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Resumen

El “holobioma del sistema acuicola” es una visién holistica que reconoce que cada componente
del sistema influye en los microbiomas presentes. Estos a su vez impactan en la estabilidad de la
comunidad microbiana, la ecoeficiencia y la produccion de las especies cultivadas. La estabilidad
microbiolégica en los sistemas de cultivo de biofloc es crucial para la sostenibilidad de la
acuicultura intensiva de camaron. En este estudio, se propone el uso de métricas de diversidad
como alternativa para comprender la estabilidad en los sistemas de biofloc durante el cultivo. Se
analizaron datos de secuenciacion de amplicones del gen 16S rRNA de un estudio longitudinal
trifasico asociado a sistemas de biofloc con una duracién de 109 dias. Se analizaron cuatro
tratamientos de biofloc: A) Probidtico Heterotrdéfico, B) Probiético Quimiotréfico-Microalga, C)
Probidtico Quimiotroéfico y D) Maduracion tradicional sin probidtico especifico. La densidad de
siembraen cada fase fue: Fase-1) 1500 PLem™, Fase-2) 750 PLem2y Fase-3) 325 PLem™. Se realizd
un analisis FODA del sistema de producciéon de una empresa de larvicultura desde la perspectiva
de la bioseguridad, incorporando el enfoque del holobioma y de la estabilidad de lascomunidades
microbiolégicas

La volatilidad del indice de Faith revela una variacion y tendencia oscilante, mientras que la
volatilidad del indice de Pielou muestra un rango consistente de valores promedio entre 0.6y 0.9
para los cuatro tratamientos. Existe una correlacidn significativa entre las covariables pH, Floc,
Temperatura, Salinidad, Amonio y NH3 y el indice de Faith, con una correlacidon negativa
moderada con la temperatura. Los analisis ANCOM y de volatilidad de caracteristicas a lo largo de
las fases y tratamientos identifican la importancia de taxones clave, como Actinobacteria,
Polyangia, Gammaproteobacteria, Cyanobacteriia, Bacteroidia y Alphaproteobacteria. El analisis
de PCoA y la prueba PERMANOVA de la 'distancia UniFrac no ponderada' muestran una
diferenciacién en la composicion microbiana por Fase, Tratamiento, dias de cultivo, Mes y pH. El
anadlisislongitudinal basado en PCoAy el modelo de LME muestran una relacién significativa entre
los dias de cultivo y la Fase en la estructura de las comunidades microbianas, demostrando que
la diversidad beta presenta estabilidad a partir del dia 44 (fases 2 y 3), influenciada por
Actinobacteria, Polyangia y Alphaproteobacteria, consideradas estrategas K. El analisis FODA
muestra que las amenazas mas relevantes para la estabilidad microbioldgica y la salud de los
cultivos es la carga microbiana de Vibrios inherente a los organismos, asi como el uso de
antibidticos en el sistema productivo.Utilizar métricas de diversidad con modelos estadisticos,
permite identificar el punto de estabilidad microbioldgica en los sistemas de biofloc, junto con
taxones clave, que en conjunto con analisis FODA ofrecen una perspectiva valiosa para optimizar
la estabilidad microbioldgica en sistemas de cultivo de biofloc.

Palabras clave: Biofloc, cultivo de camarones, estabilidad microbioldgica, analisis longitudinal,
volatilidad de taxones.
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Summary

The "holobiome of the aquaculture system" is a holistic concept that recognizes how each
component of the system influences the present microbiomes. These, in turn, impact the stability
of the microbial community, eco-efficiency, and the production of cultivated species.
Microbiological stability in biofloc cultivation systems is crucial for the sustainability of intensive
shrimp aquaculture. In this study, the use of diversity metrics is proposed as an alternative to
understanding stability in biofloc systems during cultivation. Amplicon sequencing data of the 16S
rRNA gene from a 109 days longitudinal three-phase study associated with biofloc systems were
analyzed. Four biofloc treatments were analyzed: A) Heterotrophic Probiotic, B) Chemotrophic
Probiotic-Microalgae, C) Chemotrophic Probiotic, and D) Traditional maturation without specific
probiotics. The stocking density in each phase was: Phase-1) 1500 PLem2, Phase-2) 750 PLem™,
and Phase-3) 325 PLem™. A SWOT analysis of the production system of a larviculture company
was conducted from a biosafety perspective, incorporating the holobiome approach and the
stability of microbiological communities.

