realizaron
analisis de composicidon proximal de la harina de U. lactuca, de su detrito y de los alimentos

procesados de acuerdo con los procedimientos descritos en la seccién 0.

Tabla 6. Composicién de los alimentos experimentales (g.kg™).

Ingredientes C DLac20
Harina de pescado ! 195 156
Harina de soya 2 315 315
Harina de trigo 3 407.5 246.5
Lecitina de soya 4 40 40
Aceite de pescado ! 25 25
Grenetina’ 10 1
Premezcla de vitamina y minerales 6 5.3 5.3
Vitamina C’ 1 0.2
Cloruro de colina ® 1 1
Antioxidante BHT ® 0.2 10
Detritos Ulva lactuca 200

,b,c,defgh
0 6%eh8N consultar Tabla 5

6.3.2 Ensayo de alimentacion

Los camarones sanos, P. vannamei se consiguieron en una granja local de camarones en
Hermosillo, Sonora, México. Antes de comenzar el experimento, los camarones se seleccionaron
al azar y se tomaron muestras de hemolinfa con una jeringa que contenia un anticoagulante en
proporcién 50:50 (Vargas-Albores et al., 1993). La mezcla se centrifugd 10 min a 100 rpm vy el

ADN del precipitado se extrajo siguiendo las instrucciones del kit de reactivo DNAzol®. Mediante
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gPCR se realizod la deteccion de WSSV mediante el uso de las instrucciones SYBR® Green PCR

Master Mix de la marca BioRad® para verificar que fueran libres de WSSV.

Cada tratamiento se evalud por triplicado. Se distribuyeron aleatoriamente 20 camarones P.
vannameij con 8.3 +0.9 g de peso promedio inicial (Pl) en tanques de fibra de vidrio de 50 L. La
temperatura y el oxigeno disuelto del agua marina limpia se mantuvieron a 29.3 £0.2°C y mayor

a4l mg.L'1 respectivamente.

Los camarones fueron alimentados con una tasa inicial de 10% de biomasa y posteriormente se
alimentaron ad libitum. La cantidad de alimento diaria se dividid en dos raciones
proporcionadas a las 10:00 y 14:30. Los restos de alimento se evaluaron en porcentaje 2 horas
después de la hora de alimentacién. Cada mafiana, la tasa de alimentacién se ajustd para cada
tanque de acuerdo con el consumo. Las heces, los restos de alimento y las mudas se eliminaron

mediante una bomba de agua.

6.3.3 Reto infeccioso

Para la realizacion del reto infeccioso, se realizé una titulacion de WSSV, utilizando un inéculo
viral obtenido a partir de organismos infectados naturalmente en una granja comercial del
estado de Sonora, México. La titulacién viral se realizd para obtener una DLsg /72 h. Se
evaluaron 3 concentraciones del inéculo de WSSV conteniendo 5.71 x10*, 5.71 x10° y 5.71 x10?
copias.uL™* (Wu et al., 2005; Escobedo-Bonilla et al., 2006), inyectando de forma intramuscular
con 50 pL a 6 camarones de 5 gr por concentracién. Se evalud la supervivencia, tiempo de
mortalidad y se confirmé la presencia del virus mediante qPCR, utilizando los primers VP28-
140Fw (5 -AGG-TGT-GGA-ACA-ACA-CAT-CAA-G-3') y VP28-140Rv (5’ -TGC-CAA-CTT-CAT-CCT-
CAT-CA-3') (Mendoza-Cano y Sanchez-Paz, 2013). De acuerdo a los resultados de supervivencia,
la concentracién de 5.71x10” copias.uL™ presenté una DL50 a las 72 h post-infeccién, por lo

tanto, fue seleccionada para el reto infeccioso.
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Una vez titulado el inéculo viral y después del periodo de alimentacion con los diferentes
tratamientos, se realizd una inyeccion intramuscular con 50 pL del inéculo de WSSV con
concentracion de 5.71x10° copias.puL™. Mientras tanto, los camarones de un triplicado con el
alimento de referencia fueron inyectados con 50 pL de solucién salina y conservados como

control negativo (C-) en oposicion al control infectado (C+).

6.3.4 Supervivencia, resistencia, parametros fisiolégicos y replicacion viral

La supervivencia se midié durante 7 dias post infeccién en 10 camarones por réplica. El indice
de mortalidad acumulada (ICA) se calculé (ecuacién 9) mediante la suma del nimero de
camarones muertos en cada intervalo de tiempo durante el periodo experimental de la
siguiente manera, donde D es el nUmero de camarones muertos en el momento respectivo x

(en dias). Cuanto mayor sea el valor de ICA, menor sera la resistencia al virus.

Ecuacion (9)

7
D
ICA = Z—
X
x=1

Mediante el uso del valor de ICA, se calculé la reduccion en mortalidad (%) de acuerdo al
método de Immanuel y Palavesam (2001). A las 0, 24 y 48 horas post infeccion (hpi), se
muestrearon 100 pL de hemolinfa de 3 camarones por réplica con una jeringa que contenia 100
uL de anticoagulante (Vargas-Albores et al., 1993). Se evaluaron los parametros fisioldgicos

siguientes: proteina, lactato, glucosa, triglicéridos y colesterol con los kits The Randox® assay.

6.3.5 Analisis de los datos

Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la homocedasticidad con
la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R versidn 3.3.0. Los datos se sometieron a
una ANOVA de un factor: forma del alga (fresca o detrito en el alimento); seguido, en caso de

corresponder, de una prueba de comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).
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6.4 Objetivo 4: Evaluar la productividad y la dinamica de flujo de nutrientes del sistema de
cultivo integrado multitréfico IMTA

Este objetivo final aund los resultados y las conclusiones obtenidas en los objetivos previos. Se
determiné la eficiencia de dos tipos de sistemas integrados multitréficos a través de la
productividad de los camarones, ostiones y macroalgas, asi como de la dindmica del flujo de

nutrientes y de las comunidades microbioldgicas en los sistemas disefados.

6.4.1 Produccion de los detritos y formulacién de los alimentos experimentales

Ulva lactuca se cultivé en agua residual de un cultivo de jurel, segin el método descrito en la
seccion 0. Se cosechd la biomasa de alga y procesdé su biomasa en detritos mediante la
combinacidn de los métodos descritos en las secciones 0y 0. En resumen, se mezclé la harina de
alga con agua destilada 1:10 y se aplicd un tratamiento acido (pH 2.0) por 1 hora en agitacién a
100 rpm a 40°C. Se ajusto el pH entre 4.8 y 5.5 y la temperatura a 55°C. Se adicioné 5% p/v de
celulasa y se agitd a 100 rpm 1 hora a 55°C para la digestidn enzimatica. La mezcla se filtré a
través de una malla de 25 um. El liquido recuperado se congeld a -4°C para alimentar diario los
ostiones. A la mezcla restante, se agregaron Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae
a una concentracién final de 1 x10” ufc.mL™ cada uno. Se incubé durante 48 horas a 35°C en
agitacién constante de 100 rpm. El producto final se secé en horno a 60°C durante 24 horas a
20% de humedad y se mantuvo a 4°C en bolsas refrigeradas hasta la preparacion de los

alimentos para los camarones.

Los alimentos control (C) y con 20% de detritos de U. lactuca como sustituto de harina de
pescado (DLac20), se formularon para cumplir con los requisitos nutricionales del camardn,
mediante la sustitucién de las harinas de pescado y de trigo en la férmula (Tabla 7) y se elaboré

como fue descrito previamente en la parte 0.
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Se realizaron analisis de composicidon proximal de la harina de U. lactuca, de su detrito (por
separado la parte liquida para el ostion y la mezcla para el camardén) y de los alimentos

procesados de acuerdo a los procedimientos descritos previamente en la seccidn 0.

Tabla 7. Composicion de los alimentos experimentales (g.kg™): control (C) y con 20% de detritos
de U. lactuca como sustituto de harina de pescado (DLac20).

Ingredientes C DLac20
Harina de pescado ! 220 176
Harina de soya 2 320 320
Harina de trigo 3 377.5 221.5
Lecitina de soya 4 40 40
Aceite de pescado ! 25 25
Grenetina’ 10 10
Premezclas de vitamina y minerales 6 5.3 5.3
Vitamina C’

Cloruro de colina ®

Antioxidante BHT ® 0.2 0.2
Detritos Ulva lactuca - 200

,b,c,defgh
06 % &8N consultar Tabla 5

6.4.2 Sistemas experimentales

Se disefiaron 2 sistemas IMTA con sus sistemas de monocultivo respectivos (Figura 4):

° Sistema IMTA sin detritos (IMTA): 150 camarones P. vannamei de 0.26 +0.01 g de peso
promedio inicial (Pl) se colocaron en tanques de 800 L (equivalente a 200 camarones.m?).
Fueron alimentados dos veces al dia (10:00 a.m. y 2:00 p.m.) con un alimento control. Se inicié
con una tasa de alimentacion del 10% de la biomasa y posteriormente se ajustd la dosis diaria
ad libitum con base a los restos de alimento no consumido. El siguiente elemento del sistema lo
constituye un tanque de 450 L con 15 ostiones C. gigas, de peso vivo inicial 0.55 +0.02 g y
longitud inicial 1.81 +0.02 cm, colocado en bolsas 15 x 15 cm de malla plastica de 5 mm. Se
alimentaron una vez al dia, con 16 litros de microalgas Chaetoceros calcitrans a una
concentracién de 1.25 x10° células.mL™. El ultimo tanque del sistema fue de 400 L con 100

10.02 g de biomasa inicial de macroalga U. lactuca.
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° Sistema IMTA con detritos (IMTA-D): 150 camarones P. vannamei de 0.26 +0.01 g de
peso inicial (Pl) se colocaron en tanques de 800 L (equivalente a 200 camarones.m™). Fueron
alimentados dos veces al dia (10:00 a.m. y 2:00 p.m.) con un alimento experimental en el cual se
incluyo 20% de detritos de U. lactuca como sustituto de harina de pescado (DLac20). Se inicié
con una tasa de alimentacion del 10% de la biomasa, la cual posteriormente fue ajustada ad
libitum con base en los restos de alimento no consumido. El siguiente elemento del sistema
constituye en un tanque de 450 L con 15 ostiones C. gigas, de peso vivo inicial 0.57 +0.05 g y
longitud inicial 1.82 +0.02 cm, colocados en bolsas 15 x 15 cm de malla plastica de 5 mm. Se
alimentaron una vez al dia, con 50% (equivalencia en peso seco) de detritos de U. lactuca y 50%
de microalgas Chaetoceros calcitrans a una concentracién de 1.25 x10° células.mL™. El ultimo

tanque del sistema fue de 400 L con 100 +0.02 g de biomasa inicial de macroalga U. lactuca.

° Sistema intensivo de monocultivo de camarones (CM): 150 camarones P. vannamei de
0.26 +0.01 g de peso inicial (PI) se colocaron en tanques de 800 L (equivalente a 200
camarones.m™). Fueron alimentados dos veces al dia (10:00 a.m. y 2:00 p.m.) con un alimento
control (C). Se inicié con una tasa de alimentacion diria del 10% de la biomasa y posteriormente

fue ajustanda ad libitum con base en los restos de alimento no consumido.

° Sistema de monocultivo de ostiones (OM): 15 ostiones C. gigas, de peso vivo inicial 0.56
10.06 g y longitud inicial 1.82 +0.03 cm, se colocaron en bolsas 15 x 15 cm de malla plastica de 5
mm y se cultivaron en tanques de 450 L. Se alimentaron una vez al dia, con 16 L de microalgas

Chaetoceros calcitrans a una concentracion de 1.25 x10° células.mL™.

° Sistema de monocultivo de macroalgas fertilizadas (AF): 100 +0.02 g de macroalga U.
lactuca se propagaron en tanques de 400 L provistos de un difusor de aire de 3 pulgadas y se
fertilizaron a una concentracion constante de 0.5 ppm de amonio en el agua complementada

con medio f2 (Guillard, 1975) sin metasilicato de sodio.
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Las condiciones de todos los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 29.3 £0.8°C, con un
nivel de oxigeno disuelto superior a 4 mg.L* y un fotoperiodo natural. En los sistemas
multitroficos, el agua residual se transfirid por gravedad entre cada tanque a un flujo promedio
de 45 L.h™* (135% recirculacién diaria) con una bomba sumergible en un tanque residual final
permitid obtener un sistema de recirculacidn cerrado. El recambio de agua se empezd con una
taza de 10% diario ajustandolo segun la carga en nutrientes en los sistemas de monocultivo

cuando fue necesario. El ensayo se procesé por cuadruplicado y duré 8 semanas.

IMTA sin detritos (IMTA) 45Lh*

150 camarones P10.26 +#0.01 g 15 ostiones P10.55+0.02 g Macroalga P 100+0.02 g
Alimento control Dieta microalgas C. calcitrans

Reservorio
con bomba

1
IMTA con detritos (IMTA-D) 45Lh

\;‘}, /i
o 3
S E
150 camarones P| 0.26 +0.01 g 15 ostiones P 0.57 +0.05 g Macroalga PI 100+0.02 g e 8
Alimento DLac20 Dieta D50 d §
x O
Monocultivo de camarén (CM)  Monocultivo de ostién (OM) Monocultivo de alga (AM)
& N
150 camarones P10.26 +0.01 g 15 ostiones P 0.56 +0.06 g Macroalga PI 100+0.02 g

Alimento control Dieta microalgas C. calcitrans Fertilizacién con medio f2

Figura 4. Diagrama de los sistemas experimentales IMTA con camardn y ostion.
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6.4.3 Agua residual

Semanalmente, se realizé un seguimiento de la concentracion en amonio, nitrito, nitrato y
fosfato por medio de kits API® con el fin de vigilar la calidad de agua en los sistemas y ajustar los
recambios de agua cuando fue necesario. También, se determind la concentracién en particulas

sedimentables totales (mL.L™") con conos Imhoff.

6.4.4 Productividad

Al final del ensayo, se calculd la productividad de los ostiones, de los camarones y de la

macroalga como previamente se describid en las secciones 0y 0.

6.4.5 Analisis de los datos

Considerando los resultados de composicidn, de crecimiento y de biorremediacién del agua, se
establecieron los flujos de nutrientes (N y P) en los sistemas IMTA de P. vannamei, C. gigas y U.
lactuca. Se verificd la normalidad de todos los datos con la prueba de Shapiro y la
homocedasticidad con la prueba de Bartlett, mediante el uso del software R versién 3.3.0. Los
datos se sometieron a una ANOVA de un factor: tipo de sistema de cultivo; seguido, en caso de

corresponder, de una prueba de comparacion multiple de Tukey (95% de confianza).
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7. RESULTADOS

7.1 Objetivo 1: Evaluar la capacidad del ostion y las macroalgas para la remocidn de nutrientes
en el agua residual de cultivo hiper-intensivo de camarén

7.1.1 Ensayo 1: Capacidad del ostion para la remocion de los nutrientes en un sistema IMTA
ostion-camardn y efecto en la microbiota digestiva de ambas especies

7.1.1.1 Calidad del agua

El agua de monocultivo de ostién (OM) presentd una carga de nutrientes significativamente

(P<0.05) menor que los otros dos sistemas durante los 30 dias de experimento (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion en (A) amonio, (B) fosfato, (C) nitrito y (D) nitrato en el agua de los
sistemas de monocultivo de camarén (CM), monocultivo de ostion (OM) y cocultivo (CO)
durante 4 semanas de cultivo.

En los tanques OM, los primeros 9 dias, las concentraciones de fosfato, amonio y nitrato
aumentaron hasta alcanzar una estabilidad con promedios de 3.7 0.2 ppm, 0.2 0.1 ppm y
107.2 8.4 ppm, respectivamente. Mientras que, la concentracion de nitrito aumenté

continuamente hasta niveles de 4.1 £0.4 ppm.
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Los nutrientes del agua de monocultivo de camarén (CM) y cocultivo (CO) mostraron
variaciones similares a lo largo de las etapas de cultivo (Figura 5). Al final del periodo
experimental, CO resulté en una mayor concentracion de fosfatos (11.0 £0.5 ppm) en agua en
comparacion con CM (9.1 £0.7 ppm). Con respecto a los niveles de nitrito y nitrato, ambos
fueron mas altos para CO durante la mayor parte del experimento, sin embargo, al final del
experimento, ambos sistemas terminaron con valores de concentracidn similares para los dos

metabolitos (37.7 +0.1 ppm y 360.0 +7.7 ppm, respectivamente).

En términos de particulas sedimentables totales en el agua, los resultados mostraron diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo (P<0.05); CM acumulé hasta 3 mL.L™, mientras que
CO resulté en 1.5 mLL™ y para OM, se registraron menos de 0.1 mLL™" de particulas

sedimentables en el agua (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciéon en particulas sedimentables totales en el agua de los sistemas de
monocultivo de camardén (CM), monocultivo de ostién (OM) y cocultivo (CO) después de 4
semanas de cultivo.

En el sistema OM, se realizd la estimacion de bacterias marinas heterotrdficas (agar marino
2216) y Vibrio (agar TCBS), observando en agar marino una disminucién en las unidades
formadoras de colonia (UFC) al final del experimento (semana 4) comparado con el valor al
inicio el experimento (semana 0) (Figura 7). El numero total de UFC en agar marino y TCBS fue

mas alta en el agua de CO durante la Ultima semana de cultivo, con promedios respectivos de
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2.4 x10° ufc.mL™y 2.2 x10* ufc.mL™, comparado con CM (1.6 x10° ufc.mL™ y 1.0 x10* ufc.mL™,

respectivamente).
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Figura 7. (A) Valor promedio de unidades formadoras de colonia en agar marino 2216 (bacterias
marinas heterotrdficas) y (B) agar TCBS (Vibrio sp.) en el agua de sistemas de monocultivo de
camaron (CM), monocultivo de ostion (OM) y cocultivo (CO) durante 4 semanas de cultivo.

La presencia del ostidn en el sistema de cultivo ocasiond cambios en la proporcién del color de
las colonias de Vibrio sp. obtenidas en agar TCBS a lo largo del experimento (Figura 8). En CM,

las colonias amarillas fueron dominantes, mientras que, a partir de la cuarta semana en OM y

CO dominaron las verdes.
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Figura 8. Proporcion del tipo de colonia bacteriana del género Vibrio sp. en agar TCBS en el agua
de sistemas de monocultivo de camardn (CM), monocultivo de ostion (OM) y cocultivo (CO)
durante 4 semanas de cultivo.

7.1.1.2 Parametros zootécnicos
Se observé un mayor peso promedio final de P. vannamei en el sistema de cocultivo (CO: 2.73

1+0.07 g) en comparacion con el monocultivo (SM: 2.47 +0.13 g) (p<0.1; Tabla 8). El FCA fue

menor para CO que para CM, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05).

Tabla 8. Parametros zootécnicos de P. vannamei en sistemas de monocultivo (CM) y de
cocultivo (CO).

(Y] co

Supervivencia (%) 94 +0.6 94 +0.3
Peso final PF (g) 2.47 +0.13° 2.73 +0.07 °
Ganancia de peso GP (%) 469 £38 514 £15
Biomasa (g) 361+16° 398 +11°
TCE 6.20 £0.23 6.48 £0.09
cl (g) 2.83 +0.04 2.93 +0.06
FCA 1.40 +£0.10 1.28 £+0.04

Ambos sistemas dieron como resultado una supervivencia del camaron del 94%, sin embargo, se

observoé una disminucién en la supervivencia de C. gigas (83 +4%) en el CO a partir del dia 27
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(Tabla 9). No se observo diferencia en el peso final en los ostiones al final del experimento entre

los tratamientos OM y CO (P>0 .05).

Tabla 9. Parametros zootécnicos del ostidon Crassostrea gigas en sistemas de monocultivo (OM)
y de cocultivo (CO).

oM co
Supervivencia (%) 100+0° 83+4°
Peso inicial PI (g) 1.55 +0.01 1.55 +0.01
Peso final PF (g) 1.61 +0.01 1.57 £0.01
Ganancia de peso GP (%) 4.03 +1.38° 1.20£1.51°

El estudio de las correlaciones demostrd que la mortalidad de los ostiones esta principalmente
correlacionada con las concentraciones de nitrito (-72.2%) y nitrato (-70.5%) en el agua del

sistema de cocultivo CO.

7.1.1.3 Comunidades bacterianas digestivas

Las comunidades bacterianas de las glandulas digestivas de los ostiones en CO demuestran la
mayor diversidad a (13.8 +3.5) mientras que las pertenecientes a OM resultan en la mas baja
(2.4 +0.5) (P<0.05). Para los camarones, la diversidad a no presentd una diferencia significativa

entre los sistemas de cultivo (P>0.05) (Figura 9A).
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Figura 9. (A) a-diversidad y (B) analisis de componentes principales (ACP) en 2 dimensiones de
la B-diversidad de las comunidades bacterianas en la glandula digestiva de C. gigas y en el
intestino de P. vannamei cultivados 30 dias en sistemas de monocultivo de ostién (OM), de
camaron (CM) y de cocultivo (CO).
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El andlisis de componentes principales (ACP) de la diversidad B (Figura 9B) revelé que las
muestras de microbiota intestinal de una misma especie y de un mismo sistema de cultivo se
agruparon, donde OM presentd la menor variabilidad. Los dos primeros componentes explican
el 84.6% de la variacion. El primer componente (Axis 1) estd correlacionado positivamente con
OTU de Rhodobacterales (90.2 +1.2%) y negativamente con los OTU de Sphingomonadales (91.3
+1.7%) y Rhizobiales (92.6%). Como los camarones presentaron mas Rhodobacterales y menos
Sphingomonadales y Rhizobiales que los ostiones, el Axis 1 separa las muestras de camarones
de las muestras de ostiones. El segundo componente estd correlacionado negativamente con
Bacteroidetes (73.0%), Gammaproteobacteria no clasificada (69.9%) y otras bacterias no
clasificadas (72.3%). Considerando que el ostion como el camardn de CO presenta una mayor

abundancia de Bacteroidetes, el Axis 2 permite diferenciar cada sistema de cultivo.