The volatility of the Faith index reveals oscillating variation and trend, while the volatility of the
Pielou index shows a consistent range of average values between 0.6 and 0.9 for the four
treatments. There is a significant correlation between the covariates pH, Floc, Temperature,
Salinity, Ammonium, and NH3, and the Faith index, with a moderate negative correlation with
temperature. ANCOM and feature volatility analyses throughout the phases and treatments
identify the importance of key taxa, such as Actinobacteria, Polyangia, Gammaproteobacteria,
Cyanobacteriia, Bacteroidia, and Alphaproteobacteria. PCoA analysis and PERMANOVA test of
'Unweighted UniFrac distance' show differentiation in microbial composition by Phase,
Treatment, cultivation days, Month, and pH. Longitudinal analysis based on PCoA and LME model
show a significant relationship between cultivation days and Phase in microbial community
structure, demonstrating that beta diversity presents stability from day 44 (phases 2 and 3),
influenced by Actinobacteria, Polyangia, and Alphaproteobacteria, considered as K-strategists.
The SWOT analysis shows that the most relevant threats to microbiological stability and crop
health are the Vibrio microbial load inherent in the organisms, as well as the use of antibiotics in
the production system. Using diversity metrics with statistical models allows identifying the point
of microbiological stability in biofloc systems, along with key taxa, which, together with SWOT
analysis, offer a valuable perspective to optimize microbiological stability in biofloc culture
systems.

Keywords: Biofloc, shrimp farming, microbiological stability, longitudinal analysis, taxon volatility
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1. INTRODUCCION

México es el 7° productor mundial de camardny exporta cerca del 17.6% de su produccién (SIAP,
2020). En 2018 el 68.5% de la produccion nacional de camardn fue de origen acuicola, siendo el
camarén blanco (Litopenaeus vannamei) la principal especie cultivada (CONAPESCA, 2018; SIAP,
2019). En México, los sistemas de cultivo intensivos (<300 Poslarvasem?) de camardn son uno de
los sectores mastecnificados dentro de la acuicultura de esta especie. Sin embargo, en los ultimos
anos su crecimiento ha sido afectado por diversos brotes de enfermedades (Instituto Nacional de
Pesca, 2013), haciendo que el cultivo semi-intensivo (<30 Poslarvasem?) sea la principal forma de

produccion (CONAPESCA, 2017).

La tecnologia de biofloc (BFT) emerge como una estrategia para impulsar la sostenibilidad en la
acuicultura en cultivos intensivos de camarén blanco, donde su éxito estd intrinsecamente ligado
a las comunidades microbioldgicas (Krummenauer et al., 2020). Estas comunidades desempeiian
funciones cruciales, como mantener la calidad del agua al absorber compuestos nitrogenados,
proporcionar una fuente de alimento viable y competir contra patégenos para fortalecer la salud
y la bioseguridad del sistema BFT (Nery et al., 2019; Pimentel et al., 2023). La BFT se centra en
estimular una comunidad microbiana especifica para facilitar el reciclaje de nutrientes vy
mantener la calidad del agua (Ferreira et al., 2021). La estabilidad microbiana en los sistemas BFT
se explica por la teoria ecoldégica de los estrategas r/K, que distingue entre comunidades
microbianas oportunistas (r) y no oportunistas (K) (Chen et al., 2023; Skjermo et al., 1997).
Identificar los factores que afectan las comunidades microbianas y determinar el punto de
estabilidad microbioldgica en estos sistemas es esencial para lograr un control de las condiciones
del cultivo y una prediccion del estado de salud del cultivo (Copetti et al., 2021; Pimentel et al.,
2023), asi como para su promocion, para lo cual son necesarios estudios longitudinales (Quince
et al., 2017). Por otra parte, alteraciones en el microbioma del sistema de cultivo y las
fluctuaciones constantes de nutrientes pueden afectar el microbioma intestinal de los camarones
(Cornejo-Granados et al., 2018), que estd involucrado en el crecimiento y desarrollo del
hospedero, afectando la absorcion de nutrientes, modulando la respuesta inmunoldgica vy
previniendo el crecimientode bacterias patégenas en el organismo (Panigrahi et al., 2018; Buford,
2017), por lo cual, es esencial adoptar una visidn holistica del sistema de acuicultura, integrando

todos sus elementos bajo el concepto de "holobioma".