Los principales filos para ambas especies fueron, en orden descendente de abundancia:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Bacterias no clasificadas, Firmicutes vy

Verrucomicrobia (Figura 10).

Camardn Ostidn
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. Otros

. Proteobacteria - Alpha
. Proteobacteria - Gamma
. Proteobacteria - Otros
. Werrucomicrobia

0.50

Abundancia relativa

0.254

0.00

Cll'u'l CID CID DII'\-'I
Sistema de cultivo
Figura 10. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos en la glandula digestiva de C.
gigas y en intestino de P. vannamei cultivados 30 dias en sistemas de monocultivo de ostion
(OM), de camarén (CM) y de cocultivo (CO).
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Dentro de las Proteobacterias (59.2 +8.6% y 66.0 +7.6%, para camarones y ostiones
respectivamente), los Rhodobacterales Unicamente representados por la familia
Rhodobacteraceae y los Alteromonadales fueron mas abundantes en el intestino del camardn.
Los Caulobacterales, Rhizobiales, Rhodospirillales, Sphingomonadales fueron mas abundantes
en la glandula digestiva de los ostiones (Figura 11). En cuanto a los Bacteroidetes en camarones
(28.0 £10.8%) y ostiones (12.2 £5.1%), la mayor proporcion estuvo representada por el orden de
Flavobacteriales en el intestino de camarones (82.6 +4.3%) y en la glandula digestiva de los
ostiones (47.8 £7.4%) seguido de Sphingobacteriales. Finalmente, los ostiones presentaron mas
Firmicutes (3.56 +1.70%) y Verrucomicrobia (1.77 +0.88%) que los camarones (1.79 +1.02% y

1.01 +0.33%, respectivamente).
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Figura 11. (A) Abundancia relativa de Alphaproteobacteria y (B) Gammaproteobacteria en la
glandula digestiva de C. gigas y en el intestino de P. vannamei cultivados 30 dias en sistemas de

monocultivo de ostion (OM), de camarén (CM) y de cocultivo (CO).

Segun el sistema de cultivo, las comunidades bacterianas digestivas del camarén de CM y CO
diferian significativamente en la abundancia de los filos Chlamydiae (0.21 +0.12% y 0.08 +0.06%,
respectivamente) y Planctomycetes (0.41 +11% y 0.12 +0.11%, respectivamente). Se mostraron
pocas diferencias a nivel de orden: en el CO se observa una disminucidn de la abundancia de
Chlamydiales, Planctomycetales, Acidimicrobiales, Rhubrobacterales y Vibrionales totalmente

representados por la familia Vibrionaceae, en el intestino del camardn.
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Las comunidades bacterianas digestivas de los ostiones difirieron en abundancia relativa para
tres filos. Las Proteobacterias fueron menos abundantes en la glandula digestiva de los ostiones
de CO (60.2 +3.7%) comparado a los de OM (73.0 +2.3%), pero se observd una abundancia
significativamente mayor de Bacteroidetes y Verrucomicrobia (15.4 +4.3% y 2.4 +0.6%,
respectivamente) para los ostiones de CO en comparacién con el tratamiento OM (8.3 +2.7% y
1.0 +0.3% respectivamente). Sin embargo, dentro de varios filos hubo variacién en las
proporciones de varios érdenes bacterianos segun el sistema de cultivo. Los ostiones de OM
presentaron significativamente mas Sphingobacteriales, Bacillales, Sphingomonadales,
Thiotrichales (Piscirickettsiaceae) vy Vibrionales (Vibrionaceae) y menos Rhodobacterales
(Rhodobacteraceae), Flavobacteriales (principalmente Flavobacteriaceae), Verrucomicrobiales y

Puniceicoccales en comparacion con los ostiones de CO.

7.1.1.4 Prediccion funcional de comunidades bacterianas.

Se detectaron un total de 329 vias en la base de datos de ortélogos funcionales KEGG (KO). Las
secuencias relacionadas con el metabolismo para ostiones y camarones representaron
respectivamente el 52.8% y el 51.7% de las vias KEGG (nivel 1), seguido del procesamiento de
informacién genética (17.9% y 20.0%), el procesamiento de informacién ambiental (15.6% vy

15.3%), los procesos celulares (7.7% y 6.9%) y otras vias (5.9% y 6.0%).

En el caso de los camarones, 90% de las secuencias estaban relacionadas con 17 vias del nivel 2
(Tabla 10); 5 de ellos eran biolégicamente relevantes (P<0.05), 3 perteneciendo a las vias del

metabolismo del camardn y 2 a las vias de procesamiento de informacion genética.
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Tabla 10. Valores P (P-values), relevancia bioldgica (RB) y porcentaje de los OTU implicados en
las predicciones funcionales de programa bioinformatico PICRUSt de categorias KO de segundo
nivel de los datos metagendmicos de intestino de P. vannamei cultivados 30 dias en
monocultivo (CM) y en cocultivo con C. gigas (CO).

Fu‘nuon Funcidn nivel 2 RB P-values % de Ia's

nivel 1 secuencias
Metabolismo de aminoacidos K09105 0.47 2.87E-02 13.24
Metabolismo de carbohidratos K09107 0.02 0.69 9.17
Metabolismo energético K09102 0.02 0.62 6.09
Metabolismo cofactores y vitaminas K09108 0.01 0.98 4.40
Metabolismo Metabol?smo c.le'n.ucleétidos K09104 0.06 0.45 3.89
K09100 Zet?bol|§n;o I|p|d|ct<)) ||<-09103 o 0.53  1.64E-02 3.40

iosintesis de metabolitos secundarios

K09109+K09110 0.61  1.26E-02 3.02
Metabolismo xenobidtico K09111 0.01 0.72 2.77
Metabolismo de glicanos K09107 0.02 0.66 2.22
Familias enzimaticas K09181 0.09 0.33 1.91
Procesamiento de RepIicac.ifﬁn y Reparacién K09124 0.59  4.23E-02 8.33
informacién (PI) Traduccion KQ?lZ‘Zl 3 0.62 2.04E-02 5.54
genética k09120 Plegadq, cl.a,sn‘lcauon y degradacion K09123 0.02 0.65 3.21
Transcripcion K09121 0.02 0.65 2.57
Pl ambiental Transporte de membrana K09131 0.01 0.92 12.85
K09130 Transduccién de sefiales K09132 0.02 0.31 2.28
Proce;g;;zlomares Movilidad celular k09142 0.11 0.29 2.97

En el caso de los ostiones, 90% de las secuencias estaban relacionadas con 19 vias del nivel 2

(Tabla 11); 12 de ellas eran biolégicamente relevantes (P<0.05), 6 pertenecieron a las vias del

metabolismo del ostidon, 2 a las vias de procesamiento de informacidn genética, 2 a las vias de

procesamiento de informacién ambiental y 2 a las vias de procesos celulares.
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Tabla 11. Valores P (P-values), relevancia bioldgica (RB) y porcentaje de los OTU implicados en
las predicciones funcionales del programa bioinformatico PICRUSt de categorias KO de segundo
nivel de los datos metagendmicos de la glandula digestiva de C. gigas cultivados 30 dias en
monocultivo (OM) y en cocultivo con P. vannamei (CO).

Fu.nuon Funcion nivel 2 RB P-values % de Ia's
nivel 1 secuencias
Metabolismo de aminoacidos K09105 0.04 0.50 13.11
Metabolismo de carbohidratos K09101 0.42  4.10E-02 10.34
Metabolismo energético K09102 0.11 0.27 5.98
Metabolismo cofactores y vitaminas K09108 0.84  4.51E-03 4.52
Metabolismo Metabolismo Iipl'dicc.)lK.O9103 0.61  7.26E-03 3.68
K09100 Metabolismo xenobidtico K09111 0.87 2.09E-04 3.45
Metabolismo de nucleétidos K09104 0.37  3.56E-02 3.45
Biosintesis metabolitos secundarios
K09109+K09110 0.61  1.35E-02 3.11
Familias enzimaticas K09181 0.06 0.44 1.94
Metabolismo de glicanos K09107 0.22 0.12 1.89
Procesamiento de Replicac.if')n y Reparacién K09124 0.15 0.22 8.06
informacion (PI) Traduccion KF)?lZ?I 3 0.28 0.08 491
genética K09120 Plegadq, c!aIS|f|caC|on y degradacion K09123 0.49 1.14E-02 2.97
Transcripcién K09121 0.90 8.95E-05 2.23
Pl ambiental Transporte de membrana K09131 0.62 1.18E-02 11.71
K09130 Transduccién de sefiales K09132 0.84  5.26E-04 2.79
Procesos celulares Movilidad celular K09142 0.81 9.65E-04 4.06
K09140 Transportadores de iones K04040 0.01 0.75 1.01
Crecimiento y muerte celular K09143 0.01 1.28E-05 0.80

Si se considera el analisis de las principales predicciones funcionales del programa
bioinformatico PICRUSt (Figura 12), los camarones de cocultivo resultaron con una menor
proporcién de OTU implicados en el metabolismo lipidico y una mayor proporcién de OTU
implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios, metabolismo de aminoacidos,
replicacion y reparacion del ADN, comparado con los camarones de monocultivo. Los ostiones
de cocultivo presentaron menos OTU implicados en crecimiento y muerte celular, metabolismo
de cofactores y vitaminas, metabolismo lipidico, metabolismo xenobidtico, movilidad celular y
transduccion de seiiales; y mas OTU asociados la biosintesis de metabolitos secundarios,
metabolismo de nucledtidos y transcripcion del ADN, comparado con el sistema de

monocultivo.
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Figura 12. Proporcion de OTU (%) implicados en las predicciones funcionales del programa
bioinformatico PICRUSt de categorias KO de segundo nivel con relevancia biolégica significativa
de los datos metagendmicos (A) del intestino de P. vannamei y (B) de la glandula digestiva de C.
gigas cultivados 30 dias en sistemas de monocultivo de ostién (OM), de camardn (CM) y de
cocultivo (CO).
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Los resultados observados al segundo nivel de las predicciones funcionales dependen de
algunas vias metabdlicas especificas del tercer nivel con relevancia bioldgica significativa (Tabla

12 y Tabla 13).

Tabla 12. Categorias ortogonales KO de tercer nivel de las predicciones funcionales del
programa bioinformatico PICRUSt con valores P (P-values) y relevancia bioldgica (RB)
significativas con base a las comunidades bacterianas identificadas en el intestino de P.
vannameij cultivados 30 dias en sistemas de monocultivo de camardén (CM) y de cocultivo (CO)

con C. gigas.

Funcién nivel 2 Funcién nivel 3 RB  P-value
Metabolismo de Biosintesis de antibidticos tipo vancomicina K01055 0.53 1.67E-02
metabolitos secundarios | Biosintesis de unidades de azlcares policétidos K00523 0.50 2.17E-02
K09109+K09110 Biosintesis de ansamicinas K01051 0.41 4.41E-02

Metabolismo de la tirosina KO0O350 0.55 1.36E-02
Metabolismo de Metabolismo de D-glutamina y D-glutamato K00471 0.51 2.02E-02
aminodacidos K09105 Metabolismo de glicina, serina y treonina K00260 0.49 2.35E-02
Metabolismo de la histidina K0O0340 0.42 4.27E-02
Metabolismo de lipidos Metabolismo de esfingolipidos KO0600 0.54 1.52E-02
K09103 Biosintesis de acidos grasos insaturados K01040 0.51 2.02E-02
Metabolismo del dcido araquidénico KO0590 0.50 2.14E-02
Replicaciéony Reparacidn por escisidon de nucleétidos K03420 0.42 4.07E-02
Reparacion K09124 Proteinas de recombinacidn y reparaciéon de ADN K03400 0.40 4.76E-02

Tabla 13. Categorias ortogonales KO de tercer nivel de las predicciones funcionales del
programa bioinformatico PICRUSt con valores de P (P-values) y relevancia biolégica (RB)
significativas con base a las comunidades bacterianas identificadas en la gldndula digestiva de C.
gigas cultivados 30 dias en sistemas de monocultivo de ostién (OM) y de cocultivo (CO) con P.
vannamei.

Funcion nivel 2 Funcion nivel 3 RB  P-value
Crecimiento y muerte Via de se.ﬁalizacic’m p53 K04115 0.96 2.36E-05
celular K09143 Apoptosis K04210 0.96 5.08E-06

Ciclo celular KO4112 0.93 2.91E-06
Metabolismo cofactores y Metabolismo de la porfirina y la clorofila KO0860 0.92 3.85E-05
vitaminas K09108 Metabolismo de la vitamina B1 K0O0730 0.88 1.82E-04
Biosintesis de vitamina B5 y CoA KO0770 0.85 3.20E-04
Metabolismo lipidico Biosintesis de acidos grasos K00061 0.75 1.19E-03
K09103 Metabolismo de glicerolipidos KO0561 0.55 1.41E-02
Metabolismo de glicerofosfolipidos K0O0564 0.54 1.60E-02
Metabolismo del citocromo P450 KO0980 0.91 6.30E-05
Metabolismo xenobidtico Degradacidn de la caprolactama K00930 0.91 7.52E-05
K09111 Degradacidn del tolueno K00623 0.90 1.13E-04
Degradacidn del cloroalcano y cloroalceno K00625 0.72  3.99E-03
M. de nucledtidos K09104 Metabolismo de la pirimidina K00240 0.54 6.24E-03
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Biosintesis metabolitos Biosintesis de carotenoides KO0906 0.93 3.21E-05
secundarios Preniltransferasas K01006 0.67 6.60E-03
K09109+K09110 Biosintesis de terpenoides KO0900 0.53 2.50E-02
Transcripcion K09121 Factores de transcripcion K03000 0.79 1.29E-03

Magquinaria de transcripcion K03021 0.67 6.58E-03
Transduccién de sefiales Via de'stenallzauon de proteina quinasas activadas 092 3.81E-05
K09132 por mitogenos K0O4010

Sistema de dos componentes K02020 0.85 3.88E-04
Movilidad celular K09142 Quimiotaxis bacteriana K02030 0.88 1.64E-04

Montaje flagelar K02040 0.84 5.47E-04

7.1.2 Ensayo 2: Capacidad de las macroalgas para la remocion de los nutrientes del agua
residual de cultivo hiper-intensivo de camarén

7.1.2.1 Calidad del agua

Al inicio del experimento (t = 0 horas), se pudo observar una diferencia significativa (P<0.05)
entre los nutrientes provistos por el fertilizante inorgdnico f2 (AF) y por el agua residual (AR) del
monocultivo de camardn (Figura 13): respectivamente, amonio 3.63 ppm y 4.36 ppm, nitrato

388.7 ppm y 359.9 ppm fosforo 22.76 ppm y 15.03 ppm, nitrito 1.05 ppmy 37.57 ppm.
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Figura 13. Concentracion en (A) amonio, (B) fosfato, (C) nitrito y (D) nitrato en el agua de un
sistema de monocultivo de macroalgas U. lactuca y U. clathrata fertilizadas con medio f2 (AF) y
de un sistema de cultivo de macroalgas en el agua residual de camardn (AR) durante 3 horas.
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En ambos casos, no hubo diferencia de capacidad de biorremediacidon entre U. lactuca y U.
clathrata. En el sistema de algas fertilizado con f2 (AF), disminuye Unicamente la concentracion
en amonio hasta 0.49 +0.14 ppm. En el sistema de algas con agua residual (AR), se observa en 3
horas una biorremediacién de 32.5% de fosfato, 91.3% de amonio, 22.5% de nitrito y 51.3% de

nitrato (Figura 13).

7.1.2.2 Crecimiento de las macroalgas

En la Figura 14 se observa que U. lactuca crece mas que U. clathrata tanto con fertilizacién
inorganica asistida (AF) como con el agua residual (AR). El peso final de U. lactuca después de 7
dias de cultivo en AR alcanzé 3.57 +0.34 g, crecimiento significativamente mayor que con el
fertilizante inorganico (3.01 +0.13 g) o comparado con U. clathrata en ambos tratamientos de

agua de cultivo (2.30 £0.06 g).
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Figura 14. Peso final de Ulva lactuca y Ulva clathrata después de 7 dias en los sistemas de
monocultivo (AF) y cocultivo en el agua residual de camardn (AR).
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7.2 Objetivo 2: Evaluar el uso de detritos de macroalga como alimento para camardén y ostion

7.2.1 Ensayo 1: Crecimiento, actividad digestiva y microbiota intestinal de P. vannamei
alimentado con detritos de Ulva lactuca como ingrediente funcional

7.2.1.1 Composicion proximal de los detritos de U. lactuca y de los alimentos
El proceso de detritos permitidé recuperar la totalidad de la materia primaria y resultdé en un
incremento de 2 veces el contenido de proteina y 4 veces las concentraciones de lipidos con

respecto a la harina integral (Tabla 14). Por el contrario, se redujo el contenido de fibra cruda,

cenizas y extracto libre de nitrégeno (ELN).

Tabla 14. Composicion proximal de la harina y del detrito de U. lactuca.

Harina Detrito
Proteina (%) 11.0+2.1 22.6 +0.03
Lipidos (%) 1.0 0.1 4.1+0.3
Cenizas (%) 18.6 +0.1 15.4 +0.2
Fibra Cruda (%) 2.3+0.5 0.80 +0.1
ELN (%) 67.1 57.1

Segun la composicion quimica, los alimentos experimentales resultaron isoproteicos (34.9
+0.1%), con un contenido de lipidos entre el 8,2 y el 8,6% y con un aumento de cenizas con

respecto al nivel de inclusion de detritos (Tabla 15).

Tabla 15. Composicién proximal de los alimentos control (C) y experimentales con inclusion a
10% y 20% de los detritos de U. lactuca (DLac10 y DLac20).

C DLac10 DLac20
Proteina (%) 34.9 £0.02 34.9 £+0.01 35.0£0.01
Lipidos (%) 8.2 £0.03 8.4 £0.03 8.6 +0.08
Fibra Cruda (%) 0.9 £0.02 1.0 £0.03 0.8 £0.06
Cenizas (%) 8.010.01 9.7 £0.03 11.4 £0.06
ELN (%) 48.0 46.0 44.3

Energia (Kcal/g) 4.6 +1.0 44+1.1 4.31+0.5
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7.2.1.2 Parametros zootécnicos

La supervivencia del camardn fue superior al 93% en todos los tratamientos (Tabla 16) sin
diferencias significativas entre ellos. No se observaron diferencias significativas (P>0.05) para el
peso final (1.23-1.27 g), aumento de peso (594-607%), ingesta de alimento individual (1.32-1.35
g de alimento.camarén), tasa de crecimiento especifico (6.45-6.57%.dia™), y el factor de

conversion alimenticia (1.22-1.29) entre todos los tratamientos (Figura 15 y Tabla 16).
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Figura 15. Ganancia de peso (%) de P. vannamei alimentados durante 30 dias con un alimento
control con 0% de detritos (C) y alimentos con 10 y 20% de detritos de U. lactuca (DLac10 y
DLac20).

Tabla 16. Supervivencia, peso final (PF), tasa de conversién especifica (TCE), Consumo de
alimento (CA) y factor de conversién alimenticia (FCA) de P. vannamei alimentados durante 30
dias con un alimento control con 0% de detritos (C) y alimentos con 10 y 20% de detritos de U.
lactuca (DLac10 y DLac20).

CA

Alimentos  Supervivencia (%) PF (g) TCE (%.dia™) (g.camarén) FCA
C 97104 1.25 +£0.05 6.52 £0.13 1.32 £0.01 1.23 £0.04
DLac 10 100 £0.0 1.27 £0.05 6.57 £0.03 1.33£0.01 1.22 +0.01
DLac 20 93 +0.9 1.23 £0.05 6.45 £0.15 1.35+0.00 1.29 £0.07

7.2.1.3 Actividad enzimatica digestiva

En todos los tratamientos, los camarones presentaron un intervalo de concentracidon de
proteina en el hepatopancreas de 30.0 a 34.3 mg.mL'l, sin diferencias significativas entre los
tratamientos (P>0.05). No se observaron diferencias significativas (P<0.05) para la actividad

quimotripsina entre tratamientos (rangos de 1.9 a 2.3 U.mg™* de proteina).
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Los camarones alimentados con los alimentos DLacl0 y DLac20 presentaron actividades
enzimaticas especificas significativamente (P<0.05) mas altas de la tripsina (0.44-0.46 U.mg"
proteina), lipasa (9.1-10.5 U.pg™ proteina), amilasa (8.3-9.9 U.ug™ proteina) y relacién A/T
(20.6-21.6 x10°°) comparado con el alimento control (tripsina: 0.34 +0.01 U.mg™ proteina, lipasa:

7.3 £0.2 U.ug "’ proteina, amilasa: 5.6 +0.6 U.ug™ proteina, A/T: 16.8 1.5 x107°) (Figura 16).
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Figura 16. Actividad enziméatica (U.mg™ proteina) de la (A) tripsina, (B) quimotripsina, (C) lipasa
y (D) amilasa en el hepatopancreas de P. vannamei alimentados durante 30 dias con un
alimento control con 0% de detritos (C) y alimentos con 10 y 20% de detritos de U. lactuca
(DLac10 vy DLac20).