2. ANTECEDENTES

2.1 Los camarones

Existen cerca de 2500 especies de camarén descritas en el mundo, los cuales pueden alcanzar
tallas desde unos milimetros hasta aproximadamente 35 cm de longitud (desde la extremidad del
rostro hasta la punta del telson). Este grupo de crustaceos se extiende desde el ecuador hasta las
regiones polares, en ambientes marinos, salobres y en aguas dulces. A pesar del gran nimero de
especies descritas, solo alrededor de 300 son de interés econdmico, los cuales se explotan en
aguas de la plataforma continental a profundidades inferiores a 100 m. La mayor parte de las
especies son bentdnicas y en la fase adulta viven sobre fondos muy variados. Las especies de
camaron de interés comercial del Pacifico centro-oriental pertenecen a 5 familias: Penaeidae,
Sicyoniidae y Solenoceridae (Penaeoidea), y Pandalidae y Palaemonidae (Caridea) (Fischer et al.,

1995).

2.1.1 Penaeus (Litopenaeus) vannamei Boone, 1931

El camardn blanco (Litopenaeus vannamei) es una especie caracteristica de fondos lodosos.
Durante su vida adulta son esencialmente marinos y son capturados a profundidades entre 5y 72
m, mientras que en aguas marinas costeras se encuentran entre 1 y4 m. Esta especie necesita de

los sistemas estuarinos y lagunares para su crecimiento (Fischer et al., 1995).

Al igual que Litopenaeus stylirostris, L. vannamei ha sido utilizado con éxito en la acuicultura, y su
cultivo se ha convertido en una actividad econdmica importante para México. La pesqueria de
esta especie es importante principalmente en el sur de México donde se clausuran las bocas de
las lagunas una vez que las postlarvas entran, lo cual aumenta el rendimiento de las capturas
cuando las postlarvas han alcanzado la fase adulta, alcanzando una longitud maxima de 23 cm

(Fischer et al., 1995).



2.1.2 Morfologia externa

La morfologia externa del camardn se esquematiza en la Fig. 1y Fig. 1.1.
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Figura 1. Vista lateral de la morfologia externa de un camardn peneido generalizado (Fischer et
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2.1.3 Morfologia interna

La morfologia interna del camardn se esquematiza en la Fig. 2.
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Figura 2. Vista lateral de la morfologia interna de un camaron peneido adulto, hembra (Instituto
Sinaloense de Acuacultura, 2009).

2.1.4 Ciclo de vida y establecimiento del microbioma intestinal

El ciclo de vida del camarén inicia cuando la hembra fecundada desova en el océano abierto,
donde la salinidad promedio es de 35 ppm, y posteriormente los huevos eclosionan, de 14-16 ha
28 ° C, liberando a los nauplios de camarén, los cuales, se nutren de las reservas del vitelo del
huevo. Los nauplios representan el primero de 11 estadios larvales: 5 estadios de nauplio (48 h),
3 de protozoea (120 h) y 3 de mysis (72 h); en el estadio de nauplio V tardio aun no ha ocurrido
la apertura de la boca, pero se presenta la apertura del ano y el ambiente interno de intestino
posterior queda expuesto a condiciones externas y, por ende, a las bacterias presentes en la
columna de agua, iniciando de esta manera el establecimiento del microbioma intestinal; en
estadio protozoea | se presenta la apertura de la boca, empiezan a alimentarse principalmente
de microalgasy presentan excretas, en este punto ingieren bacterias adheridas a las microalgas

o laslibres presentes en el agua y se va conformando el microbioma central del organismo; en el



estadio de mysis | los organismos ya presentan aspecto de camardn y se empiezan a formar las
estructuras mandibulares y las superficies internas para la maceracién del alimento. Las larvas
planctonicas, son llevadas por la corriente marina hacia la costa y en el trayecto se convierten en
postlarvas (PL) pero es hasta la mysis tardia y estadio de postlarva temprana que se vuelven
principalmente zooplanctondéfagas. En aguas salobres costeras dejan su modo de vida planctdnico
y asumen uno bentdnico, en estos fondos ricos en alimento se acelera su crecimiento alcanzando
el estadio juvenil, en el cual, obtienen una condicién omnivora plena. Al aumentar su talla,
regresan a la zona de desaglie de los estuarios, donde se convierten en sub-adultos para

posteriormente migrar a aguas oceanicas donde contintan su crecimiento y ciclo reproductivo

(Fig. 3) (Fischer et al., 1995; Samocha, 2019; Simoes et al., 2002; Wang et al., 2020).
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Figura 3. Ciclo de vida de camarones peneidos (Fischer et al., 1995).

2.1.5 Cultivo de camaroén

De acuerdo con la densidad de organismos cultivados v la tecnificacidn, los sistemas de cultivo se
clasifican en extensivo, semi-intensivo, intensivo e hiperintensivo. En los sistemas extensivos la

sobrevivencia de los organismos es del 50%, mientras que en sistemas intensivos e



hiperintensivos aumenta a 75% y 85% respectivamente, lo cual esta ligadoal nivel de tecnificacion
que también permite reducir los tiempos de cultivo. Para el buen desarrollo de los cultivos es
necesario mantener las mejores condiciones ambientales, cuyos promedios son: 28°C, 35 ups, 6
mLeL?! de oxigeno disuelto, pH 7-9, <0.1 mgeL* de nitrito, 0.4-0.8 mgeL™ de nitrato, 0.1-1 mgelL?
de amonio, 35-45 cm de turbidez y 100-140 mgeL™ de alcalinidad (Instituto Nacional de Pesca,
2013; CONAPESCA, 2017). Por otra parte, una buena nutricién es clave para la calidad del
producto, la salud y el crecimiento de los organismos e influye en la generacion de residuos. Los
alimentos formulados que se suministran a los cultivos contienen los requerimientos necesarios
de proteina, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales. Los aminodcidos esenciales que debe
tener la fuente de proteina son la arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano y valina, y dentro de los dcidos grasos esenciales se encuentran
el acido linoleico, linolénico, araquiddnico, eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA)

(Martinez-Cérdova et al., 2014; Prangnell et al., 2019).

Para aumentar los niveles de produccién de camardn, la industria se ha tecnificado y pasado de
sistemas de cultivo semi-intensivos a intensivos/hiperintensivos. Este cambio combinado con la
introduccién de nuevas variedades de camardn y la internacionalizacion del mercado, ha
promovido la propagacién de enfermedades, mermando las producciones y haciendo que los
sistemas semi-intensivos sigan siendo la principal forma de produccion en México (CONAPESCA,
2017; Xiong et al., 2016; Prangnell et al., 2019). Esta intensificacién también se caracteriza por
demandar mayores insumos de alimento, los cuales represenatan hasta el 60% de los costos de
produccion, y generan desafios a combatir como una mayor descarga de nitrégeno al ambiente,
mayor riesgo de enfermedades e introducciéon de patégenos en los cuerpos de agua naturales

(Xiong et al., 2016; Dauda, 2020; Crab et al., 2007; Hu et al., 2019).

2.1.6 Produccidon de camardén en México y el mundo

La produccién de camardn es una actividad econdmica importante, existen 118 paises con
actividad camaroneray a nivel mundial se producen 9.1 millones de toneladas de las cuales, China
aporta el mayor volumen (41.8%) (SIAP, 2019). México es actualmente el 7° productor mundial

de camaroén con 237,674 toneladas (3% del volumen mundial) y exporta el 17.6% de su
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produccion con un valor de 386,000,000 USD (SIAP, 2020). Por su volumen, el camardn ocupa el
segundo lugar en la produccién pesquera en México, sin embargo, por su valor econémico, se
localiza en el primer lugar (CONAPESCA, 2021). En 2018 el 68.5% de la produccién mexicana de
camarodn fue de origen acuicola, siendo el camaroén blanco (Litopenaeus vannamei) la principal
especie cultivada (99% de la produccion acuicola) (CONAPESCA, 2018; CONAPESCA, 2014). Los
cinco principales estados productores de camardn en México son: Sinaloa, Sonora, Navyarit,

Tamaulipas y Baja California Sur (SIAP, 2020).