7.2.1.4 Comunidades bacterianas digestivas

Las comunidades bacterianas entre los tratamientos no mostraron diferencias significativas en
términos de diversidad alfa (Figura 17A). El ACP de la beta-diversidad presentd muestras
agrupadas por tratamiento, con baja variabilidad entre ellos, y su representacién en 3
dimensiones explicé un total de 50.1% de la variacién (Figura 17B). El primer eje esta
correlacionado positivamente (>80%) con OTU de la familia Rhodobacteraceae, mientras el
segundo eje esta negativamente correlacionado con OTU de esta misma familia (<-70%). El
tercer eje se correlaciond positivamente con OTU de la Caulobacteriaceae (>60%) vy

negativamente con los Vibrionaceae (<-60%).
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Figura 17. (A) a-diversidad y (B) analisis de componentes principales (ACP) en 3 dimensiones de
B-diversidad en el intestino de P. vannamei alimentados durante 30 dias con un alimento
control con 0% de detritos (C) y alimentos con 10 y 20% de detritos de U. lactuca (DLacl0 y

DLac20).

Independientemente del alimento, el filo mas abundante fue Proteobacteria, seguido de
Bacteroidetes, Verrucomicrobia y Actinobacteria (Figura 18). Con respecto al filo de
Proteobacteria, su abundancia relativa disminuyd en los camarones alimentados con DLac10 y
DLac20, con una mayor reduccion en la clase de Gammaproteobacteria. La clase
Alphaproteobacteria estuvo dominada por Rhodobacteraceae (Rhodobacterales), donde los
tratamientos con los detritos de U. lactuca mostraron una abundancia menor (78.2 y 73.5%,
DLac10 y DLac 20 respectivamente) que el control (82.1%). Los detritos en los alimentos
también aumentaron los Sphingomonadales, dominado por Sphingomonadaceae, abundancia

relativa en el intestino del camarén (1.1 y 4.4%) en comparacién con el control (0.55%).
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En términos del filo de Bacteroidetes, los intestinos de camardn de DLac20 presentaron una
abundancia relativa significativamente mayor (29.3%) en comparacién con DLac10 (10.5%) y con
el control (9.3%) (Figura 18). Los Bacteroidetes estaban dominados por el orden
Flavobacteriales (89,9%), representado principalmente por la familia Flavobacteriaceae. Dentro
de esta familia, los alimentos DLac10 y DLac20 condujeron a una disminucion de la abundancia
de los géneros bacterianos Tenacibaculum (0.5 y 0.4%, respectivamente) en comparacion con el

control (3.4%), y Lutimonas (0.02-0.04%) respecto al control (3.4 y 0.3%, respectivamente).
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Figura 18. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos en el intestino de P. vannamei
alimentados durante 30 dias con un alimento control con 0% de detritos (C) y alimentos con 10
y 20% de detritos de U. lactuca (DLac10y DLac20).

Dentro de las Gammaproteobacteria (Figura 19), los Vibrionales fueron representados
Unicamente por la familia Vibrionaceae, fueron el orden identificado mas abundante para el
control (38.3%) y disminuyd significativamente (P<0.05) en el intestino de los camarones
alimentados con DLac10 y DLac20 (10.4 y 9.0% respectivamente). En particular, Lucibacterium
sp. fue significativamente menos abundante en DLac20 y Allomonas sp. disminuyé con el nivel
de inclusion de detritos en la alimentacion. Ademas, los alimentos con detritos DLac10 y DLac20
disminuyeron la abundancia de Alteromonadales (0.1 y 2.3%) en comparacion con el control

(3.1%), y especialmente la inclusion de 20% de detritos (DLac20) disminuyé la abundancia
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relativa de Pseudomonadales, en particular Pseudomonadaceae (1.7%) comparado con el

control (6.2%).
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Figura 19. Abundancia relativa de las principales 6rdenes de Gammaproteobacteria en el
intestino de P. vannamei alimentados durante 30 dias con un alimento control con 0% de
detritos (C) y alimentos con 10 y 20% de detritos de U. lactuca (DLac10 y DLac20).

La abundancia relativa del filo Verrucomicrobia, dominada por el orden Verrucomicrobiales
(80.4%), también aumentd para los camarones alimentados con DLac20 (1.8%) en comparacion
con DLacl0 y C (0.5 y 1.0% respectivamente). Particularmente, los alimentos experimentales
generaron una mayor abundancia relativa de Rubritalea (33.4-12.5%) en comparacion con el
control (7.7%) y la inclusién de 20% de detritos de U. lactuca resultd en la abundancia relativa

de Haloferula (DLac20: 51.6%, DLac10: 44.4% vy C: 22.1%).

Se indujo un aumento del filo de Actinobacteria mediante la inclusion de 20% de detritos en el
alimento DLac20 (0.41%) en comparacién con 10% de inclusién DLac10 (0,17%) y tratamientos
de control (0,20%). El filo Actinobacteria estuvo dominado por el orden de Actinomycetales, que
estaban en mayor abundancia relativa en camarones alimentados con los alimentos con detritos
(DLac10: 79.0 y DLac20: 82.8%) comparado con el control (62.0%). La abundancia relativa del

orden Acidimicrobiales, representada por el género llumatobacter, mostré una disminucién
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significativa con los alimentos DLac10 y DLac20 (respectivamente: 7.5 y 10.1%) en comparacion

con el control (28.3%).

Finalmente, dentro de los filos menos representativos, los Firmicutes aumentaron en
abundancia relativa con los alimentos DLac10 y DLac20 (0.06 y 0.08%) en comparacion con el

control (0.05%).

7.2.1.5 Prediccion funcional de comunidades bacterianas.

Se detectaron un total de 329 vias de ortologia KEGG (KO). En todos los tratamientos, las
secuencias relacionadas con el metabolismo representaron el 50.5% de las vias KEGG (nivel 1),
seguido del procesamiento de la informacién genética (18.1%), el procesamiento de
informacién ambiental (15.3%), los procesos celulares (8.6%) y otras vias (7.5%). Mas del 90% de
las secuencias estaban relacionadas con las 18 vias mas abundantes del nivel 2 (Tabla 17); 6 de
ellos eran bioldgicamente relevantes (P<0.05) y pertenecian a las vias del metabolismo del

camaron.

Tabla 17. Categorias ortogonales KO de segundo nivel de las predicciones funcionales del
programa bioinformatico PICRUSt con valores P (P-values) y relevancia biolégica (RB)
significativas con base a las comunidades bacterianas identificadas en el intestino de P.
vannamei cultivados 30 dias con un alimento control con 0% de detritos y alimentos con 10 y
20% de detritos de U. lactuca.

Fu'nuon Funcidn nivel 2 RB  P-values % de Ia.s
nivel 1 secuencias
Metabolismo de aminoacidos K09105 0.91 4.22E-05 12.75
Metabolismo de carbohidratos K09101 0.74  5.53E-03 9.24
Metabolismo energético K09102 0.84  5.08E-04 6.13
Metabolismo de cofactores y vitaminas
K09108 0.40 0.08 4.15
Metabolismo Metabolismo lipidico K09103 0.81 1.16E-03 3.74
K09100 Metabolismo xenobidtico K09111 0.22 0.40 3.25
Metabolismo de nucledtidos K09104 0.14 0.65 3.21
Metabolismo de metabolitos secundarios
K09109 0.86  2.99E-04 3.06
Metabolismo de glicanos K09107 0.86  2.93E-04 2.17
Familias enzimaticas K09181 0.21 0.43 1.85
Procesamiento de | Replicacidon y Reparacion K09124 0.07 0.88 7.60
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informacidn Traduccion K09122 0.22 0.42 4.93
genética K09120 | Plegado, clasificacion y degradacion K09123 0.30 0.22 3.07
Transcripcion K09121 0.35 0.15 2.35

Procesamiento de | Transporte de membrana K09131 0.43 0.06 12.85
amlbni:)nrtr:Ial?OOQn13O Transduccidn de sefiales K09132 0.18 0.52 2.33
Procesos Movilidad celular K09142 0.25 0.32 3.96
celulares K09140 | Transportadores de iones K04040 0.14 0.67 1.01

Al considerar las principales predicciones funcionales del programa bioinformatico PICRUSt

(Figura 20), la inclusion de detritos de U. lactuca, resulté en una mayor proporcién de OTU

implicados en el metabolismo de aminoacidos, metabolismo de carbohidratos, metabolismo

lipidico y metabolismo de metabolitos secundarios (terpenoides y policétidos). Mientras que no

hubo diferencia significativa en el metabolismo energético y el metabolismo de glicanos con los

alimentos experimentales comparado con el control.
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Figura 20. Proporcion de secuencias (%) implicadas en las
programa bioinformatico PICRUSt de categorias KO de segundo
significativa de las comunidades bacterianas identificadas en

20% de detritos de U. lactuca.

predicciones funcionales del

nivel con relevancia bioldgica

el intestino de P. vannamei
alimentado durante 30 dias con un alimento control con 0% de detritos y alimentos con 10 y
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Los resultados observados al segundo nivel de las predicciones funcionales dependen de
algunas vias metabdlicas especificas al tercer nivel que presentaron relevancia bioldgica

significativa (Tabla 18).

Tabla 18. Categorias ortogonales KO de tercer nivel de las predicciones funcionales del
programa bioinformatico PICRUSt con valores P (P-values) y relevancia bioldgica (RB)
significativas con base a las comunidades bacterianas identificadas en el intestino de P.
vannamei alimentado durante 30 dias con un alimento control con 0% de detritos y alimentos
con 10y 20% de detritos de U. lactuca.

Funcion nivel 2 Funcion nivel 3 RB P-value

. Metabolismo de histidina K00340 0.75 8.08E-03
Metabolismo de

aminoacidos K09105 Enzimas relacionadas con aminoacidos K01007 0.73 1.15E-02
Metabolismo de arginina y prolina K00250 0.71 1.52E-02

Metabolismo de los Glucdlisis / gluconeogénesis KO0010 0.84 5.43E-04
carbohidratos K09101 Ciclo de citrato (ciclo de Krebs) KO0020 0.78 2.34E-03
Metaboh;(r;;ig;ergetlco Via de fijacion del carbono en procariotas K00720 0.82 8.37E-04
Metabolismo de glicanos Glicosil-transferasas K01003 0.84 5.06E-04
K09107 Biosintesis de lipopolisacaridos KO0540 0.68 1.54E-02
Metabolismo de lipidos Proteinas de biosintesis de lipidos K01004 0.88 8.80E-04
K09103 P Metabolismo de 4cidos grasos K01212 0.80 3.44E-03

Sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos KOO072 0.84 5.45E-04

Metabolismo de los Biosintesis de antibidticos tipo vancomicina K01055 0.83 7.94E-04
metabolitos secundarios | ;¢ o i de carotenoides k00906 0.81 2.36E-03

K09109
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7.2.2 Ensayo 2: Contribucion nutricional de los detritos de U. lactuca en el crecimiento, la
actividad digestiva y la microbiota intestinal de C. gigas

7.2.2.1 Estructura y composicion proximal de los detritos y de la microalga

La microscopia electrénica mostré el efecto de la predigestion sobre el tejido de U. lactuca

(Figura 21).

Figura 21. Fotos de microscopia electrénica de (A) Ulva lactuca y (B) detrito U. lactuca. Las
escalas estan representadas en cada fotografia.

Los detritos generados contuvieron 87.9% de sus particulas con tamafio entre 1y 10 um (Figura

22).
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Figura 22. Histograma de distribucion del tamafio de particula de los detritos de U. lactuca.

El proceso de filtracion de los detritos (25 pm) permitié una recuperacién de 64 +5% de la

materia primaria. En la composicion del detrito se observd un aumento significativo del
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contenido de lipidos, sin embargo, la microalga C. calcitrans contiene significativamente mas
lipidos (Tabla 19). El proceso de predigestién en este caso no incluyd fermentacion por lo que

no se observé un incremento en proteina en el detrito.

Tabla 19. Composicion proximal de la harina, del detrito de U. lactuca y de la microalga.

Harina Detrito Microalga

Proteina (%) 27.9 0.0 28.32 £0.5 25.2+0.3

Lipidos (%) 0.5+0.0 8.8 0.8 15.9 +0.5

Cenizas (%) 23.1+0.0 - 48.8 +1.5

Fibra Cruda (%) 1.6 0.1 - 10.1 +0.1
ELN (%) 46.9 - -

7.2.2.2 Parametros zootécnicos

La supervivencia del ostion fue de 100% en todos los tratamientos (Tabla 20). EI PVF, la LF, el
PSF, la TCE y el ILS no presentaron diferencia significativa para los tratamientos con 25 y 50% de
detritos de U. lactuca comparado con el control DO. La GPS (Figura 23) para D25 y D50 (89.3

+19.2 y 79.4 +17.2%) tampoco fue significativamente diferente respectivo al control (92.2

+15.3%).
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Figura 23. Ganancia de peso seco GPS (%) de C. gigas alimentados durante 35 dias con
diferentes proporciones de detritos de U. lactuca como substituto de microalga C. calcitrans.

Los ostiones alimentados con las dietas D75 y D100 presentaron todos los pardametros

zootécnicos significativamente inferiores a los del tratamiento control (P<0.05). El crecimiento
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de estos ostiones fue muy limitado, con una ganancia de peso de 34.2 £+9.6% y 13.4 £8.5%,

respectivamente.

Tabla 20. Supervivencia (Superv.), peso vivo final (PVF), longitud final (LF), peso seco final (PSF),
tasa de conversidn especifica (TCE) e indice de Lawrence y Scott (ILS) de C. gigas alimentados
durante 35 dias con diferentes proporciones de detritos de U. lactuca como substituto de
microalga C. calcitrans.

Dieta Superv. (%) PVF (g) LF (cm) PSF (g) TCE (%.dia™) ILS

DO 100 57%+0.6 4.4+0.4  0.17°+0.02 1.92+0.3 81.3%45.5
D25 100 56°+0.6 4.6+0.5 0.17°+0.02 1.87+0.3 78.9°+6.4
D50 100 59°+0.6 4.4+0.2 0.16°+0.01 1.7°+0.3 75.0%45.2
D75 100 52°40.4 4.1+0.5 0.12°+0.01 0.8°+0.2 59.8°+9.7
D100 100 48°+0.4 4.0+0.6 0.10°+0.01 0.3°+0.2 50.9°+7.9

7.2.2.3 Contribucion de los nutrientes en el crecimiento y tiempos de residencia elemental en
los tejidos.

Los detritos de U. lactuca y la microalga C. calcitrans mostraron valores isotépicos de §>N muy
diferentes (9.31 £0.24 y 3.18 +0.19%o, respectivamente). Ambas fuentes de alimentos tuvieron

una rapida influencia en los valores 6*°N en los ostiones para todos los tratamientos (Figura 24).
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Figura 24. Cambios en los valores de isétopos estables en nitrégeno provocados por la dieta de
C. gigas alimentados con diferentes proporciones de detritos de U. lactuca como substituto de
microalga C. calcitrans.

Por el contrario, los valores isotépicos de carbono del detrito de U. lactuca y la microalga C.
calcitrans fueron similares, respectivamente -19.1 £ 0.1 %o y -20.5 £ 0.2 %o. Debido a lo anterior,
no fue posible detectar tendencias de cambio isotdpico exponenciales en el manto de los
ostiones bajos los diversos tratamientos y los valores de §"°C entre los ostiones alimentados con

las diferentes dietas oscilaron entre -18.2 y -16.2 %eo.

A lo largo del experimento, los valores isotépicos de tejido de ostidn reflejaron los valores
isotopicos del detrito de U. lactuca y de la microalga C. calcitrans de acuerdo con el nivel de
inclusion de ambas fuentes de alimento; es decir con mas inclusion de detritos de la macroalga,
el valor isotépico de los ostiones se acercé mads al valor isotépico del detrito de macroalga
(Figura 24). Los ostiones alimentados con las dietas DO, D25 y D100 alcanzaron el equilibrio
isotopico al dia 21, mientras los de D50 lo alcanzaron mas rapido (14 dias) y los de D75 mas
tarde (28 dias). Al contrario de los valores §"°N, no se observé ningtin cambio exponencial en los

valores §"°C entre los tejidos de los ostiones alimentados con las diferentes dietas. Lo anterior
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se debid a una similitud de valores isotépicos de carbono en el detrito de U. lactuca (19.1%o) y la

microalga C. calcitrans (20.5%o).

Tabla 21. Tasa de crecimiento (k), tasa de renovacién metabdlica (m) y tiempo de vida media
(tso) del nitrégeno en el manto de C. gigas alimentados con detritos de U. lactuca como
substituto de microalga C. calcitrans en diferentes proporciones.

Dieta k (dia™) m (dia™) tso (dias) r?
DO 0.0188° +0.003 0.148°%+0.026 4.1°+0.7 0.82
D25 0.0181° +0.003 0.103° +0.013 5.7°+0.7 0.87
D50 0.0166° +0.003 0.097 € +0.025 6.1°+1.6 0.74
D75 0.0083 " +0.002 0.095 € +0.032 6.7 +2.3 0.66
D100 0.0035 € +0.002 0.080° +0.001 8.27+0.1 0.98

Las tasas estimadas de renovacion metabdlica del nitréogeno variaron de 0.080 a 0.148 por dia y
resulté menor con las dietas que contenian mayor nivel de inclusidn de los detritos de U.
lactuca (Tabla 21). Al contrario, los valores tsp en el tejido del ostion aumentaron
consistentemente con el nivel de inclusidon de detritos de U. lactuca, con valores iniciales de 4.1
0.7 dias para DO hasta alcanzar el doble para D100. Los resultados del modelo isotdpico
indicaron que los ostiones incorporaron cantidades significativamente mas altas de nitrégeno
provisto de la microalga que de los detritos de U. lactuca para la dieta D25 (Tabla 22). Al final
del experimento, los ostiones en el tratamiento D25 incorporaron 96% de nitrogeno de la
microalga y 4% de los detritos, significativamente mads altas comparado con las proporciones

esperadas de nitrégeno en la dieta (75% y 25%, respectivamente).

Al contrario, no se observd diferencia significativa entre las contribuciones del nitrégeno
observadas y esperadas en las dietas D50 y D75. Aunque los valores de contribucion corregidos
para la concentracidn elemental indicaron que los ostiones alimentados con la dieta D25
incorporaron cantidades casi exclusiva (92%) de materia seca a partir de la microalga, se
observd una mayor incorporacién de materia seca de los detritos de U. lactuca (61 y 87%) en los
ostiones alimentados con D50 y D75, respectivamente. Debido a su menor contenido de

nitrégeno, el detrito de U. lactuca tuvo que ser consumido en cantidades mas altas para
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suministrar las contribuciones elementales (N) observadas en los mantos de los ostiones y

permitir el crecimiento de los ostiones.

Tabla 22. Proporciones relativas estimadas de nitrogeno dietario y materia seca total (t
Intervalos de confianza) suministrada por microalga C. calcitrans y detritos de U. lactuca que
contribuyen al crecimiento de C. gigas alimentados con diferentes proporciones de cada uno.

Observado en el tejido del ostion

Dieta Esperado Min Media Max

Nitrégeno
D25

Microalga 75° 79.1 95.8° 100.0

Detritos 25° 0.0 4.2° 20.9
D50

Microalga 50 49.4 55.2 60.9

Detritos 50 39.1 44.8 50.6
D75

Microalga 25 11.5 22.4 334

Detritos 75 66.6 77.6 88.5
Matera seca
D25

Microalga 78.9 71.1 92.2 100.0

Detritos 21.1 0.0 7.8 28.9
D50

Microalga 55.5° 39.4 38.8° 38.3

Detritos 44.5° 61.7 61.2° 60.6
D75

Microalga 29.3° 8.1 12.9° 16.2

Detritos 70.7° 83.8 87.1° 91.9

7.2.2.4 Actividad enzimatica digestiva

En términos del contenido en proteina de la glandula digestiva del ostidon alimentado con las
dietas experimentales (rangos 14.0-27.7 mg.mL") comparado con la dieta control (21.3 3.9
mg.mL™) no se observaron diferencias significativas (P>0.05). De igual forma, no se observaron
diferencias significativas (P>0.05) en las actividades especificas de la proteasa, peptidasa, lipasa
y amilasa en los ostiones alimentados con las dietas D25, D50 y D75 comparado con el control

(Figura 25). Para la dieta D100, estas mismas actividades enzimaticas especificas (0.14 +0.02,
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0.68 +0.02 y 0.13 +0.04 U.mg™ proteina, respectivamente) fueron superiores a las del control

(0.08 +0.01, 0.46 +0.04 y 0.07 +0.02 U.mg"* proteina, respectivamente).
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Figura 25. Actividad enzimatica especifica (U.mg™ proteina) de proteasa, peptidasa, lipasa y
amilasa en la glandula digestiva de C. gigas alimentados con detritos de U. lactuca como
substituto de microalga C. calcitrans en diferentes proporciones.

La inclusion de detritos de U. lactuca en la dieta del ostidon resultd en una disminucidn
significativa (P<0.05) de la actividad de la amilasa en las glandulas digestivas de los ostiones

alimentados con D100 (0.85 +0.25 U.mg™ proteina) comparado con el control (6.05 +1.81 U.mg’

! proteina).

7.3 Objetivo 3: Evaluar el efecto antiviral de la macroalga en el sistema IMTA contra el virus
del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en el camarén
7.3.1 Composicion proximal de los detritos y de los alimentos experimentales

El proceso de detritos permitié recuperar la totalidad de la materia primaria y resulté en un

incremento de 2 veces el contenido de proteina y 2.5 veces las concentraciones de lipidos con
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respecto a la harina cruda (Tabla 23). Por el contrario, se redujo el contenido de fibra cruda,

cenizas y extracto libre de nitrégeno (ELN).

Tabla 23. Composicion proximal de la harina y detrito de U. lactuca.

Harina Detrito
Proteina (%) 10.2 £0.05 19.7 £+0.09
Lipidos (%) 0.2 +0.03 0.5 +0.03
Cenizas (%) 18.6 +0.02 15.4 +0.01
Fibra Cruda (%) 2.7 £0.06 0.4 +0.06
ELN (%) 68.3 63.0

Los detritos producidos en este experimento se pueden comparar con el ensayo alimenticio
descritos en la parte 6.2.1. (Tabla 14). Se observa una mayor digestion de la fibra cruda en la
segunda produccidon. En ambos casos, el diferente proceso de fabricacidon incrementa de

manera preferencial la proporcidn relativa en proteinas y lipidos.

Los alimentos formulados (C y DLac20) resultaron con un contenido proteico de 34.9 y 35.7%,
un contenido lipidico de 8.2 y 7.7% y con un aumento de cenizas con respecto a la inclusidon de

detritos (Tabla 24).

Tabla 24. Composicién proximal de los alimentos control (C) y con 20% de los detritos de Ulva
lactuca como sustituto de harina de pescado (DLac20).

C DLac20
Proteina (%) 34.9 +0.02 35.7 +0.14
Lipidos (%) 8.2 +0.03 7.7 £0.08
Fibra Cruda (%) 0.93 +0.06 0.63 +0.06
Cenizas (%) 8.1+0.00 11.4 +0.03
ELN (%) 47.9 44.6
Energia (Kcal.g™) 4.6+1.0 4.4 +0.6

7.3.2 Supervivencia y resistencia a WSSV

A las 72 horas post infeccion (hpi), los camarones de todos los tratamientos infectados
presentaron una mortalidad significativa (Figura 26). El tiempo en que los tratamientos

alcanzaron 50% de mortalidad es significativamente diferente (P<0.05) para C+ (76.6 h) respecto



82

a FLac y DLac20 (81.6 y 84 h). A las 96 hpi, mientras el tratamiento C+ alcanzé mas del 95% de
mortalidad, los camarones alimentados con macroalga, fresca o en detritos en la dieta,
presentaron una supervivencia de 30% a 40% (P<0.05). El tratamiento DLac20 presenté la mayor

supervivencia (27%) al dia 7 post infeccion, seguido por el tratamiento FLacR (14%).
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Figura 26. Supervivencia de P. vannamei inyectados con una solucién salina (C-) o con el virus de
la mancha blanca WSSV previamente alimentados 7 dias con dieta que incluyeron Ulva lactuca
fresca (FLac) y alimentos con 20% de detritos de U. lactuca como sustituto de harina de pescado
(DLac20) o alimento control (C+).

La dieta FLac y el alimento DLac20 presentaron un menor ICA y entonces una mayor resistencia
al virus de la mancha blanca (Tabla 25). La reduccidon en mortalidad fue mayor cuando U.
lactuca estd incluida en el alimento en forma de detritos (22%) comparado con la forma fresca

(16.1%).

Tabla 25. indice de mortalidad acumulada (ICA) y reduccién en mortalidad de P. vannamei
infectado con el virus de la mancha blanca (WSSV) previamente alimentados 7 dias con dieta
gue incluyeron Ulva lactuca fresca (FLac) y alimentos con 20% de detritos de U. lactuca como
sustituto de harina de pescado (DLac20) o alimento control (C+)

Tratamiento ICA Reduccion en mortalidad (%)
C+ 2.85+0.35°
DLac20 2.230.32° 22.0

FLac 2.4+0.16° 16.1
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7.3.3 Parametros fisiologicos en hemolinfa

En la hemolinfa de los camarones alimentados con el alimento de referencia e infectados con
WSSV (C+), se observa que la concentracion de proteinas aumenta significativamente (P<0.05)
entre 0 y 48 hpi (112 contra 128.0 £2.1 mg.mL™). Sin embargo, se mantiene constante en el
tiempo (rangos 112 a 121 mg.mL") para los camarones alimentados con FLac y DLac20. A las 48
hpi, no se presentaron diferencias en la cantidad de proteina entre el control no infectado (C-),

DLac20y FlLac (Figura 27).
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Figura 27. Concentracion en proteinas en la hemolinfa de P. vannamei inyectados con una
solucién salina (C-) o con el virus de la mancha blanca WSSV previamente alimentados 7 dias
con dieta que incluyeron Ulva lactuca fresca (FLac) y alimentos con 20% de detritos de U.
lactuca como sustituto de harina de pescado (DLac20) o alimento control (C+).

Al tiempo Oh, en la Figura 28A, se observa concentraciones mas altas de lactato en todos los
tratamientos (rangos 0.15 a 0.18 mg.mL™") comparado con C+ (0.11 £0.01 mg.mL"). Después, a
las 24 o 48 hpi, las concentraciones de lactato disminuyen para los camarones en todos los
tratamientos para alcanzar valores entre 0.01 y 0.03 mg.mL'1 de hemolinfa. Al contrario, se
observa en la hemolinfa de los camarones C+ una mayor concentraciéon en glucosa (> 0.76
mg.mL'l) durante los dos dias de muestreo comparado con los otros tratamientos (Figura 28B).
No se observo diferencias significativas en la concentracién de glucosa entre FLac, DLac20 y el
control negativo C- en los tres tiempos, y no hubo variabilidad entre los tiempos de muestreo
(rangos 0.37 a 0.66 mg.mL™"). Entre 0 y 48 hpi, la concentracién de colesterol (Figura 28C) en la

hemolinfa de los camarones C+ fue mayor (> 0.26 mg.mL'l) comparado a los otros tratamientos.
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No se observaron diferencias significativas entre C-, FLac y DLac20 en los tres tiempos, y no
hubo variabilidad en el tiempo (rangos 0.14 a 0.23 mg.mL"). Relativo a la concentracién en

triglicéridos (Figura 28D) en la hemolinfa de los camarones, no se observd diferencia
significativa entre los tratamientos y durante el tiempo
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Figura 28. Concentracién en (A) lactato, (B) glucosa, (C) colesterol y (D) triglicéridos en la
hemolinfa de P. vannamei inyectados con una solucion salina (C-) o con el virus de la mancha
blanca (WSSV) previamente alimentados durante 7 dias con dieta que incluyeron Ulva lactuca
fresca (FLac) y alimentos con 20% de detritos de U. lactuca como sustituto de harina de pescado
(DLac20) o alimento control (C+).

7.4 Objetivo 4: Evaluar la productividad y la dinamica de flujo de nutrientes del sistema de
cultivo integrado multitréfico IMTA

7.4.1 Parametros zootécnicos y crecimiento del alga

Respecto a los camarones, no se observaron diferencias significativas para la supervivencia
entre los sistemas de cultivo (Tabla 26). A partir de la tercera semana se encontrd una
diferencia significativa (P<0.05) en el peso individual de los camarones en los sistemas IMTA e
IMTA-D comparado con el sistema de monocultivo. La misma tendencia siguié hasta el final del
experimento (Figura 29A). En la sexta semana, los camarones de los sistemas IMTA e IMTA-D

pesaron 34% y 28% mas respectivamente, sin diferencia entre estos dos sistemas de cultivo, en
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comparacion con los del control. Eso resultd en la obtencion de un peso final de cosecha mas
alto para los sistemas IMTA e IMTA-D comparado con el monocultivo (Tabla 26). Finalmente, la
FCA fue significativamente inferior en los tratamientos IMTA e IMTA-D (1.37 y 1.44) comparado

con el sistema de monocultivo (1.90).

Tabla 26. Supervivencia, peso final (PF), biomasa final a la cosecha, tasa de conversion
especifica (TCE) y factor de conversion alimenticia (FCA) de P. vannamei cultivados 6 semanas
en un sistema de integraciéon multitréfica con C. gigas y U. lactuca (IMTA), en un sistema IMTA
con detritos como fuente de alimento para el camardn y el ostion (IMTA-D), y en un sistema de
monocultivo tradicional (C).

Tratamiento Supervivencia (%) PF (g) Biomasa final (g) TCE (%.dia™) FCA
(o 89.3 +4.8 4.21°10.21 562.5°+12.2 6.65°+0.11 1.90°+0.04
IMTA 91.5+7.3 5.66 2 +0.69 773.5% +65.8 7.36°+0.28  1.37210.13
IMTA-D 90.8 +6.4 5.38 % +0.38 731.2°+24.4 7.237+0.18  1.44°+0.05

Respecto a los ostiones, a partir de la cuarta semana de experimento, se observaron diferencias
significativas en el peso de los organismos entre los sistemas de cultivo (Figura 29B). Al final del
experimento, la supervivencia, el peso final, la longitud final y el indice de condicion fueron
significativamente menores en el sistema de cultivo IMTA-D comparado con los sistemas IMTA y

C (Tabla 27).

Tabla 27. Supervivencia (Superv.), peso vivo final (PVF), longitud final (LF), peso seco final (PSF),
tasa de conversion especifica (TCE) e indice de Lawrence y Scott (ILS) de C. gigas cultivados 6
semanas en un sistema de integracion multitréfica con P. vannamei'y U. lactuca (IMTA), en un
sistema IMTA con detritos como fuente de alimento para el camardn y el ostién (IMTA-D) y en
un sistema de monocultivo tradicional (C).

Tratamiento  Superv. (%) PVF (g) LF (cm) PSF (g) TCE (%.dia™) ILS
C 98.3°+3.3  1.117+0.24 2.12°#0.05 0.12+0.03  4.63+0.31 85.3745.1
IMTA 91.7°+6.4  0.99°°+0.09 1.93°+0.05 0.11+0.01  4.47 +0.16 81.4°48.4
IMTA-D 45.0°+10.0 0.88°+0.02 1.94°+0.06 0.10+0.01  4.22+0.10 69.4°+5.3

Finalmente, la biomasa final de macroalga (Figura 29C) resulté significativamente mas alta
(P<0.05) en el sistema IMTA-D desde la primera semana y alcanzé un promedio final de cosecha
de 1210.5 + 158.7 g, seguido por la produccién final del sistema IMTA (868.0 + 48.0 g) y

finalmente el sistema de monocultivo de macroalgas (664.0 + 77.3 g). Las tasas de crecimiento
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especificas fueron respectivamente las siguientes: 5.9 + 0.3 %.dia™, 5.1 + 0.2 %.dia™ y 4.5 + 0.3

%.dia™.
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Figura 29. Peso semanal de (A) P. vannamei, (B) C. gigas y (C) biomasa semanal de U. lactuca
cultivados 6 semanas en un sistema de integracién multitréfica (IMTA), en un sistema IMTA con
detritos como fuente de alimento para el camardén y el ostién (IMTA-D) y en sus sistemas
respectivos de monocultivo (C).

7.4.2 Calidad del agua

Las concentraciones de amonio, nitrito, nitrato y fosfato fueron homogéneas entre los
diferentes tanques (camardn, ostion y macroalga) a lo largo de los sistemas IMTA. Para
comparar, se ilustraron las curvas de concentracidon Unicamente de los sistemas de cultivo de
camaron. Se observaron concentraciones significativamente mas altas en amonio en el sistema
de monocultivo a partir del dia 21 comparado con los sistemas IMTA e IMTA-D, con una

biorremediacién maxima el dia 35, del 88% y del 85% respectivamente (Figura 30A).
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La concentracion de nitrito alcanzé su maximo el dia 35 en los tres sistemas de cultivo. En los
sistemas IMTA e IMTA-D se observd una reduccion significativa del 63% comparado con el
sistema de monocultivo (Figura 30B). El nitrato se observé en su concentracién maxima el dia
42 del experimento. El sistema de monocultivo presentd un nivel 3 veces mas alto comparado
con los sistemas IMTA e IMTA-D (Figura 30C). Finalmente, la concentraciéon en fosfato fue
significativamente mas alta los dias 35 y 42 del cultivo. La biorremediacion en los sistemas IMTA
e IMTA-D del fosfato alcanzo los 47% y 50% respectivamente al dia 42 del experimento (Figura
30D). El agua del sistema de monocultivo de ostidon se mantuvo con un promedio de amonio de
0.53 + 0.08 ppm, un maximo en nitrito de 3 ppm el dia 35, en nitrato de 50 ppm el dia 42 y en
fosfato de 5 ppm el dia 42. El agua del sistema de monocultivo de las macroalgas se mantuvo
con un promedio de 0.25 ppm de amonio, un maximo en nitrito de 1.25, en nitrato de 10 ppmy

en fosfato de 3.25 ppm el dia 42.

A a

Armonio (ppm)

150 1

100 7

Nitrato (pprm)

501

c

0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Dias Dias

Sisterma de cultivo % C - |UTA 8 IMTAD

Figura 30. Concentracién en (A) amonio, (B) fosfato, (C) nitrito y (D) nitrato en el agua de un
sistema de integraciéon multitréfica con P. vannamei, C. gigas y U. lactuca (IMTA), de un sistema
IMTA con detritos como fuente de alimento para el camardn y el ostion (IMTA-D) y en un
sistema de monocultivo de camarén (C).
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Los sistemas de monocultivo de ostién y macroalga no presentaron particulas sedimentables
totales en el agua (Figura 31). Respecto a los sistemas de cultivo de camaron, se observé en los
sistemas IMTA e IMTA-D una disminuciéon en la concentracién de particulas sedimentables
totales a partir del dia 14 hasta alcanzar una biorremediacién del 75% y 73% respectivo al

sistema tradicional de monocultivo.
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Figura 31. Concentracién de particulas sedimentables totales en el agua de un sistema de
integracion multitréfica con P. vannamei, C. gigas y U. lactuca (IMTA), de un sistema IMTA con
detritos como fuente de alimento para el camarén y el ostién (IMTA-D) y en un sistema de
monocultivo de camaron (C).

7.4.3 Flujo de nutrientes
Los nutrientes (N y P) fueron menos aprovechados en los sistemas de monocultivo (Figura 32)

comparado con los dos sistemas IMTA de P. vannamei, C. gigas y U. lactuca sin detritos (Figura

33) y con detritos (Figura 34).
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Figura 32. Flujo de nitrégeno (N) y fésforo (P) en sistemas acuicolas de monocultivo de P.
vannamei, C. gigas y U. lactuca.

Agua residual
N 18.0%
N 91.1% P 40.4%
P94.1% /\
g ) 9 3| NA4.6% N 13.4%
(JT7% 2| p8.7% P31.7%
p L N 18.3% S
- P 34.7%
N 47.0% N 2.9% |
P 16.8% P1.7%
. disuelt N 32.1%
disueltos isueltos P A41.1%
N 28.5% N 45.5%
P 42.6% P 72.9%

Figura 33. Flujo de nitrégeno (N) y fosforo (P) en un sistema de integracién multitréfica con P.
vannamei, C. gigas y U. lactuca.
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Figura 34. Flujo de nitrégeno (N) y fésforo (P) en un sistema de integracién multitréfica con P.
vannamei, C. gigas y U. lactuca utilizando los detritos de U. lactuca como fuente de proteina
para el camaron y el ostién.
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8. DISCUSION

En los ultimos anos, la acuicultura ha evolucionado hacia practicas ecoldgicas y sostenibles, por
lo que la integracion de diferentes organismos pertenecientes a diferentes niveles tréficos ha
ganado un interés creciente debido a su potencial para generar beneficios ambientales y

socioeconomicos.

8.1 Biorremediacion de los nutrientes en sistemas IMTA

8.1.1 Capacidad de C. gigas en la biorremediacion del agua en un sistema IMTA camaron-
ostion

Diferentes estudios han demostrado que Crassostrea sp. tiene la capacidad de mitigar los
procesos de eutrofizacion (Kellogg et al., 2014), al consumir fitoplancton, bacterias y otros
solidos suspendidos de la columna de agua, razén por la cual se incluye como biofiltro en los
sistemas de cultivo de camaron (Jones et al., 2001; Shimoda et al., 2006; Tendencia, 2007;
Ramos et al., 2009). En términos de nutrientes solubles en el agua, tanto los camarones como
los ostiones excretan amonio y fosfato debido a su metabolismo, sin embargo, la presencia de
C. gigas en los tanques de camarones solo aumentd significativamente la concentracién de
fosfato en el agua, pero no se mostraron diferencias en los compuestos nitrogenados en
comparacion con los camarones de monocultivo. Tendencia (2007) describié un efecto similar,
con un aumento en el fosfato y sin diferencias en las concentraciones de amonio y nitrato en el
agua entre los tanques de camarones P. monodon con ostidon S. commercialis y los tanques
control sin ostién. En contrario, Jones et al. (2001) querando mejorar el efluente del agua
residual de los camarones, conectaron un tanque de cultivo de ostiones y demostraron un
aumento del nitrégeno total y del fosfato en el agua. También se ha documentado que la
relacion de la biomasa de camarones y moluscos en un sistema integrado puede influir en la
calidad del agua; Martinez-Cordova y Martinez-Porchas (2006) observaron una reduccion
significativa del amonio total cuando se incluyeron camarones P. vannamei y moluscos C. gigas
y Chione fluctifraga en una proporcion de ~1:1. En sistemas sin o con poca renovacion de agua,

el fitoplancton y las bacterias presentes en el agua son responsables de la incorporacion y/o
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transformacién del amonio y se depositan en el sedimento como materia organica en particulas
(Shimoda et al., 2006; Da Silva et al., 2013). Por lo tanto, los resultados sugieren que el sistema
IMTA mantiene bacterias activas y/o comunidades vigorosas de fitoplancton (en la fase
logaritmica), que utilizan preferentemente amonio (Burford y Lorenzen, 2004; Martinez-
Cordova y Martinez-Porchas, 2006) y permiten mantener concentraciones de nitréogeno

equivalentes al sistema de monocultivo.

Ademas, como se observd en este estudio, Ferreira et al. (2012) también informaron la
capacidad de C. gigas para biorremediar la mitad de la acumulacién de sedimentos de la dorada
Sparus aurata. Jones et al. (2001) lograron biorremediar el 69% de las particulas suspendidas de
los efluentes de camarones con cuatro circuitos de agua a través de estanques conteniendo
Saccostrea glomerata. En contraste, Martinez-Cordova y Martinez-Porchas (2006) solo
alcanzaron la remediacién del 25% de las particulas sedimentables de camarones con C. gigas y
Chione fluctifraga. Jones y Preston (1999) sugirieron que el numero de ostiones podria
aumentarse si se requieren incrementar las mejoras en la calidad del agua, pero podria afectar
el crecimiento y la supervivencia de los mismos (Jones et al.,, 2002; Martinez-Cordova y

Martinez-Porchas, 2006).

8.1.2 Capacidad de las macroalgas en la biorremediacion del agua residual de camaron

El cultivo de macroalga en los sistemas IMTA permite mejorar la calidad del agua,
particularmente disminuir la concentracion de materia inorganica disuelta en el agua. Ulva
lactuca y Ulva clathrata se presentan como especies deseables para la biorremediacién de

aguas residuales en sistemas IMTA (Elizondo-Gonzalez et al., 2018).

En este estudio, se observd una biorremediacion en ambos casos de 91.3% del amonio en solo 3
horas de exposicidon al agua residual de cultivo de camardn en una relaciéon biomasa de alga (g)
volumen de agua (L) de 8:1. Entonces, se estima que para un cultivo intensivo de camardn en
tanques de 800 L se necesitarian 5.6 kg de algas para obtener una tasa de biorremediacion

equivalente. Resultados similares de absorcion de amonio se han observado para las macroalgas
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Ulva fasciata y Gracilaria birdiae (1 g.L'") después de cinco dias de cultivo en el agua residual de
camaron (Raposo et al., 2013; Castelar et al., 2015). El efecto de la densidad de alga sobre la
biorremediacion de nutrientes fue descrito por Brito et al. (2014), en el cual una mayor
densidad G. birdiae (de 2.5 a 7.5 g.L™") permite mejorar la absorcién del nitrégeno inorganico
disuelto total, del amonio y del nitrato de 19% a 38%. Al contrario, no se observd un efecto
significativo de la densidad de macroalga sobre el fosfato y el nitrito. En el experimento
realizado en este trabajo, la biorremediacidon del fosfato, del nitrito y del nitrato no fue
completa en 3 horas (respectivamente, 32.5%, 22.5% y 51.3%). Los resultados se explican por el
fendmeno por el cual las algas del género Ulva sp. prefieren la fuente de nitrégeno en forma de
amonio mas que nitrito y nitrato como en plantas terrestres, debido a que el amonio puede ser
absorbido directamente pero el nitrito y el nitrato requieren ser reducidos en amonio (Liu et al.,
2004; Ale et al., 2011). Castelar et al. (2015) observaron una absorcion del fosfato Unicamente a
partir del tercer dia de cultivo de Ulva flexuosa y Ulva fasciata en agua eutrofizada, los cuales
remediaron 98.2 +3.7% de amonio, 98.4 #3.0% de nitrato y 62.1 +0.0% de fosfato. Este
resultado, sugiere que con mas tiempo y una densidad adecuada las algas podrian biorremediar

la mayor parte del amonio, nitrito, nitrato y fosfato en el agua residual de los camarones.