Los principales mercados de la producciéon mexicana lo constituyen Estados Unidos, Vietnam vy
Francia, y del afio 2012 al 2017 las naciones de destino del producto mexicano, aumenté de 13 a
16 respectivamente (CONAPESCA, 2017). El 80% de la exportacion mexicana la adquiere Estados
Unidos, la cual tiene un valor de 293,985,642 USD. Por otra parte, el 47.7% del camardn que
México importa para consumo proviene de China (SIAP, 2020). Dentro de los paises que realizan
compras significativas de camardn se encuentran Emiratos Arabes Unidos, Corea del Sur,
Venezuela y Dinamarca, los cuales, se perfilancomo mercados potenciales paralaventa mexicana

(SIAP, 2019).

El estancamiento de las capturas pesqueras, el incremento poblacional y la preferencia del
consumidor por productos mas saludables y amigables con el ambiente, ha provocado un
aumento en la demanda de camarodn cultivado (FAO, 2020; FAO, 2018; Guemez-Sorhouet et al.,
2019). Esto hace necesario que la industria camaronera satisfaga los requerimientos de los paises
importadores en los aspectos de: residuos quimicos, seguridad alimentaria, certificacion,
trazabilidad, etiquetado de certificacion ecoldgica y sustentabilidad ambiental (FAO, 2020; FAOQ,
2018).

2.2 Sistemas de cultivo con tecnologia biofloc

La Tecnologia Biofloc (BFT) es una tecnologia que mejora la calidad del agua de los sistemas
acuicolas mediante la adicion de una fuente de carbono, lo cual estimula el crecimiento
bacteriano en el agua de cultivo reduciendo la concentracion de compuestos nitrogenados como

el amonio, al ser transformado en proteinas por los microorganismos (Ekasari et al., 2014). El



8

biofloc estd compuesto por particulasorganicas pequeiias formadasde excreciones, particulas de
alimento, detritos y microbios, unidos por lassecreciones exopoliméricasde los Ultimos (Guemez-
Sorhouet et al., 2019; Ray y Lotz, 2014). Los sistemas BFT cumplen la funcién de eliminar los
compuestos téxicos nitrogenados a través de la asimilacidn bacteriana heterotrdfica, oxidacion
bacteriana quimioautotrofica (nitrificacidn) o asimilacion fotoautotrofica (Huang et al., 2020a;
Martins et al., 2020). Si se aumenta la proporcion C/N= ~15 en los cultivos, al emplear
suplementos de carbono organico como melaza, se estimula la asimilacion de amoniaco por
bacterias heterotrdficas. En contraste, a relaciones de C/N= ~9, se favorece la oxidacién de
amoniaco en nitrito. Las bacterias responsables de este ultimo proceso crecen lentamente en
comparacion con las bacterias heterotroficas, por esta razén, los sistemas de biofloc tienden a
iniciarse con la suplementacién de carbono organico (Brito et al., 2016). Los sistemas que
emplean biomasas de biofloc <0.5 kg.m3, presentan procesos microbianos dominados por algas

(Ray y Lotz, 2014).

La mayoria de los alimentos acuicolas tienen una relacion C/N= ~7 y bajo estas concentraciones
las comunidades heterotrdficas no se desarrollan, haciendo necesario la suplementacién de
fuentes de carbono para elevar esta relacion alrededor de 20:1, con lo cual, estas comunidades
pueden proliferar y asimilar una unidad de nitrégeno (ej. 20g de glucosa por cada gramo de
amonio) (Panigrahi et al., 2018). Las bacterias heterotréficas emplean la materia organica
disponible como sustrato para obtener nutrientes y energia, en los sistemas biofloc, el sustrato
lo obtienen del alimento suministrado a los organismos cultivados, desechos de estos y de fuentes
de carbono que se adicionan a los sistemas. Estos organismos generan 40 veces mas biomasa por
unidad de sustrato en comparacion con los quimioautotrofos (obtienen energia por oxidacion de
compuestos inorgdnicos como el NH3) ademads de asimilar el 100% de una cantidad determinada
de amoniaco en contraste con los nitrificadores que oxidan el 97.5% de la misma cantidad en

nitrato (Panigrahi et al., 2018).