8.1.3 Biorremediacion del agua en un sistema IMTA con P. vannamei, C. gigas y U. lactuca

En este trabajo, el sistema IMTA se desarrolld con P. vannamei, C. gigas y U. lactuca. De
acuerdo con los resultados obtenidos en el sistema de cocultivo camardn-ostion (densidad
ostion: camardn 1:15), se incremento la densidad a 1 ostidn por 10 camarones. De acuerdo a lo
sugerido previamente por Jones y Preston (1999), un incremento de la densidad de los ostiones
permitid mejorar la calidad del agua en los sistemas IMTA. Mientras en el primer ensayo de
cocultivo camardn-ostiéon se observdé una disminucién de la concentracidn de particulas
sedimentables totales del 50% comparado con el sistema de monocultivo, en este ultimo
experimento se lograron reducir al 75%. Contrario a los resultados obtenidos en estudios
previos (Jones et al., 2002; Martinez-Cordova y Martinez-Porchas, 2006), el incremento en la
densidad de los ostiones en este trabajo no resultd en un incremento de la mortalidad o una

pérdida en la ganancia de peso de los ostiones. Entonces, para disminuir significativamente la
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concentracidon en particulas sedimentables totales, y mejorar la calidad del agua, en un cultivo
intensivo de camardn blanco P. vannamei, se recomienda cultivarlos en un sistema multitrofico
con una densidad minima de ostiones de 1 organismo por cada 10 camarones y alimentarlos

con microalga C. calcitrans a saciedad.

De acuerdo a lo esperado con respeto a los resultados de biorremediacion de materia
inorgdnica, la macroalga U. lactuca permitié biorremediar 88% del amonio, 63% del nitrito, 66%
del nitrato y 50% del fosfato con un flujo de agua en el sistema de 45 L.h™. En el ensayo de
cultivo de U. lactuca en agua residual de cultivo intensivo de camardn, se observé que después
de 3 horas, una biorremediacién fue de 91%, 22%, 51% y 32% de cada elemento
respectivamente, para una densidad de macroalga de 8 g.L'l. Como punto de comparacion, la
densidad de macroalga en los sistemas IMTA desarrollados equivale a 34 g.L'}, en el punto mas
alto de biorremediacion. Por lo tanto, el incremento de la densidad de macroalga permitio
mejorar la calidad del agua en los sistemas IMTA, especialmente mediante la disminucién en las
concentraciones de nitrito, nitrato y fosfato en el agua. De igual forma, se ha sugerido que
multiples ciclos de circulacién del agua a través del sistema, permiten incrementar la capacidad
de biorremediacién de las macroalgas (Raposo et al., 2013; Castelar et al., 2015). En este
estudio, el flujo de agua corresponde a una recirculacién diaria del 135%. Entonces, la
recirculacion lenta del agua y la densidad de macroalga son dos factores que permitieron
incrementar la biorremediacion de la materia inorganica en los sistemas IMTA comparado con

el sistema de monocultivo de camarodn.

Cultivar P. vannamei con C. gigas (biorremediador de materia organica) y U. lactuca
(biorremediador de compuestos inorganicos) en un sistema de recirculacién, permite reducir
significativamente la carga de nutrientes en las aguas residuales de los sistemas de produccién y

asi atenuar el fendmeno de eutrofizacion debido a la camaronicultura en las zonas costeras.
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8.2 Productividad en sistemas IMTA

8.2.1 Productividad en el sistema IMTA camarodn-ostion

La disminucién de la materia organica particulada en el agua causada por la presencia del ostién
en el sistema IMTA, se ha relacionado con la mejora en el rendimiento del camarén como se ha
descrito previamente en otros estudios (Jones y Preston, 1999; Martinez-Cordova y Martinez-
Porchas, 2006; Ramos et al., 2009). En consecuencia, la mejora de la calidad del agua del
sistema de cocultivo permitié a los camarones hacer un uso energéticamente mas eficiente del
alimento y tener una mayor eficiencia de retencién de proteina para su crecimiento. Esto se
puede relacionar con el incremento de bacterias que realizan las funciones relacionadas al
metabolismo de los aminoacidos, obtenidos con el andlisis de prediccion funcional del programa
bioinformatico PICRUSt; siendo mayor la abundancia de bacterias asociadas al metabolismo de
la tirosina, histidina y treonina, amino 4cidos reportados como presentes en mayor
concentracion en el tejido muscular del camardn e implicados en la renovacidon de proteina,
responsable de una gran fraccidn del presupuesto de energia (Juneta-Nor et al., 2020). Ademas,
se observod en los resultados un incremento en la abundancia de las bacterias implicadas en el
metabolismo lipidico de los camarones, especialmente en el metabolismo del 4acido
araquidonico, lo que se puede relacionar con la reduccidn de la biosintesis de los acidos grasos
insaturados en el musculo del camardn; resultados que coinciden con Araujo et al. (2020),
donde se demostré que la inclusién de acido araquiddnico en la dieta de P. vannamei resulta en
un impacto negativo en el crecimiento del camardn. No obstante, Shanab et al. (2018)
reportaron la ausencia de acido araquiddénico en U. lactuca, pero una alta concentracidn en
acido linolénico. Por el contrario, Gonzalez-Félix et al. (2003) demostraron que un alimento
suplementado al 0.5% con acido araquiddnico, mejora la ganancia en peso del camardn e
incrementa los contenidos de acidos grasos saturados con respeto a los otros acidos grasos
insaturados en el hepatopdncreas y en el musculo, mientras que la suplementacién a 0.5% con
el acido linolénico no permitié un incremento en el crecimiento del camarén y disminuyd los
acidos grasos saturados a favor de los poliinsaturados en la composicion del hepatopancreas y

del musculo, comparado con los camarones alimentados con una dieta control. Debido a los
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resultados del andlisis de las comunidades bacterianas digestivas y sus predicciones funcionales,
se demostrd que el camarén modificd el metabolismo en el hepatopancreas del camarén a

favor de su crecimiento.

El mayor problema observado en el cocultivo fue la mortalidad significativa de los ostiones a
partir de la tercera semana de cultivo. El estudio de las vias metabdlicas KEGG resalta una
disminucién de las comunidades bacterianas de la glandula digestiva del ostién implicadas en el
crecimiento y la muerte celular (incremento del ciclo celular) y en la via de sefalizacién de
proteinas quinasas activadas por mitdgenos necesarias para la induccién de mitosis en células
eucariotas, comparado con los ostiones de monocultivo. La composicion quimica de las
particulas es un parametro de seleccién importante durante el proceso de filtracion de los
ostiones. Los alimentos ricos en lipidos y la seleccidn preferencial de particulas ricas en
nitrégeno permiten mejorar la absorcién de carbono y, por lo tanto, el crecimiento de los
moluscos bivalvos (Bayne y Svensson, 2006; Bayne, 2009). Se ha informado que las heces de
camardn contienen una relacion C/N de 6.4 para un contenido de proteina del alimento con un
35% de proteina y una relacion C/N de 6.9 (Beardsley et al., 2011). Por lo tanto, en el presente
trabajo, el valor nutricional de los desechos de los camarones tanto como del alimento no
consumido, como Unicas fuentes de alimento posibles para los ostiones en el sistema de
cocultivo, podria ser un factor limitante para el crecimiento de los ostiones. De hecho, el analisis
de las vias KEGG resalta una disminucién de la abundancia de bacterias implicadas en el
metabolismo de cofactores y vitaminas y en el metabolismo de clorofila relacionado con la
ausencia de consumo de microalga en el sistema de cocultivo. Ademas, disminuyd la
abundancia de bacterias involucradas en la biosintesis de vitaminas B5 y B1. Estas vitaminas son
precursores de acetyl-CoA, esencial en el metabolismo de los lipidos (biosintesis de acidos
grasos, glicolipidos y fosfolipidos), entre otros, que también se vio afectado en los resultados
obtenidos. La productividad de los ostiones observada en este trabajo se puede relacionar con
estas observaciones, ya que la supervivencia y el peso mostraron disminuyeron en el sistema de

cocultivo después de 30 dias.
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A pesar de esto, la mortalidad de C. gigas esta comunmente asociada a las caracteristicas fisico-
guimicas del agua de su cultivo. En este trabajo la temperatura promedia del agua fue de 29
+0.5°C. La alta mortalidad de C. gigas (83.8 a 89.3%) en un policultivo con P. vannamei y C.
fluctifraga obtenida por Martinez-Cordova y Martinez-Porchas (2006), se asocié a las
temperaturas superiores a 30°C registradas en algunos periodos del experimento de 9 meses.
Por otro lado, segin Fernandez et al. (2014), los episodios de mortalidad repetitiva son
causados con mayor frecuencia por patologias bacterianas. En efecto, a altas temperaturas, se
promueve un mayor numero de bacterias en el agua, que desempefian un papel en el
incremento de la susceptibilidad de los ostiones a la contaminacién bacteriana (Aagesen y Hase,
2014). En particular, las bacterias del género Vibrio pueden causar mortalidades en ostiones
juveniles con concentraciones a partir de 10* ufc.ostion™ (Lacoste et al., 2001). En este trabajo,
la carga de bacterias totales (> 2 x10° ufc.mL™) y de Vibrio (> 2 x10* ufc.mL™) en el agua del
cocultivo, podria contribuir a la mortalidad de ostién. Sin embargo, la glandula digestiva del
ostién presentd una disminucién de la abundancia relativa de Vibrio, lo que descarta esta
hipdtesis. Finalmente, segin Malham et al. (2009), las concentraciones letales de nitrito y
nitrato para el ostidon son respectivamente de 5.14 ppm y 278 ppm, por lo tanto estas altas
concentraciones podrian ser una causa de mortalidad en el sistema de cocultivo, ya que en este

trabajo se encontraron acerca de 30 ppm y 350 ppm, respectivamente.

En consecuencia, para el desarrollo del sistema IMTA, es importante suplementar la
alimentacion del ostidn con otra fuente alimenticia y controlar los niveles de nitrito y nitrato

con la macroalga Ulva sp. con capacidad de biorremediacion.

8.2.2 Productividad de las macroalgas cultivadas con agua residual de camardn

Ulva lactuca demostré un mayor crecimiento comparado con Ulva clathrata después de 7 dias
cultivados en el agua residual de camardn. La capacidad de asimilacién de los nutrientes varia
entre las especies de macroalgas e influye en su crecimiento (Ale et al., 2011). Los resultados
mostraron al amonio como primera y principal fuente de nitrégeno para el crecimiento de

ambas macroalgas, como se ha demostrado en otros estudios (Liu et al., 2004; Ale et al., 2011).
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Al contrario, el uso del nitrito y nitrato requiere una bioconversion en amonio la cual requiere la
inversion de mucha energia en las células del alga (Ale et al., 2011). Finalmente, los resultados
demostraron que U. lactuca aprovecha mas eficientemente los nutrientes para la sintesis de
aminodcidos y proteinas, lo que resulta en un mejor crecimiento de células y tejidos comparado
con U. clathrata. Por lo tanto, para cumplir el objetivo de producir una fuente secundaria de
alimentos para camardn y ostidon y como parte del sistema IMTA, se selecciond a la macroalga

U. lactuca.

8.2.3 Productividad de P. vannamei, C. gigas y U. lactuca en un sistema IMTA

Como previamente se ha observado en el sistema camardn-ostidn, el sistema IMTA permitio
incrementar la productividad de P. vannamei, lo cual resulté en un mayor peso final, mejor
biomasa de cosecha y una mejor tasa de conversidn especifica de los organismos, comparado
con el sistema de monocultivo de camardén. De hecho, la diferencia de ganancia en peso del
camaron fue mayor en el sistema IMTA (+34%) que en el sistema camardn-ostion (+10%),
comparandolos con sus sistemas de monocultivo respectivos. Previamente, se sugiriéd que la
mejora de la calidad del agua en el sistema multitréfico permitido a los camarones un mejor
aprovechamiento de los nutrientes y asi favorecer su crecimiento (Jones y Preston, 1999;
Martinez-Cordova y Martinez-Porchas, 2006; Ramos et al., 2009). Entonces, con la
biorremediacién de los compuestos sdlidos y disueltos en el agua en el sistema IMTA
promovidas por la capacidad de filtracion del ostion C. gigas y de la macroalga U. lactuca,
cultivar el camarén blanco P. vannamei con estas dos especies en un sistema IMTA, permitio
favorecer el crecimiento del camarén y asi mejorar la produccion en el mismo tiempo de cultivo

si se compara con sistemas de monocultivo.

Este trabajo demostré que la mortalidad de los ostiones en el sistema IMTA no esta relacionada
con la temperatura del agua (29°C), ya que la supervivencia de los organismos en el sistema de
monocultivo (98.3 #3.3%), tanto como en el sistema IMTA (91.7 +6.4), fue superior a la
supervivencia observada en el cocultivo camardn-ostion del bioensayo 1. Ademas, los desechos

sedimentables generados por el camardn, no impidieron el crecimiento y la supervivencia de los
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ostiones en el sistema IMTA, contrario a lo observado experimento de cocultivo ostidn-
camaron, ya que tuvieron una tasa de crecimiento equivalente al sistema de monocultivo; esto
debido al aporte de microalga C. calcitrans, como otra fuente de alimento de alta calidad
nutricional para el ostion. Finalmente, el control de las concentraciones de nitritos y nitratos por
la presencia de U. lactuca junto con la alimentacidon suplementaria a saciedad del ostién con C.
calcitrans, permitieron mantener a los ostiones en un estado de condicién saludable para
sobrevivir y crecer en el sistema. El sistema IMTA permite diversificar los productos finales de Ia
acuicultura con la produccién adicional de C. gigas, un organismo de alto valor comercial; pero
implica la necesidad de producir y aportar al sistema una microalga como C. calcitrans para
satisfacer las necesidades alimentarias del ostion para su crecimiento y su supervivencia en el

sistema integrado.

La biomasa final de la macroalga cultivada en el sistema IMTA con camardn y ostién fue mayor
(+29%) comparado con el sistema de monocultivo de macroalga. Este resultado se podria
explicar porque el amonio, fuente preferible de nutrientes para el crecimiento de U. lactuca (Liu
etal., 2004; Ale et al., 2011), llegd a subir hasta 15 ppm el sistema de monocultivo de camardn,
mientras se mantuvo en el sistema IMTA a una concentraciéon que no superé los 3 ppm y solo
estaba controlado a 0.5 ppm en el sistema de monocultivo de macroalga. Se demostrd
previamente que el camardn tanto como el ostion produjeron continuamente amonio disuelto
en el agua, lo que incrementd la concentracién de este compuesto en el cocultivo comparado
con los sistemas de monocultivo; pero en el sistema IMTA con macroalga, la capacidad de
biorremediacion de U. lactuca permitié reducir los niveles de amonio, y por consecuencia
directa los niveles de nitrito y nitrato, lo que generd una mayor produccidon de biomasa de

macroalga, otro producto con potencial comercial.

Finalmente, se ha demostrado previamente que la biomasa de macroalgas producidas por los
efluentes de la acuicultura contiene 2 a 4 veces mas proteina que las macroalgas silvestres
(Shpigel y Neori, 2007). En este trabajo, el sistema IMTA permitié incrementar cerca del doble

su contenido en proteina de U. lactuca (11% a 19%). En consecuencia, este aporte nutricional
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abre posibilidades en varios sectores agroalimentarios (Dominguez y Loret, 2019), incluyendo
para su utilizacion como fuente de proteina alternativa en el alimento de los camarones

(Ashkenazi et al., 2018).

8.3 Interés de los detritos de U. lactuca como ingrediente funcional en la alimentacion del
camaron y del ostion

8.3.1 Detritos de macroalga U. lactuca e interés para su uso en la alimentacion del camarény
del ostion

El contenido de proteina cruda en la materia prima de algas marinas estuvo dentro del rango
reportado anteriormente (Marsham et al.,, 2007). Uno de los principales intereses en la
produccién de detritos a partir de algas marinas consiste en mejorar el valor nutricional (fuentes
ricas en proteinas y lipidos), con la mayor recuperacion de la materia primaria para su uso en
alimentos formulados (Uchida y Murata, 2002; Harel et al., 2007). Por ello, se ha propuesto la
fabricacion de detritos a través de procesos bioquimicos sencillos de predigestion de la
macroalga. En este trabajo, el proceso propuesto distingue el detrito para ostion, el cual
corresponde a la parte liquida filtrada recuperada antes de la fermentacion; y el detrito para

camaron que es el producto obtenido al final de la fermentacion.

En la parte filtrada de los detritos de U. lactuca, el contenido de proteina se incrementd 21%
respecto a la materia prima y el contenido de lipidos aumentd casi 9 veces. La fermentacion de
U. lactuca en Felix and Brindo (2014a) resultd en un incremento en el contenido de proteina de
45% vy en el contenido de lipidos de 2 veces. Segun Hou et al. (2015), la hidrélisis durante la
produccién de detritos permite liberar azlcares, cenizas y otros componentes en la fraccion
liquida y la mayor parte de la recuperacion de proteinas se obtiene en la fraccién sélida. Por lo
tanto, el proceso de filtracién a 20 um aplicado en el presente estudio pudo haber separado el
contenido de proteina en la fraccién sélida, lo que puede ser mas util en alimentos acuicolas
para otros organismos. En este sentido, Pefia Rodriguez et al. (2020) presentaron que los
detritos de U. lactuca filtrados a 20 um, también resultaron en un mayor incremento en el

contenido de proteina (+ 33%) y menor en el contenido de lipidos (incremento de 2 veces), lo
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que podria estar asociado al paso de fermentacion bacteriana, que no se aplicé para la fraccidn
destinada a los ostiones. Por otro lado, los tratamientos acido y enzimatico aplicados para esta
fraccién de los detritos destinada para el ostién tuvieron un rol importante en el tamafo de las
particulas. En estudios anteriores, en los cuales se utilizaron diferentes especies de algas y
procesos, todos los tamafios de los detritos estaban por debajo de 20 um (Uchida y Murata,
2002; Pérez Camacho et al., 2004, 2007; Tanyaros y Chuseingjaw, 2014; Pefia Rodriguez et al.,
2020). Sin embargo, Tanyaros y Chuseingjaw (2014) obtuvieron solo un 20% de las particulas un
diametro inferior a 10 um mediante el uso de un proceso mecanico de mezcla y agitacién;
mientras que en este estudio, las digestiones acidas y enzimaticas permitieron disminuir el
tamafio de particula hasta alcanzar mas del 87% con un intervalo de tamafio entre 1y 10 um.
Este ultimo intervalo es similar al didmetro celular de la microalga C. calcitrans (3-9 um)
(Olenina et al., 2006), microalga consumida por C. gigas. Pérez Camacho et al. (2004)
demostraron que la aplicacion de un tratamiento acido antes de la digestidon enzimatica para
producir detritos de Laminaria saccharina ayudd en aumentar un 24.8% las proporciones en
particulas de didmetro inferior a 10 um. El tratamiento acido hidrata las estructuras organicas
de las particulas secas de macroalga, transforma las sales insolubles en solubles e hidroliza
polisacaridos complejos, lo cual prepara las particulas para su posterior tratamiento enzimatico
(Pérez Camacho et al., 2004). Finalmente, en este estudio, no se observo crecimiento bacteriano
durante los 7 dias de almacenamiento de los detritos para los ostiones. Esta ausencia de
bacterias fue probablemente permitida gracias al tratamiento con 4cido, que evité la
fermentacion durante la produccién de detritos y condujo a un detrito favorable para la
productividad de los ostiones. De hecho, para el uso en cultivo de ostiones, es preferible la
ausencia de actividad bacteriana para la preparacién de detritos (Uchida y Murata, 2002; Pérez
Camacho et al., 2004) ya que se ha observado que las particulas de algas estan asociadas con
muchas células bacterianas (Uchida et al., 1997) que podrian afectar los otros organismos del
sistema IMTA. Adema3s, evitar el tratamiento de fermentacién contribuiria a la disminucidon de

los costos de produccién del alimento para los ostiones en las etapas de laboratorio.
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Para producir los detritos de camardn, el proceso enzimatico y fermentativo de la harina de
Ulva lactuca, permitid un aumento considerable en el contenido de proteinas y lipidos, vy
disminuyé la fibra cruda y las cenizas como en la fermentacién de las macroalgas Ulva lactuca
(Felix y Brindo, 2014a), Kappaphycus alvarezii (Felix y Brindo, 2014b) y Laminaria digitata (Hou
et al., 2015). Estos resultados respaldan el hecho que la enzima celulasa, ya sea exdgena o
bacteriana, degrada los polisacdridos de las paredes celulares de las algas (reduccidn de fibra)
para aumentar la glucosa libre, la cual podria ser utilizada por la biomasa bacteriana como
fuente de carbono para producir proteina microbiana (Uchida, 1996; Uchida y Numaguchi,

1998; Felix y Pradeepa, 2012).

El aumento en el porcentaje de lipidos aln no se entiende del todo (Uchida y Numaguchi, 1998;
Oboh et al., 2002), sin embargo, podria atribuirse a la capacidad potencial de S. cerevisiae y L.
plantarum de producir acidos grasos insaturados a partir de diferentes fuentes de carbono
(Soto, 2013). Ginneken et al. (2011) documentaron la composicién en acidos grasos de varias
especies de macroalgas, donde U. lactuca presentd la concentracién mdas alta en acido a-
linolénico PUFA n-3 (C18:3). Este acido graso poliinsaturado esencial, presente en la membrana
celular, se vuelve accesible después de la degradacién causada por las celulasas. A partir de ese
acido graso, L. plantarum puede producir acidos grasos conjugados, que han atraido mucha
atencién como un nuevo tipo de lipido funcional biolégicamente beneficioso como material
potencial para productos farmacéuticos y suplementos dietéticos (Ogawa et al., 2005). De
hecho, S. cerevisiae fue estudiado por su capacidad para producir acidos grasos a partir de
acetato y hexosas (Macleod y Smedley-Maclean, 1938), y asi participar en el incremento de la

cantidad en lipidos en el detrito de U. lactuca.

El aprovechamiento de la biomasa de U. lactuca para producir detritos, ya sea que provenga de
productividad natural o por acuicultura, consituye una fuente de alimento practica y confiable

para ser utilizada como alternativa en alimentos acuicolas (Carboni et al., 2016).
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8.3.2 Productividad de los camarones y ostiones alimentados con detritos

8.3.2.1 Productividad de los camarones alimentados con detritos

El nivel de inclusién de las harinas de macroalgas en el alimento del camardn estd limitado. Se
informd anteriormente que el uso de U. lactuca para reemplazar mas del 10% de la harina de
pescado en el alimento, resulta en una reduccion significativa del crecimiento del camardn (Felix
y Brindo, 2014a; Rodriguez-Gonzalez et al., 2014). Sin embargo, en el presente trabajo, la
inclusion de 10% y 20% de detritos de U. lactuca en el alimento de los camarones como
sustituto de la harina de pescado no afectd la supervivencia, el peso final, el aumento de peso,
la tasa de crecimiento especifica, la ingesta de alimento y la tasa de conversién alimenticia de P.
vannamei después de 30 dias de alimentacidn. Estos resultados sugieren que la proteina de U.
lactuca es bien utilizada por los camarones a altos niveles de inclusion cuando pasan por un
proceso de extraccidn o predigestidn. Los resultados obtenidos coinciden con un estudio previo
donde los extractos proteicos de U. lactuca resultaron en una mejora del crecimiento del
camardn cuando se incluyeron hasta un 15% en los alimentos (Omont et al., 2019) y con Felix y
Brindo (2014a, 2014b), que demostraron que la fermentacion de las algas permitié mejorar el
crecimiento del camardn gigante de rio Macrobrachium rosenbergii, con una inclusion del 30%

como reemplazo de hasta el 20% de la harina de pescado.

Los promotores de crecimiento de las macroalgas no fueron claramente identificados, pero
estdn principalmente atribuidos al contenido en proteinas, minerales, dacidos grasos
poliinsaturados y el perfil de amino acidos (Cruz-Sudrez et al., 2008; Tabarsa et al., 2012). Las
clordéfitas contienen acidos grasos n-3 (Pereira et al., 2012), que incorporados en los tejidos
promueven el crecimiento del camardn, mientras usan los dcidos grasos n-6 como fuentes de
energia (Gonzalez-Félix et al., 2003). Por lo tanto, parece factible utilizar el detrito de U. lactuca
como ingrediente proteico en proporciones hasta 20% para sustituir la harina de pescado sin

modificar los parametros de crecimiento del camaron.
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8.3.2.2 Productividad de los ostiones alimentados con detritos

El desarrollo de alimentos artificiales de alta calidad para sustituir a las microalgas en el cultivo
industrial de ostiones es crucial para satisfacer la demanda de alimento y continuar el proceso
de mejora de las tasas de supervivencia y crecimiento (Wang et al., 2016). De hecho, los
bivalvos sometidos a un estrés nutricional severo destinan toda la energia disponible a la
supervivencia (Rato et al., 2018). Rato et al. (2018) demostraron que la ausencia de alimentos
en C. gigas resulta en una alta tasa de mortalidad del 72% después de 11 semanas; mientras
que cuando se alimenta con 100% de Ulva rigida en polvo, se conservo la supervivencia, sin
embargo, la condicidn fisioldgica se vio afectada. En Pefia Rodriguez et al. (2020), la sustitucion
del 100% de microalgas por detritos de U. lactuca resulté un alto porcentaje de supervivencia
en ostiones C. gigas luego de 17 dias de experimento. En contraste, hasta un 50% de reemplazo
de microalgas con detritos de Porphyra haitanensis condujo a una disminucion significativa en la
supervivencia de Crassostrea belcheri (Tanyaros y Chuseingjaw, 2014). En el presente estudio,
los ostiones alimentados con una sustitucion parcial o total de microalgas con detritos de U.
lactuca, presentaron un 100% de supervivencia después de 35 dias de experimento, sin
diferencias significativas en comparacién con el tratamiento de control. Si se toman en cuenta
los parametros de crecimiento, la sustitucién de hasta el 50% de las microalgas con detritos de
U. lactuca resultdé en una longitud de concha, pesos vivo y seco, y una tasa de crecimiento
especifica similares a los ostiones con un régimen de alimentacion al 100% de microalgas. Las
mismas observaciones sobre el crecimiento se han realizado con juveniles de Callionymus
belcheri alimentados con detritos de Porphyra haitanensis como sustituto al 50% de las
microalgas (Tanyaros y Chuseingjaw, 2014). En almejas, raciones diarias de detritos de L.
saccharina al 2%, 4% y 6%, indujeron pesos vivos finales mds bajos en comparacién con las
almejas alimentadas con microalgas (Pérez Camacho et al., 2004). Pérez Camacho et al. (2007)
demostraron que existe un efecto aditivo cuando el detrito se suplementa con un 10% de
fitoplancton vivo, obteniendo tasas de crecimiento similares a las logradas con el 100% de
fitoplancton vivo. Considerando la actividad industrial, ninguno de estos estudios considerd el
indice de condicién, parametro que estima la salud aparente y la calidad comercial de los

ostiones (Orban et al., 2004)
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Acarli et al. (2011) definieron que los ostiones en buen estado fisioldégico y con una calidad
comercial aceptable tienen un indice de condiciéon entre 65 y 90. Después de 42 dias de
inanicion, el indice de condicidn en los ostiones C. gigas disminuyd significativamente de 75 a
58, mientras que el indice de condicién en ostiones alimentados normalmente oscilé entre 75y
82 (Zhang y Li, 2006). Rato et al. (2018) pudieron sustituir el 25% de las microalgas vivas con
harina no procesada de U. rigida, y observaron una calidad nutricional y condicidn fisiolégica
similar a la de los ostiones C. gigas alimentados con un 100% de microalgas vivas. En este
estudio, se logro sustituir el 50% de microalgas por detritos de U. lactuca, resultando en un
indice de condicién de los ostiones de hasta 75, lo cual es apropiado en criaderos de ostiones.
Por otro lado, el uso de multiples cepas de microalgas vivas para alimentar, ha demostrado
promover un mejor desarrollo de los ostiones en comparacion con las dietas monoalgales
(Ronquillo et al., 2012), por lo que el presente trabajo muestra el potencial de los detritos de U.

lactuca como componente practico en la dieta de las ostiones.

El almacenamiento y la utilizacién de la energia en los bivalvos estan estrechamente
relacionados con la calidad de la dieta (Anjos et al., 2017) y es bien sabido que los valores de
5C y 8N en los bivalvos dependen del origen de los alimentos (Kang et al., 1999; Savoye et
al., 2003). En este estudio, el valor 53C del manto de los ostiones oscilé entre -18,2 y -16,2 %o,
como ya se ha reportado en estudios anteriores (Marin Leal et al., 2008; Yokoyama, Ishihi y
Yamamoto, 2008; Kang et al., 2009), los valores isotdpicos son independientes de la fuente de
alimento. El rango de valores Esto 6'°C observado puede atribuirse a los valores isotépicos del
carbono aportado a partir del detrito de U. lactuca (-19,1 £ 0,1 %o) y de la microalga C. calcitrans
(-20,5 + 0,2 %o). En las mismas condiciones ambientales, las macroalgas y las microalgas
bentdnicas revelaron valores de 86"C similares (Kang et al., 1999; Yokoyama y Ishihi, 2003). La
firma isotdpica de carbono de los organismos fotosintéticos, como las macroalgas y las
microalgas, esta influenciada por las vias metabdlicas asociadas al tipo de fotosintesis y la
absorcién de carbono (Raven et al., 2002; Fry, 2006; Goodwin, Gillikin y Roopnarine, 2013).
Ademas, la descomposicién de Ulva sp. no influyé en los valores de 6'°C (Fenton y Ritz, 1988).

Estudios anteriores indican que el carbono dietético se utiliza principalmente para el
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metabolismo y la supervivencia en C. gigas (Powell et al., 2002; Liu et al., 2016). Por lo tanto, los
resultados sugirieron que una firma isotépica de carbono similar de los detritos de U. lactuca y
la microalga C. calcitrans ayudd a mantener la supervivencia de los ostiones mientras se

alimentaban con diferentes proporciones de ambas fuentes de alimento.

El nitrégeno de la dieta es importante para el crecimiento de los tejidos (Powell et al., 2002; Liu
et al.,, 2016), como se pudo observar en el presente estudio a través de las variaciones
significativas en los valores de 8N (2.6 a 8.8 %) en el manto de los ostiones alimentados con
diferentes regimenes experimentales. El valor de 2.6 %o para 6N corresponde al manto de los
ostiones alimentados con 100% de C. calcitrans, cercano al valor observado por Liu et al. (2016)
después de alimentar a los ostiones con microalgas (2.97 %eo). El valor de 8.8 %o correspondio al
manto de los ostiones alimentados con 100% de detritos de U. lactuca. Dichos valores coinciden
con el rango de valores 5N observados en ostiones cultivados en un ambiente natural, es decir
6.6 a 13.6 %o (Marin Leal et al., 2008; Kang et al., 2009). Sin embargo, los valores isotdpicos
(6"°N) de la biomasa de microalgas estan fuertemente influenciados por los medios de cultivo y
tienden a ser bajos o incluso negativos (es decir, agotados en *°N) (Le Vay y Gamboa-Delgado,

2011).

Los valores isotépicos en el tejido animal cambian debido al crecimiento y/o al recambio
metabdlico, y si la dieta es constante, dichos valores tienden a alcanzar un equilibrio que refleja
el perfil isotdpico de los alimentos (Hesslein et al., 1993). Por lo tanto, en el presente estudio,
las firmas isotdpicas de nitrégeno en el tejido de los ostiones reflejaron los valores de 6N del
detrito de U. lactuca SCD y de la microalga C. calcitrans. Los valores significativamente
diferentes (respectivamente, 9.31 + 0.24 y 3.8 + 0.19 %o) de los alimentos, promovieron
cambios isotdpicos con tendencias exponenciales y permitieron utilizar el modelo isotépico para
estimar los aportes nutricionales. EI mismo rango de diferencia entre macroalgas y microalgas
se ha observado en estudios previos (Kang et al., 1999; Yokoyama y Ishihi, 2003). Las tasas de
renovacion de nitrégeno (m) en los ostiones fueron mds altas en los animales alimentados

Unicamente con microalgas; que produjo tiempos medios de recambio de nitrégeno mas cortos
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en el tejido del manto (tso = 4.1 dias) que los observados en ostiones alimentados solo con
detritos (8.2 dias). Segun MacAvoy et al. (2005), el rapido recambio tisular, causado por el
crecimiento (k) y el metabolismo de reemplazo de tejidos en animales, provoca tiempos medios
mas cortos en el tejido. Dado que el crecimiento no fue significativamente diferente para los
ostiones alimentados con D25 y D50 en comparacién con el control DO, las tasas de renovacién
de nitrégeno significativamente mas bajas en estos tratamientos indicaron un metabolismo de
reemplazo en los tejidos mas lento vy, por lo tanto, un tiempo medio significativamente mas
grande. Ademas, el crecimiento bajo observado en los ostiones alimentados con los regimenes
que incluyeron 75% y 100% de detritos, sugiere que los animales bajo el efecto de estas dietas,
alcanzaron el equilibrio isotépico a través del recambio metabdlico tisular y no a través de la
acumulacién de biomasa. Estas observaciones contrastan con estudios previos realizados en
camarones P. vannamei, donde un tiempo medio mads largo se asocid con tasas metabdlicas mas
altas causadas por tasas de crecimiento mds altas (Gamboa-Delgado et al., 2003, 2011).
Martinez del Rio y Wolf (2005) consideraron que los alimentos con baja calidad proteica,
particularmente deficientes en aminoacidos esenciales, conduce a una mayor ingesta y un
mayor catabolismo de aminodcidos para responder a los requerimientos proteicos; en
consecuencia, se observarian factores de discriminacion mas elevados. En este estudio, se
observé un factor de discriminacién de nitrégeno negativo (A*N) entre los ostiones y el detrito,
lo que indica un agotamiento relativo del isétopo mas pesado (*°N), que ocurre cuando los
nutrientes (y sus isétopos) se metabolizan e incorporan selectivamente (Gamboa-Delgado et al.,
2011). En el ostidn C. gigas, la eficiencia de seleccion del nitrégeno aumenta como respuesta al
agotamiento de la calidad o cantidad de los alimentos, mientras que la eficiencia de selecciéon
del carbono permanece sin cambios (Bayne, 2009). Después de usar los modelos de mezclado
isotépico para estimar las proporciones relativas de nitrégeno de la microalga y del detrito de U.
lactuca incorporados en el tejido del manto de los ostiones, se determind que en el régimen de
alimentacion D25, los ostiones utilizaron preferentemente el nitrégeno que provino de la
microalga (en comparacion con los detritos) para promover el crecimiento. Esta observacién
podria estar relacionada con la presencia de una mayor concentracién y disponibilidad de

microalga en este régimen de alimentacién. De la misma forma, las contribuciones esperadas
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(nutrientes en regimenes) que fueron diferentes a las observadas (determinadas en tejido)
pueden deberse a una digestion/asimilacion diferente de los componentes nutricionales
disponibles en ambas fuentes de alimento, como se indica en el apartado 0. A medida que
aumentaron los niveles de detrito en los tratamientos D50 y D75, se estimd una contribucion
similar de nitrégeno dietético para el crecimiento de los ostiones por ambas fuentes de
alimento. Se observé el mismo patrén en términos de incorporacion de materia seca. C.
calcitrans tenia un contenido de nitrégeno ligeramente menor vy, por lo tanto, la asimilacion de
materia seca debia ser mayor que la estimada para el detrito (que contenia mdas N), para
alcanzar el aporte de nitrégeno determinado. Los resultados mostraron que el crecimiento y la
supervivencia en ostiones alimentados con 50% de detritos de U. lactuca SCD como sustitucidn
de la microalga C. calcitrans parecen estar asociados con un ajuste éptimo de la asimilacion de

ambas fuentes de alimento.

8.3.2.3 Productividad de P. vannamei y C. gigas alimentados con detritos y U. lactuca en un
sistema IMTA

De acuerdo con los resultados de crecimiento del camardn, la sustitucion de la harina de
pescado con 20% de detritos de U. lactuca no afectan los parametros de crecimiento del
camaron tanto en los sistemas tradicionales de monocultivo, como en un sistema IMTA con
ostion y macroalga. Esta sustitucion permitiria un ahorro significativo relativo a los costos de
alimentacion en las granjas camaronicolas (Tabla 28). Por el contrario, no se obtuvieron los
resultados esperados para los ostiones del sistema IMTA-D alimentados con 50% de detritos si
los comparamos con el ensayo de alimentacion de los ostiones con detritos. Si se considera que
en el sistema IMTA-D, tanto el ostion como el camardén fueron alimentados con detritos, el
aporte de estos pudo haber modificado el porcentaje de contribucién del detrito en la dieta del
ostion (>50%), y entonces afectar sus parametros zootécnicos (crecimiento, supervivencia e
indice de condicién). Ademas, existe un efecto negativo de Ulva sp. sobre la supervivencia y el
crecimiento del ostion, cuando se encuentra a saciedad por el nitrato y los nutrientes de Von
Stosch (NaNQOs, Na,HPQ,4, FeSQ4 MnCl,, Na,EDTA, Tiamina, Biotina, Vitamina B12) (Green-

Gavrielidis et al., 2018). Este fendmeno fue asociado a la produccién de particulas alelopaticas
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por la macroalga que ayudan en favorecer su crecimiento pero que pueden ser toxicas para
otras especies como las microalgas y los moluscos (Green-Gavrielidis et al., 2018). En este
experimento, la macroalga del sistema IMTA-D presentd una mayor ganancia en peso
comparado con el sistema IMTA, lo que parece comprobar esta hipdtesis. Entonces, para
asegurar el crecimiento y la supervivencia del ostidn, se recomienda el uso limitado (<50%) de

detritos como fuente alimenticia para el ostidn en los sistemas IMTA.

8.3.3 Actividad enzimatica digestiva de los ostiones y camarones alimentados con detritos

8.3.3.1 Actividad enzimatica digestiva de los camarones alimentados con detritos

La sintesis, la secrecion y la regulaciéon de las enzimas digestivas de los camarones Peneidos
definen sus capacidades digestivas y dependen esencialmente de los ingredientes en el
alimento (Carrillo-Farnés et al., 2007). En este trabajo, las actividades especificas de la tripsina
de los camarones en los tratamientos con los detritos de U. lactuca fueron significativamente
mayores comparado con el tratamiento control. La tripsina es la principal proteasa en P.
vannamei, corta exclusivamente en el lado carboxilico de los residuos cargados positivamente
de los aminodcidos, especificamente los residuos de lisina y arginina (Sainz et al., 2004). Se ha
demostrado que su alta actividad es una clave sensible en el proceso de digestiéon de las
proteinas, fuertemente modulada por la calidad y cantidad de las proteinas en el alimento
(Sainz Hernandez y Cordova Murueta, 2009), estrechamente relacionada con la cantidad de
lisina y arginina (Lan y Pan, 1993). También influyen en el crecimiento y el metabolismo del
camaron debido a su rol en el suministro de aminoacidos esenciales (Rungruangsak-Torrissen et
al., 2006; Roy et al., 2018). Ademds, con respecto a los resultados de las predicciones
funcionales KEGG, los camarones alimentados con los detritos de U. lactuca presentaron un
incremento de la abundancia relativa de bacterias implicadas en el metabolismo de
aminodcidos (enzimas relacionadas con los aminodcidos y metabolismo de arginina y prolina).
Estos resultados sugieren que la calidad de la proteina de los detritos influyd en la actividad de
la tripsina. Ulva lactuca, como muchas algas, contiene altos niveles de arginina, pero se

encuentra limitada en su contenido en lisina en comparacién con los ingredientes ricos en
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proteinas como la harina de pescado (Pangestuti y Kim, 2015). Sin embargo, en oposicion, el
trigo se caracteriza por un bajo contenido de aminoacidos esenciales en comparacién con U.
lactuca (Yildirim et al., 2009) y la introduccién de fuentes de alto contenido proteico, como las
algas marinas, aumentan la calidad de la proteina dietética de los alimentos a base de cereales
(Scieszka y Klewicka, 2019). Por otro lado, la quimotripsina hidroliza los aminoacidos arométicos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina) y juega un papel importante cuando el crecimiento es
limitado o deprimido (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006). La ausencia de diferencia en las
actividades de la quimotripsina en este estudio, sugiere que la inclusion como fuente de
proteina de los detritos de Ulva lactuca hasta un 20% en el alimento del camardn, no fueron un

factor limitante para el crecimiento del camarén.

La lipasa es una enzima clave en la absorcidn de triacilglicerol de cadena larga (Bitou et al.,
1999). La inclusiéon de los detritos de U. lactuca resultd en una actividad de lipasa
significativamente mayor en comparacién con el control, como se ha observado anteriormente
con extractos de las misma alga incluidos hasta 15% en los alimentos de P. vannamei (Omont et
al., 2019), y también incremento la abundancia relativa de bacterias implicadas en el
metabolismo lipidico de acuerdo con los resultados de prediccién funcional en este estudio.
Schleder et al. (2018) también han mostrado un aumento en la actividad de la lipasa en
hepatopancreas de camardn alimentado hasta un 4% con biomasa seca de Undaria pinnatifida,
y el resultado fue asociado a una mejor absorcién de lipidos. Se ha demostrado previamente
gue el suplemento de los alimentos con Ulva sp. estimula la expresidon de genes implicados en el
metabolismo lipidico de P. vannamei (Elizondo-Reyna et al., 2016), mejora el crecimiento y
modifica el contenido de lipidos del camardn (Elizondo-Gonzalez et al., 2018), probablemente
debido a su contenido en acidos grasos w-3 y w-6 (Carrillo-Farnés et al., 2007; van Ginneken et

al., 2011; Ganesan et al., 2019).

La amilasa es una carbohidrolasa que juega un papel importante en la digestion del camardn
(Roy et al., 2018), ya que hidroliza carbohidratos complejos utilizados como fuentes de energia 'y

promotores del crecimiento del camarén (Cuzon et al., 2004; Castro et al, 2012).
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Especialmente, en este trabajo, la relacién amilasa/tripsina (A/T) aumenté con la inclusién de
detritos de U. lactuca. En un estudio previo se observaron resultados similares con un
suplemento de 5% de un extracto de U. lactuca en el alimento para camarén (Omont et al.,
2019). De acuerdo con Hidalgo et al. (1999), una relacién A/T alta representa una mejor
capacidad para digerir los carbohidratos como fuente de energia, y facilita en uso de las
proteinas para el crecimiento. Sin embargo, en este estudio, y segun lo observado por Brito et
al. (2001), las mayores actividades de amilasa no se relacionaron con un mayor crecimiento
efectivo en ningln tratamiento. Estos autores asociaron la diferencia de actividad enzimatica,
principalmente al origen diferente de los carbohidratos que fueron incluidos en los alimentos.
De hecho, las algas, y particularmente Ulva sp., son fuentes mas ricas en fibras solubles en
comparacion con el trigo (Pefia-Rodriguez et al., 2011; Yaich et al., 2011; Shewry y Hey, 2015).
En este estudio, los detritos sustituyeron parte del trigo en la formulacién, con un aumento
potencial en las fibras digestibles en los alimentos y una mejora en la actividad especifica de la

amilasa.