En los sistemas de biofloc con mayor suplementacién de carbono organico, la concentracion de
sélidos suspendidos totales (SST) aumenta a un ritmo mas rdpido (Panigrahi et al., 2018), lo cual

puede reducir el oxigeno disuelto en el agua, reducir el crecimiento y obstruir las branquias de
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los animales cultivados (Martins et al., 2020). Sin embargo, el control del amoniaco por
asimilacion heterotréfica es inestable debido a la degradacion de las bacterias muertas en los
sistemas, lo cual exige un suministro continuo de carbono (Deng et al., 2019). En los sistemas BFT
heterotréficos también se desarrollan procesos de nitrificacidén bacterianay acumulacién de NOs ,
pero se requieren periodos extensos para establecer un proceso completo de nitrificacion en el
sistema (Luo et al., 2020). El NO3 es la forma mas estable del nitrégeno en el agua, por lo cual,
promover la nitrificaciéon, puede amortiguar la liberacién de amoniaco producido por la

degradacion de las bacterias muertas en los sistemas (Ray y Lotz, 2014).

2.2.1 Beneficios de los sistemas BFT

Los sistemas BFT se han implementado en la acuicultura de Litopenaeus vannamei (Cardona et
al., 2016; Panigrahi et al., 2020) lo cual ha permitido intensificar su cultivo, mejorar su
crecimiento, fortalecer su sistema inmune, mejorar la tasa de conversion alimenticia, aumentar
la supervivencia y mantener la calidad del agua de los cultivos (Guemez-Sorhouet et al., 2019;
Deng et al., 2019; Cavalcanti-Nery et al., 2019; Xu et al., 2016), ademas, estos sistemas requieren
poco o nulo intercambiode agua, lo cual mejorala bioseguridad del cultivo al disminuir laentrada

de agentes patégenos (Fatimah et al., 2019).

2.2.2 Retos para optimizar los sistemas BFT

Para optimizar los sistemas BFT en el cultivo de camardn hay que superar algunos retos como lo
son: 1. Identificar los microorganismos que producen biofloc con caracteristicas benéficas, para
ser utilizados como indculos, 2. Desarrollar técnicas de monitoreo de las caracteristicas y
composicion de los floculos, 3. Optimizar la calidad nutricional de los fléculos, 4. Determinar el
impacto del tipo de fuente de carbono en las caracteristicas del biofloc y 5. Elucidar las funciones
del microbioma de los organismos cultivados, sobre la produccién y la salud del cultivo (Martins

etal.,, 2020; Crab et al., 2012).
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2.2.3 El estudio de los bioflocs

Las investigaciones se han centrado principalmente en la descripcion de los atributos y la
caracterizacion de las comunidades bacterianas en los sistemas BFT para entender su dinamica
(Huang et al., 2020a). Se ha descrito que la diversidad y estructura de las comunidades
bacterianas en los bioflocs son afectados por variables que se relacionan con la forma de generar
el biofloc en los cultivos. Martins et al. (2020) describe que en sistemas multitroficos de camarén
blanco vy tilapia, la diversidad de la comunidad bacteriana y la abundancia relativa de la familia
Vibrionaceae se redujeron en el sistema biofloc heterotréfico (generado con azucar blanca de
cafa), el cual también mejord la recuperaciénde Ny P en el sistema, pero produjo mas lodo en
comparacion con el sistema con biofloc maduro (generado con agua de cultivos previos, ricos en
biofloc), este ultimo, promueve concentraciones mas bajas de nitrito y amoniaco, los cuales son
los desechos nitrogenados mastoxicos. Deng et al.(2019) reportan que la densidad de camarones
cultivados (400, 600 y 800 por m-2) en sistemas biofloc, provoca una variaciénen las comunidades
microbianas de los fléculos, a pesar de mantener la misma condicién de C/N (15:1) en cada
sistema; la disponibilidad de nutrientes juega un papel importante en la biodiversidad de
microorganismos, por lo cual, al acumularse mds nutrientes en el sistema con mayor densidad de
siembra, se generd mas biofloc y fue el sistema que presentd mayor diversidad bacteriana en el
agua. Huang et al. (2020a) estudiaron la composicidon de las comunidades bacterianas en tres
diferentes tamanos de biofloc (generado con sacarosa; cultivos con C/N=15) provenientes de
cultivos de camardn, reportando que existen diferencias significativas entre las comunidades
bacterianas de biofloc grandes (>20 um) y pequefios (<20 um), presentando los primeros un
enriquecimiento en Rhodobacteraceae y Flavobacteriaceae los cuales, mantienen una correlacion
positiva con el crecimiento y tasa de supervivencia de camarones, por otro lado, algunos
patégenos como Vibrionaceae estaban sobrerrepresentados en los bioflocs pequenos y los cuales
tuvieron una correlacion negativa con los pardmetros de crecimiento. Liu et al. (2019)
investigaron el uso de polvo de semillas de longan, polibutirato-B-hidroxibutirato--
hidroxivalerato (PHBV) y la mezcla de ambos (PHBVL), como fuentes de carbono para la
generacion de sistemas biofloc (C/N=15) en el cultivo de tilapia, reportando que los tratamientos
con PHBV y PHBVL son mas eficientes en la eliminacion de nitrégeno inorganico, mientras que en