También, fue demostrado por Shyne Any et al. (2014) que la presencia de las bacterias
benéficas en el alimento para camarones ha mejorado la digestidn y la absorcién de nutrientes,
lo que contribuyd a mejorar su crecimiento. De esta manera las bacterias introducidas en la
produccién del detrito, podrian haber estimulado la produccidn de enzimas enddgenas en el
hepatopancreas, como la lipasa y la amilasa, mejorando la utilizacién de nutrientes presentes en

el alimento.

8.3.3.2 Actividad enzimatica digestiva de los ostiones alimentados con detritos

La digestion y asimilacion del alimento dependen de la actividad enzimdtica en la glandula
digestiva, y el proceso esta estrechamente relacionado con la composicion del alimento (Pefia
Rodriguez et al., 2020). La actividad de la proteasa en los tubulos de las glandulas digestivas de
C. gigas es baja, con una mayor actividad al final de la digestién (Bouchaud-Camou et al., 1983).
La quimotripsina y, en menor proporcidn, la tripsina mostraron mayor actividad en la glandula

digestiva de los ostiones alimentados con los detritos de U. lactuca, en comparaciéon con los
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animales alimentados con microalgas (Pefia Rodriguez et al., 2020). En este estudio, la proteasa
presentd mayor actividad especifica en los ostiones alimentados con 100% de detritos de U.
lactuca en comparacién con los otros tratamientos. Esto Ultimo podria estar relacionado con el
mayor contenido de proteinas en los detritos de U. lactuca en comparacion con las microalgas.
Ademas, en los bivalvos, la actividad de la aminopeptidasa aumenta las tasas de renovacion de
proteinas, es decir la degradacidn, sustitucidn y/o renovacién de las proteinas en los tejidos del
organismo (Donald et al., 2001). En este estudio, la actividad de la (Leu)-aminopeptidasa-N fue
mayor en la glandula digestiva de los ostiones alimentados con 100% de detritos y reflejé una
menor tasa de renovacién de nitrégeno (proteina) y un menor crecimiento en comparacion con
otros tratamientos. Estudios anteriores han indicado que una mayor actividad de proteasa y
peptidasa estaba relacionada con una proteina de mejor calidad en la dieta y un mayor
crecimiento de los ostiones (Yang et al., 2017; Liao et al., 2020); sin embargo, en el presente
estudio, la proteina podria haber sido utilizada como fuente de energia de mantenimiento para
preservar las funciones vitales, como concluyen Rato et al. (2018) en un estudio con ostiones
alimentados al 100% con U. rigida seca. En C. gigas, con bajas reservas de glucégeno, y durante
los periodos de escasez de alimentos, las necesidades energéticas pueden completarse con la
degradacion de proteinas y lipidos (Whyte et al., 1990; Liu et al., 2010). De hecho, en este
estudio, la disminucidon de la actividad de la amilasa, que contrasta con el aumento de la
actividad de la lipasa a niveles mas altos de inclusidn de detritos de U. lactuca en el régimen
alimentario, contribuye a confirmar esta hipdtesis. La mayor actividad de la amilasa es el
resultado del crecimiento celular debido a una mejor disponibilidad de alimentos (Huvet et al.,
2003). También se ha informado de una menor actividad de la amilasa durante la sustitucion de
la dieta por Ulva sp. en ostiones (Rato et al., 2018; Pefia Rodriguez et al., 2020), posiblemente
debido a la presencia de inhibidores de alfa-amilasa en las macroalgas (de Oliveira et al., 2009).
La hidrélisis enzimatica durante la produccién de detritos libera grandes cantidades de
monosacaridos (Hou et al., 2015), que también pueden explicar la disminucién significativa de la
actividad amilasa en el tratamiento D100. Una alta disponibilidad de azlcares puede afectar el
metabolismo de los carbohidratos y reflejarse en un menor crecimiento como se sugiere en

ostras perleras (Yang et al., 2018). Por otro lado, se ha observado la modificacion del
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metabolismo de los lipidos a través de una mayor actividad de la lipasa en C. gigas alimentado
con U. rigida seca (Rato et al., 2018), y en otros invertebrados acuaticos alimentados con Ulva
sp. (Elizondo-Reyna et al., 2016; Omont et al., 2019). Tales cambios se han atribuido a la calidad
de los lipidos de las dietas (Pefia Rodriguez et al., 2020). En realidad, U. lactuca contiene en
proporcién la mitad de acidos grasos altamente insaturados comparado con C. calcitrans (Ortiz
et al., 2006; Méndez-Martinez et al., 2018), lo que puede sugerir incrementar la actividad de la
lipasa como una forma de adaptarse a los cambios nutricionales en lipidos, como se observé en
Daphnia pulex (Koussoroplis, Schwarzenberger y Wacker, 2017). En este trabajo, la mayor
capacidad digestiva de la lipasa combinada con las actividades enzimaticas digestivas permitio
que los ostiones alimentados con hasta un 50% de detritos de U. lactuca alcanzaran un
crecimiento similar al de los ostiones alimentados con un 100% de microalgas, lo que sugiere un

buen funcionamiento del 6rgano digestivo y un buen estado de salud.

8.3.4 Control microbioldgico en los camarones y ostiones alimentados con detritos

8.3.4.1 Comunidades bacterianas digestivas de P. vannamei alimentados con detritos

Los cambios en las actividades de las enzimas digestivas se atribuyen principalmente al
alimento, pero también se relacionan positivamente con los cambios en las comunidades
bacterianas en el intestino del camardn, que posteriormente afectan su tasa de crecimiento (Dai
et al., 2017, 2018; Xiong et al., 2017). En estudios recientes, se han observado cambios en la
composicion de la microbiota del camardn en respuesta a la suplementacidon alimenticia con
algas (Schleder et al., 2018, 2019; Niu et al., 2019). Niu et al. (2019) revelaron el aumento en
Bacteroidetes y Verrucomicrobia para los camarones alimentados con 2% de varias macroalgas
en comparacioén con el grupo de control. Elizondo-Gonzalez et al. (2020) describieron una mayor
abundancia de Bacteroidetes y Actinobacteria en el intestino de camarones alimentados con
Ulva lactuca fresca comparado con el control (pellet sin macroalga). En el presente estudio, la
abundancia relativa de los Bacteroidetes y Verrucomicrobia, particularmente de los géneros
Haloferula y Rubritalea, también aumentd con la inclusién de los detritos de U. lactuca en el

alimento del camardn. Bacteroidetes es uno de los principales grupos bacterianos que se
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encuentran en el intestino de los animales, dentro del cual hay una variedad de bacterias que
secretan carbohidrolasas, enzimas extracelulares que fermentan polisacaridos y carbohidratos
no digeribles para producir acidos grasos de cadena corta (AGCC), mismos que el huésped
puede absorber como fuente de energia (Flint et al., 2012; Birg et al., 2019; Dubé et al., 2019).
El filo Verrucomicrobia, en camarones sanos, puede jugar un papel critico en la degradacion de
los polisacdridos y codifica diversas enzimas involucradas en el transporte y metabolismo de los
carbohidratos (Flint et al., 2012; Martinez-Garcia et al., 2012; Dai et al., 2018). Ademas, se ha
identificado un consenso de diferentes bacterias celuloliticas en otros organismos, que incluyen
especies de los drdenes Actinomycetales, Sphingomonadales, Bacillales y Clostridia,
especialmente el género Clostridium (Wenzel et al., 2002; Wu et al., 2012), las cuales se han
identificado en mayor abundancia en los camarones alimentados con el detrito en este estudio.
Estos resultados coinciden con los resultados de las predicciones funcionales, donde las
bacterias involucradas en el metabolismo de los carbohidratos son mas abundantes para los
camarones alimentados con los detritos de U. lactuca, con respecto a su control. Dado que los
polisacaridos de las algas son una fuente importante de nutrientes para las bacterias
heterotrdficas (Koch et al., 2019), el aumento en la abundancia de las bacterias involucradas en
la degradacion de los carbohidratos en el presente estudio podria estar relacionado con el

aumento de la actividad de amilasa en los camarones alimentados con los detritos U. lactuca.

La consideracion de la estructura de las comunidades bacterianas en camarones sanos, permitio
asociar la homeostasis intestinal con una gran abundancia de Bacteroidetes (Niu et al., 2019),
Verrucomicrobia (Dai et al., 2020) y Actinobacteria dominadas por Actinomycetales (Zhu et al.,
2016b), mientras tanto, un camardn enfermo se ha caracterizado por una alta abundancia en
Gammaproteobacteria, particularmente miembros que pertenecen a las familias
Alteromonadaceae, Pseudomonadaceae y Vibrionaceae (Zhu et al., 2016b; Schleder et al., 2019;
Dai et al., 2020). En el presente trabajo, los camarones alimentados con los alimentos con los
detritos de U. lactuca, aumentaron su abundancia en Bacteroidetes, Verrucomicrobia y
Actinobacteria en su tracto digestivo, con respecto a los del alimento control; lo que sugiere una

mejora de las comunidades de bacterias benéficas en los organismos. Los acidos grasos de
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cadena corta, potencialmente producidos por algunos Bacteroidetes como se menciond
anteriormente, crean un ambiente acido en el intestino del camardn que suprime el crecimiento
de microorganismos patégenos mientras promueve selectivamente el crecimiento de
microorganismos benéficos (Hoseinifar et al., 2017). Ademas, se ha reportado que algunas
bacterias del filo Actinobacteria producen diversos metabolitos secundarios (B-lactdmicos y
policétidos) con actividad antibidtica, particularmente actividad contra los Pseudomonas
(Demain y Adrio, 2012). Dentro de las vias de los metabolitos secundarios, la biosintesis de
carotenoides también mejora en los camarones alimentados con los detritos, atribuido en parte
a la mayor abundancia de Sphingomonadaceae en comparacién con el alimento control debido
a que varias bacterias de la familia Sphingomonadaceae tienen una alta capacidad para la

biosintesis de carotenoides (Takaichi, 2009).

Por otro lado, el detrito de U. lactuca disminuye la abundancia en géneros bacterianos
potencialmente patdgenos como Tenacibaculum, que se ha reportado en cantidades excesivas
en el intestino del camarén infectado con la enfermedad "camarones de algodén" (Zhou et al.,
2019); Lutimonas, abundantes en el esqueleto de langostas enfermas (Feinman et al., 2017); de
la familia Vibrionaceae, particularmente las bacterias de los géneros Lucibacterium, asociados
con vibriosis luminosa y el sindrome Bolitas nigricans (Austin y Zhang, 2006); y Allomonas,
asociados al sindrome de las heces blancas en los camarones (Kumara y Hettiarachchi, 2017). Se
ha demostrado que los polisacdridos u otros extractos de Ulva sp. mejoran el sistema inmune
no especifico y la resistencia a enfermedades (Ge et al., 2019), mejoran los mecanismos de
defensa antioxidantes (Esquer-Miranda et al., 2016) y demuestran una actividad antibacteriana
contra Vibrio en P. vannamei (Saritha et al., 2013). Por lo tanto, la inclusidn de los detritos de U.
lactuca en el alimento del camardn pudo exhibir el mismo efecto positivo sobre el sistema
inmune del camardn a través de la modificacion de las comunidades bacterianas del intestino, y

una disminucidn en las poblaciones de bacterias potencialmente patdgenas.
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8.3.4.2 Efecto antiviral de los detritos contra el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV)

El virus de la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) ha sido reportado como un virus
frecuente, letal, contagioso y generalizado en la industria camaronicola (Sanchez-Paz, 2010). A
pesar de que las vacunas a base de acido nucleico, las proteinas recombinantes y otros
enfoques sofisticados han demostrado ser prometedores para limitar su impacto, los productos
derivados de algas marinas, se han mostrado eficientes y rentables para proteger al camarén de
enfermedades infecciosas (Selvin y Lipton, 2003; Cruz-Suarez et al., 2008; Sanchez-Paz, 2010;

Immanuel et al., 2012).

En este estudio, los detritos de Ulva lactuca incluidos a 20% en el alimento del camarén P.
vannamei, permiten una mayor resistencia al virus y una supervivencia de 30% hasta 7 dias post
infeccion con WSSV. Resultados similares han demostrado el efecto antiviral de los metabolitos
secundarios de las algas verdes contra el virus de la mancha blanca. Selvin et al. (2004)
observaron que la pulverizacion de metabolitos secundarios de Ulva fasciata en el alimento
aumentaron significativamente los factores de defensa del camardn. La inclusién de extractos
polisacaridos de Acrosiphonia orientalis en el alimento del camardn P. monodon contra el WSSV
permitié mejorar la tasa de supervivencia hasta 88% (Manilal et al., 2009). P. indicus alimentado
con una dieta que incorporé a Ulva flexuosa tuvo mejor resistencia al virus (Velmurugan et al.,
2014). Un extracto de Ulvan (polisacarido sulfatado soluble) a partir de Ulva sp., incluido en el
alimento del camarén, permitié prolongar la supervivencia y aumentar el recuento total de
hemocitos en camarones infectados con WSSV, lo que sugiere que el extracto promovié la
activacion de la inmunidad celular en los camarones (Declarador et al., 2014). Por lo tanto, se
puede concluir que Ulva sp. se puede utilizar como ingrediente proactivo en la alimentacién del

camaron para el manejo del WSSV.

Durante la replicacidn viral, los productos virales modulan la homeostasis metabdlica de la
célula huésped para impulsar actividades metabdlicas a favor de la biosintesis del virus y

cumplir con sus requisitos energéticos (Chen et al., 2011). Wang et al. (2007) identificaron en el
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estdmago de P. monodon la sobreexpresion de 21 proteinas implicadas en la produccion
energética, la sintesis de acido nucleico y el sefialamiento celular entre otros. En respuesta a la
infeccion, los hemocitos secretan componentes humorales que son principalmente proteinas
(Jiravanichpaisal et al., 2006). Al administrar extractos de Ulva flexuosa en la dieta de los
camarones, Velmurugan et al. (2014) observaron una disminucién del nivel de proteina total en
la hemolinfa, lo que atribuyeron a la reduccion de la carga viral en la hemolinfa. Estos resultados
concuerdan con este trabajo, en el cual se observd, en el control positivo, un aumento en el
contenido de proteinas en la hemolinfa a 48 horas post infeccién (hpi), mientras se mantuvieron
equivalente al control negativo para los camarones alimentados con la dieta con U. lactuca
fresca y con el alimento con detritos de U. lactuca. Otros estudios demostraron que el nivel de
proteina total en la hemolinfa de los camarones es inferior en P. monodon alimentados con
extractos de hierbas medicinales con propiedades antivirales e inmunoestimulantes (Cyanodon
dactylon, Aegle marmelos, Tinospora cordifolia, Picrorhiza kurooa, Eclipta alba, Acalypha indica,
Withania somnifera y Zingiber officinalis) comparado con el control, en razén de una menor

replicacion del virus (Citarasu et al., 2006; Yogeeswaran et al., 2012).

Con el estrés causado por la manipulacién de los organismos, los niveles de lactato y glucosa
aumentaron durante 1 hora post manipulacién y regresan a niveles normales después de 4
horas (Yoganandhan et al., 2003; Aparicio-Simén et al., 2010, 2018). En el presente estudio, se
observaron altos niveles de lactato inmediatamente después de la inyeccién con WSSV, pero
disminuyeron significativamente a 24 hpi, por lo que podrian estar relacionados con el estrés de
la inyeccién. Segun Chen et al. (2011), el efecto Warburg, definido como una glicolisis aerdbica
que transforma la glucosa en lactato durante el proceso infeccioso, se lleva a cabo durante las
12 primeras horas de la infeccidon. Este proceso permite satisfacer las necesidades energéticas
tanto del organismo como del virus y controlar el estrés oxidativo generado por la infeccion. En
la segunda etapa de infeccién, a partir 24 hpi, la alteracién de las membranas mitocondriales
reduce el consumo de glucosa, incrementando la glucosa en la hemolinfa, lo que interrumpe la
produccién energética y aumenta el estrés oxidativo, causando muerte celular (Chen et al.,

2011). En este trabajo, entre 24 y 48 hpi, las concentraciones de glucosa en la hemolinfa fueron
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significativamente mas altos en el control positivo comparado con el control negativo y los
tratamientos experimentales, por lo que se podrian encontrar en la segunda etapa de la
infeccion como descrita por Chen et al. (2011). Ademas, Yoganandhan et al. (2003) reportaron
que los niveles de glucosa aumentan en la hemolinfa de camarones infectados con WSSV para
protegerse de la infeccidn, y podria deberse al transporte de glucosa desde el hepatopancreas y
el musculo a la hemolinfa. Finalmente, Huang et al. (2015) revela la interaccion directa entre
varias proteinas de la envoltura viral implicadas en el proceso infeccioso (VP24, VP28, VP31,
VP39, entre otras), y la proteina transportadora de glucosa Glutl de la membrana celular del
camaron, por lo que podria afectar el transporte de la glucosa hasta los 6rganos durante el

proceso infeccioso.

Previamente, se ha demostrado que la administracién oral de polisacaridos sulfatados de
Sargassum polycystum (Chotigeat et al., 2004), de Gracilaria fisheri (Rudtanatip et al., 2014), de
Cladosiphon okamuranus (Takahashi et al., 1998), de Sargassum wightii (Sivagnanavelmurugan
et al., 2012) contribuyeron a disminuir el impacto de la infeccién por WSSV en el camardn. El
mecanismo de accidén propuesto en varios estudios es que los polisacaridos sulfatados de las
macroalgas se unen a las glicoproteinas de la envoltura viral y por lo tanto, el virus no podria
interactuar con la célula hospedera (Witvrouw y De Clercq, 1997; Chotigeat et al., 2004; Huang
et al., 2006). Rudtanatip et al. (2014) demostraron que los polisacaridos sulfatados de Gracilaria
fisheri se unen a las proteinas de envoltura de WSSV, incluyendo VP24, VP26, VP28, VP31 y
VP39. Sotanon et al. (2018) demostraron que la proteina VP37 del WSSV, adjunta a las proteinas
VP26 y VP28, se unen a moléculas similares a la heparina, un polisacarido altamente sulfatado,
en la superficie de los hemocitos de los camarones durante la infeccidn viral, y que esta unién se
puede inhibir gracias a la presencia de los polisacaridos sulfatados de la macroalga G. fisheri,
debido a su composicion molecular similar a la heparina. En el caso del presente trabajo, es
probable que los polisacaridos sulfatados de la macroalga U. lactuca puedan actuar de la misma

y asi mitigar la infeccion.
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La sustitucién de la harina de pescado con otras fuentes de proteina contribuye a reducir el
nivel de colesterol en el camardn (Cheng y Hardy, 2004). Casas-Valdez et al. (2006) demostraron
que la inclusién de Sargassum sp. en el alimento del camardn se asocia con la disminucién del
nivel de colesterol en el tejido de los animales. Sathivel et al. (2008) sugieren que los
polisacaridos de Ulva lactuca pueden tener la capacidad de prevenir el aumento en los niveles
de acidos grasos libres, triglicéridos y colesterol total tanto en la hemolinfa como en el tejido del
camaron. En este estudio, no se observd diferencia significativa en las concentraciones en
triglicéridos entre los tratamientos, pero al contrario hubo una disminucién de la concentracién
de colesterol en la hemolinfa de los camarones alimentados con U. lactuca a 0 y 48 hpi. Esta
diferencia puede estar en parte asociada con la menor cantidad de harina de pescado en los
alimentos con detrito, la cual, contiene un alto nivel en colesterol, mientras que las macroalgas
no contienen. También, se ha informado que las algas marinas previenen el estrés oxidativo en
el metabolismo del colesterol hepatico (Sathivel et al., 2008), mejoran la excrecién y disminuyen
la absorcién y acumulacién en el organismo de lipidos (Morita y Nakano, 2002; D. Zhu et al.,
2016). El colesterol es esencial en la replicacién viral por su rol fundamental en la fluidez
membranal, permitiendo a las caveolas formar las vesiculas durante el proceso de endocitosis
del virus (Guo et al., 2011; Wang et al., 2013). Huang et al. (2013) sugirieron que la disminucidn
del colesterol en la membrana celular puede inhibir la endocitosis del virus de la mancha blanca.
Wang et al. (2014b) descubrieron que la eliminacién completa del colesterol restringié por
completo la infeccidén viral de WSSV. A través de este experimento se demostré que Ulva
lactuca incluida en el alimento disminuye los niveles de colesterol en el camardn blanco
Penaeus vannamei y asi puede limitar la entrada del virus en las células del camardén en las

etapas tempranas de la infeccién.

8.4 Dinamica microbiana en sistemas IMTA

8.4.1 Comunidades bacterianas en el agua de un sistema IMTA camardn-ostion

La carga bacteriana resultdé mas alta en el agua del sistema de cocultivo comparado con el

sistema de monocultivo en ese estudio. De igual manera, Pang et al. (2006) reportaron una
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concentracion total de bacterias mas alta en el agua de cocultivo de abuldon Haliotis discus
hannai con macroalga G. textorii, comparado con el monocultivo de abuldn; y sugieren un
posible efecto del aumento de superficies biolégicas en las cuales se pueden fijar las bacterias
para formar biopeliculas, y la modificacion de las comunidades bacterias proveniente de la
actividad metabdlica de ambos animales. Ambos organismos en el cultivo pueden facilitar la
propagacion de diversas especies bacterianas y aumentar potencialmente el nivel de
heterogeneidad de la comunidad bacteriana en el sistema de cocultivo (Pang et al., 2006). Sin
embargo, Jones et al. (2001) reportaron una disminucién de la carga bacteriana en un sistema
multitréfico con camardn Penaeus japonicus, ostion Saccostrea commercialis, y macroalga

Gracilaria edulis.

La presencia del ostién en el sistema de cocultivo cambid las proporciones en las colonias de
Vibrio detectadas en medio TCBS para alcanzar a un equilibro en proporciones casi iguales de las
colonias sacarosa-negativo (verde) y sacarosa-verde (amarillo). Pang et al. (2006) observaron el
mismo cambio de dominancia a favor de las colonias verdes de Vibrio en el agua de un sistema
de cocultivo de abuldén Haliotis discus hannai con macroalga Gracilaria textorii. El incremento en
las colonias amarillas de Vibrio (> 1 x10* ufc.mL™) ha sido reportada como un indicador de baja
calidad de agua para el cultivo de camarones y el consiguiente problema de enfermedades (Cruz
et al., 2008; Le Francois et al., 2010). La capacidad del ostidn a filtrar bacterias (Loosanoff, 1949;
Kautsky y Sverker, 1987), puede estar relacionada con la disminucién en el nimero de UFC
amarillas en el agua del cocultivo. Adema3s, la presencia de bacterias adicionales en el agua
puede tener un rol de probidtico. Kumar et al. (2016) han reportado varios estudios sobre el
efecto probidtico de multiples cepas bacterianas y Vibrionales (Bacillus sp., Streptomyces,
Pseudomonas, Lactobacillus, Aeromonas, Vibrio sp.) sobre otros Vibrio patégenos. El principio
detras de la aplicacién de probidticos es introducir un ecosistema de bacterias benéficas que
pueden ocupar los distintos nichos ecolégicos y contribuir a eliminar los patégenos potenciales
del sistema de cultivo. Algunas bacterias nitrificantes proporcionan un beneficio adicional al
mejorar la calidad del agua, mediante la oxidacién del amonio a nitrito y la oxidacién de nitrito a

nitrato lo cual disminuye los niveles de amonio en el agua (Laurence, 2010), lo cual acelera el
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proceso de nitrificacién. Esto podria explicar porque las concentraciones de nitrito y nitrato
alcanzan la asintota mas rapido comparado con los sistemas de monocultivo de camarén. Por lo
tanto, el aumento de las concentraciones de bacterias y en particular Vibrio, parecen tener un

efecto favorable sobre el sistema de cocultivo.

8.4.2 Comunidades bacterianas digestivas de P. vannamei y C. gigas en un sistema IMTA
camaron-ostion

Las condiciones ambientales y dietéticas son los factores bioldgicos mas fuertes que afectan la
microbiota del camardn (Zhang et al., 2014; Cornejo-Granados et al., 2018), como se refleja en
el presente trabajo con variaciones significativas en las comunidades bacterianas digestivas de
P. vannamei y C . gigas bajo cocultivo en el sistema IMTA en comparacién con el sistema de

monocultivo.

Los filos dominantes en el intestino del camardn y en la glandula digestiva de los ostiones
fueron Proteobacteria, con una abundancia relativa de 59.2% y 66% respectivamente, seguidos
de Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes. Varios estudios han demostrado los mismos filos
dominantes en Crassostrea corteziensis, Crassostrea gigas y Crassostrea sikamea (Trabal
Fernandez et al., 2014), Saccostrea glomerata (Green y Barnes, 2010), Penaeus vannamei (Zeng
et al., 2017; Cornejo-Granados et al., 2018), Penaeus monodon (Cornejo-Granados et al., 2018) y
Penaeus stylirostris (Cardona et al., 2016). Este subconjunto de filos microbiolégicos puede
tener un papel fundamental en la estructura y funcién de la microbiota digestiva en estos

organismos (Zeng et al., 2017).

Dentro de las Proteobacteria, Alphaproteobacteria es la clase mds abundante y diversa (Spain et
al., 2009), con una gran variedad de estrategias metabdlicas, que incluyen fotosintesis, fijacion
de nitrégeno, oxidacion de amoniaco y metilotrofia (Williams et al., 2007). Dentro de las
Alphaproteobacteria, el orden Rhodobacterales se observo en mayor abundancia en la glandula
digestiva de los ostiones en el sistema de cocultivo en comparacidon con el sistema de

monocultivo, y parece estar influenciado por su alimentacién basada en los desechos de los
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camarones, debido al hecho de que este orden predomina en el intestino de los camarones de
acuerdo con los resultados del presente y anteriores estudios (Zhu et al., 2016b; Chen et al.,
2017b). Se ha propuesto que los Rhodobacterales desempefian un papel importante en el
estado de salud de las ostiones (Clerissi et al., 2018), por lo tanto, un aumento en este orden, tal
como se obtiene en el presente trabajo en el tratamiento de cocultivo, podria ser benéfico para
los ostiones. Especialmente la familia Rhodobacteraceae puede tener un rol clave en mantener
la calidad del agua (Zheng et al., 2017) y la salud de los sistemas de cultivo de camardn (Wang et
al., 2014a; Cardona et al., 2016; Yao et al., 2018). Esta familia se ha encontrado en mayor
abundancia en el intestino de camarones sanos en comparacién con camarones enfermos (Zhu
et al., 2016b; Chen et al., 2017b). Ademds, la presencia de Sphingomonadales
(Alfaproteobacteria) en la glandula digestiva de los ostiones puede mejorar el proceso de
nitrificacion (Boucher y Boucher-Rodoni, 1988) debido a su capacidad para fijar nitrégeno
(Dhami et al., 2018), lo que podria ayudar a mantener la concentracion de amonio observada en
el sistema de cocultivo. Por lo tanto, los resultados de este estudio sugieren que las
comunidades de Alfaproteobacteria se han modificado en el intestino de los ostiones
cocultivados debido a cambios en la dieta, los cuales pueden haber contribuido a mantener la
calidad del agua y la salud de ambos organismos en el sistema IMTA. Dentro de las
Gammaproteobacteria, la familia Piscirickettsiaceae (Thiotrichales) no se identific6 en la
glandula digestiva del ostidn de cocultivo en comparacion con el sistema de monocultivo, lo que
podria estar relacionado con la presencia de camarones. Los Thiotrichales se han asociado con
los biodepdsitos de las almejas (Murphy et al., 2019), sin embargo, existe una falta de

infomacién sobre el papel de Thiotrichales en el ostidn.

Ademas, los camarones y los ostiones del sistema de cocultivo mostraron una menor
abundancia relativa de Vibrionaceae en comparacidon con los organismos en sus respectivos
sistemas de monocultivo. Entre las enfermedades bacterianas, la vibriosis causada por Vibrio
sp., representa una de las patologias mas problematicas. El exceso de Vibrio se ha relacionado
con problemas patogénicos o sanitarios para algunos organismos acudticos, incluido P.

vannamei (Xiong et al., 2015) y C. gigas (Le Roux et al., 2016). Vibrio en el tracto digestivo es
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sensible al medio ambiente circundante (Xing et al., 2013) y el cocultivo en IMTA de P.
vannamei y C. gigas puede promover las condiciones saludables que reducen su prevalencia.
Respecto a los resultados de prediccion funcional, la disminucién en las comunidades de Vibrio
en el camardn se podria asociar al incremento en la abundancia relativa de bacterias asociadas a
la biosintesis de antibidticos (vancomicina, policétidos y ansamicinas). Por otro lado, el
incremento de la abundancia en bacterias implicadas en el metabolismo de esfingolipidos en el
camaron de cocultivo, podria reflejar una mejor respuesta frente al estrés celular y una mejora
en el sistema inmune del camarén (Zhao et al., 2018). Por lo tanto, la disminucidén en las
comunidades de Vibrio en las comunidades microbiolégicas del intestino del camarén puede
mantener un sistema de cultivo mas saludable y tiende a mejorar la productividad del camarén.
Ademads de mostrar una abundancia relativa mas baja en Vibrionaceae, la glandula digestiva de
los ostiones presentd una mayor diversidad alfa de bacterias. La microbiota intestinal
normalmente compite con los microorganismos patdgenos por los nutrientes y el espacio en el
tracto intestinal (Pereira y Berry, 2017; Pickard et al., 2017). En particular, la microbiota de
ostiones de familias susceptibles a enfermedades, tienen una diversidad menor que las
resistentes (Clerissi et al., 2018), lo que puede sugerir que el sistema IMTA en este estudio
podria tener un impacto positivo en la resistencia a enfermedades en el ostién. Finalmente, los
resultados de predicciéon funcional, apoyan esta posibilidad ya que demostraron una
disminucién de la abundancia relativa en bacterias implicadas en la apoptosis y sefiales P53
relacionado con el ADN dafado; en la movilidad y quimiotaxis bacteriana y en el montaje
flagelar considerados como factores de virulencia para patégenos como Vibrio sp. (Manson,
1992; Wang et al., 2015) y un incremento en la abundancia relativa en bacterias implicadas en el
metabolismo de metabolitos secundarios, especialmente antibidticos de tipo vancomicina y
ansimicinas en el tracto digestivo de los camarones y en el metabolismo de carotenoides y

terpenoides en los tractos digestivos de organismos del sistema de cocultivo.

Por otra parte, el filo Bacteroidetes es abundante en el medio marino; se ha reportado que
forma parte de los principales grupos de bacterias y esta implicado en el desarrollo normal del

tracto gastrointestinal de los animales acuaticos (Thomas et al., 2011), entre los cuales incluyen
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a camarones (Cornejo-Granados et al., 2018) y ostiones (Trabal Fernandez et al., 2014) en todas
las etapas de desarrollo. Desempefian un papel benéfico en la degradacién de las particulas de
materia organica (Thomas et al., 2011). La funcion bioldgica principal y mas estudiada de los
Bacteroidetes como simbiontes, es la degradacion de los biopolimeros, principalmente
polisacaridos que provienen de detritos organicos particulados (Thomas et al.,, 2011). Con
respecto a los resultados de prediccién funcional, se ha observado una disminucién de las
bacterias involucradas en el metabolismo lipidico a favor de las involucradas en el metabolismo
de los carbohidratos en la glandula digestiva del ostidén, lo que se podria asociar al mayor
contenido de lipidos en la microalga comparado con los desechos de camarones. De hecho, se
ha reportado que las bacterias del filo Bacteroidetes son dominantes y compartidos en el
intestino de los camarones y en el sedimento debido a las transferencias microbioldgicas entre
la ingesta y la excrecién (Huang et al., 2018; Fan et al., 2019). Los resultados obtenidos en el
presente estudio sugieren que la mayor abundancia relativa de Bacteroidetes en la glandula
digestiva de los ostiones del cocultivo en comparacién con el sistema de monocultivo, puede
estar estrechamente relacionada con su fuente de alimentacion (desechos de camarones o

microalgas).

Se observd una mayor abundancia de Flavobacteriaceae (Bacteroidetes) en la glandula digestiva
de los ostiones del sistema de cocultivo en el presente trabajo. A pesar del poco énfasis que se
ha dado a los aspectos benéfico que pueden otorgar las Flavobacteria en los organismos, las
bacterias de esta familia se caracterizan por sus propiedades de pigmentacién, que se deben a
la produccion de carotenoides que juegan un papel importante en la proteccion de los
organismos contra los efectos nocivos de los radicales libres (Sowmya y Sachindra, 2016). Los
resultados prediccidon funcional coinciden con esta sugerencia, ya que se ha observado un
incremento en las bacterias implicadas en las vias interrelacionadas de biosintesis de
terpenoides, carotenoides y preniltransferasas. En este sentido, Clerissi et al. (2018) consideran
gue estas bacterias constituyen un posible factor importante en el estado fisico de los ostiones,

lo que sugiere que el sistema IMTA con camarones tiene un efecto beneficioso en el estado de



125

salud de los ostiones, y puede potencialmente relacionarse con la reduccién de la sefal p53 y

apoptosis celular.

Finalmente, los resultados sugieren que los cambios significativos en la glandula digestiva de los
ostiones podrian atribuirse a la estrecha relacién entre la funcionalidad de las bacterias y la
modificacion de la dieta, que parecen aportar aspectos benéficos para el manejo del agua, la

promocién de la salud de los organismos y la productividad de los camarones.

8.5 Flujo de nutrientes en sistemas IMTA e importancia econdmica

El sistema de monocultivo de camardn desarollado en este trabajo generd un desperdicio de
62.8% de nitrégeno (N) y 87.2% de fdésforo (P) en las aguas residuales del cultivo. Estos
resultados coinciden con los reportados previamente. En cultivos semi-intensivos, Paez-Osuna
et al. (1997) obtuvd una retencion en los tejidos de los camarones del 35.5% de Ny 6.1% de P.
Segun Bouwman et al. (2011), en crustaceos marinos cultivados en sistemas intensivos en 2006,
Unicamente 25% del nitrogeno y 10% del fosforo suministrados en el alimento estan
aprovechados en el producto de cosecha. Los residuales se dividen entre materia disuelta en el
agua (55% de N y 18% de P) y sdlidos (20% de N y 72% de P). En el caso de los ostiones de
monocultivo en este estudio, se observa un aprovechamiento de 33.5% del Ny 29.1% del P, este
ultimo repartido entre el tejido y la concha del organismo, lo cual genera una descarga del
66.5% de N y 70.9% de P en las aguas residuales de cultivo. En un estudio realizado en los
bivalvos cultivados en 2006, se demostré que 33% del N (22% del P) en la materia suspendida
filtrada se recupera en el organismo mientras que el 27% se libera como N disuelto (31% del P) y
el 40% como N particulado (47% del P) (Bouwman et al., 2011). Finalmente, de un cultivo cuya
fuente de nutrientes para la macroalga proviene de un fertilizante inorgdnico (29:5:0), la

macroalga aprovecha de 62.4% del N y 83.6% del P para su propio crecimiento.

En comparacion, los sistemas multitréficos aprovecharon los nutrientes al maximo y liberaron
en las aguas residuales 18.0% de N y 40.4% de P en el sistema IMTA, y 9.7% de Ny 22.0% de P

en el sistema IMTA con detritos como fuente alimenticia parcial para el camarén y el ostién. La
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comparacion de los dos sistemas IMTA, permite observar que los detritos en las dietas pueden
disminuir la cantidad de desechos sdlidos producidos por el camardn y el ostion pero genera
mas desperdicio de materia inorganica en el agua, la cual es aprovechada con mayor eficiencia

por la macroalga para su propio crecimiento.

El desarrollo de sistemas multitréficos se propone como una alternativa en la industria acuicola
gue permite reducir el impacto ambiental de la camaronicultura en las aguas costeras de
México mientras incrementa la productividad. Lo anterior gracias a la bioseguridad de los
cultivos y el aprovechamiento maximo de los nutrientes, para responder a la alta demanda en
proteina animal de alta calidad para alimentar a la poblacién. En agosto del 2021, el valor del
camarén en el mercado internacional fue reportado a $16 USD.kg'l, del ostidn a $1.25
USD.pieza™ y de la macroalga a $15 USD.kg fresco™. Si se considera una empresa con sistemas
de monocultivo intensivo de camardn con una densidad promedia de 200 individuos.m™ en un
espacio de cultivo total de 100 ha y una produccion de 4 toneladas por ha por ciclo (3 ciclos al

afio), se puede estimar la ganancia econdmica que representa el sistema IMTA (Tabla 28).

Tabla 28. Ganancia econdmica (mil SUSD) tedrica en un sistema de monocultivo intensivo de
camaron y en un sistema IMTA.

Sistema de Sistema Sistema
monocultivo IMTA IMTA-D
Costos de alimentacion
-9,7 -9,7 -7
(60% de los costos totales) 9,790 9,790 830
Otros costos de produccion de camardn 6,600 6,600 6,600

(Quagrainie, 2015)
Venta de camaron +19,200 +25,700 +25,700

Costos de produccion de microalga

(Oostlander et al., 2020) i 8,800 -8,800
Costos de semilla de ostién
(Chen et al., 2017a) i -330 -350
Venta de ostiones
(Chen etal., 2017a) i +3,800 +3,800
Venta de macroalga fresca ) +6,700 +9,000

(Van Der Linden, 2014)

Ganancia total +2,810 +10,660 +14,920
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De acuerdo con el presente estudio, los sistemas IMTA de P. vannamei con C. gigas y U. lactuca,
gracias a la mejora y la diversificacion de la productividad, y aun si se consideran los costos
adicionales relacionados con la produccién de ostiones, permitirian una ganancia de mas de 3

veces de la que se obtendria en un sistema tradicional de monocultivo de camardn.
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9. CONCLUSIONES

En esta investigacion se demostré que los sistemas de integracion multitrdfica con camardn blanco

Penaeus vannamei, ostién japonés Crassostrea gigas y macroalga Ulva lactuca permiten:

Disminuir el 75% de la concentracién de particulas suspendidas totales gracias a la capacidad de

filtracion del ostion.

Disminuir la materia inorganica en las aguas residuales de los cultivos intensivos con una
biorremediacién de hasta 88% del amonio, 63% del nitrito, 66% del nitrato y 50% del fosfato

gracias a la capacidad de filtracién de la macroalga.

Aprovechar un 82% del nitrégeno (N) y 60% de fésforo (P) provistos por la alimentacion del camarén y
del ostidn a favor de un mayor crecimiento del camarén (+34%) y de la macroalga (+29%), comparado

con el sistema de monocultivo de camarén que solo aprovecha del 37% del Ny 13% del P.

Disminuir la abundancia relativa de familias de bacterias potencialmente patdgenas en la
microbiota digestiva de los organismos mejorando su estado de salud y susceptibilidad frente a

brotes de enfermedades como vibriosis.

Producir una macroalga que presenta después de una predigestién un alto potencial nutricional
para sustituir hasta un 20% la harina de pescado en el alimento del camardn sin modificar sus
pardmetros de crecimiento en sistemas de mono- y cocultivo, mientras que para el ostidén
puede sustituir hasta 50% de las microalgas en sistemas de monocultivo. Se demostré mediante
técnicas isotdpicas que los detritos de macroalga aportan proporciones significativas de

nutrientes para la biosintesis de nuevo tejido.
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e Aprovechar hasta 90% del N y 88% del P provisto por la alimentacion constituido por este nuevo
alimento integrado al sistema IMTA, especialmente a favor del crecimiento de la macroalga

(+88%), comparado con el sistema de monocultivo de macroalga.

e Permitir al camardn tener una mayor resistencia contra el virus de la mancha blanca gracias al nuevo

alimento con 20% de detritos de macroalga como sustituto de la harina de pescado.

e Diversificar y mejorar la produccién con productos de alto valor comercial en el mercado;

respecto a sistemas tradicionales de monocultivo.

La Asamblea General de la ONU adoptd la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, un plan de
accién a favor de las personas, el planeta y la prosperidad. La Agenda implica un compromiso
comun y universal de responder con 17 objetivos. Este trabajo de tesis engloba dos de estos
objetivos que son: (1) #14 VIDA SUBMARINA: Prevenir y reducir significativamente Ia
contaminacién marina de todo tipo, en particular la producida por actividades realizadas en
tierra, incluidos los detritos marinos y la polucién por nutrientes y (2) #2 HAMBRE CERO:
Asegurar la sostenibilidad de los sistemas de produccidon de alimentos y aplicar practicas
resilientes que aumenten la productividad y la produccion, contribuyan al mantenimiento de los

ecosistemas.

En este contexto, los sistemas IMTA con camardn blanco Penaeus vannamei, ostidon japonés
Crassostrea gigas y macroalga Ulva lactuca en este trabajo de tesis demostraron fehacientemente
datos que se predecian: permitieron mitigar el impacto ambiental de la camaronicultura en las
zonas costeras gracias una mayor productividad mediante una mejor utilizacion de nutrientes y
control microbioldgico respecto a sistemas tradicionales de monocultivo. Ademas, el uso de la
biomasa de macroalga como detritos para sustituir la harina de pescado es un paso adelante en
la alimentacion del camardn y pretende reducir los costos de produccidon tanto como minimizar
el impacto ecoldgico de las pesquerias al reducir la demanda de harina de pescado en la

alimentaciéon en la camaronicultura. Sin lugar a duda, la utilizacion de macroalgas en la
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acuacultura, tanto como ingrediente alimenticio como agente biorremediador del agua de uso

acuicola, es viable en términos econdmicos, ecoldgicos y sociales.

La tendencia mundial a romper paradigmas en la acuacultura representa una oportunidad para
retomar el rumbo tanto de la investigacién acuicola como de la industria que la sostiene. En el
futuro, se debe incursionar en mejorar las técnicas de aprovechamiento de las macroalgas para
lograr porcentajes de sustitucién de harina de pescado del 100% sin comprometer el desarrollo
de los organismos de cultivo. Aunado a esto, los beneficios que conllevan los cultivos
multitroficos comparadoS con los monocultivos, deberdn superar a los prejuicios de la
acuacultura tradicional, si es que queremos catapultar a la acuacultura como una actividad

capaz de garantizar la seguridad alimentaria mundial.
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