el tratamiento con longan se presenta una acumulacion de nitrato, resultado de una actividad de
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nitrificacién dominante; los biofloc generados con PHBV y PHBVL presentan una composicion de
aminoacidos mas alta, particularmente de metionina y lisina, pero no se reflejé en el musculo de
la tilapia, adema3s, la tasa de conversion alimenticia fue menor en el tratamiento con PHBVL, con
el cual se obtuvo una mayor ganancia de peso final. La relacién C/N en los sistemas BFT también
afecta la composicion, estructura y estabilidad de los bioflocs. Panigrahi et al. (2018) estudiaron
el efecto de diferentes relaciones de C/N (5:1, 10:1, 15:1 y 20:1) en el cultivo de camarén,
empleando melaza fermentada con un consorcio microbiano para generar un biofloc
heterotréfico, reportando que los tratamientos con las relaciones 15:1 y 20:1 son m3s eficientes
en la reduccién de los niveles de amonio, nitrito y nitrato, ademas, en los tratamientos con
relacion C/N 210:1 se obtuvo una supervivencia significativamente mayor, una menor tasa de
conversion alimenticia (FCR) y una mayor tasa de crecimiento en los organismos; las diferentes
relaciones C/N produjeron cambios en las comunidades microbianas de los bioflocs, los vibrios
fueron lasbacteriasdominantes en el grupo control (79%) y en el tratamiento 5:1 (37%), el género
Thauera fue el mds representado (62%) en el tratamiento 10:1, Attheyaceae fue el grupo
dominante (56%) en el tratamiento 15:1, mientras que Psytechrobacter (26%), Proteobacteria
(25%) y Peridiniaceae (20%), fueron dominantes en el tratamiento 20:1, observandose que el
dominio de Vibrio disminuyd con el aumento de la relacién C/N. Ademas de esto, se observé una
tendencia creciente en los niveles de expresiéon de cuatro genes relacionados con el sistema
inmune del camarodn al incrementar la relaciéon C/N. Empleando secuenciacion de alto
rendimiento y herramientas bioinformaticas, Vargas-Albores et al. (2019), investigaron las
propiedades funcionales de las comunidades bacterianas en bioflocs generados con semillas de
amaranto y trigo en el cultivo de camardn. Se observé que ambos cereales mantuvieron una
calidad de agua adecuada para la especie cultivada. Al inicio del ensayo, cada fuente de carbono
produjo un perfil taxondmico distinto en las comunidades bacterianas del biofloc, lo que resulté
en diferentes propiedades funcionales. Sin embargo, a medida que avanzaba el ensayo, las
condiciones mantenidas en los tratamientos propiciaron la proliferacion de las mismas
comunidades hacia el final del estudio. Se identificaron cuatro filos principales en ambas
estructuras taxonémicas de bioflocs: Planctomycetes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes.

Ademas, se detectd evidencia de metabolismo de metano (vias RUMP y serina), nitrégeno (por
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fijacidén, desnitrificacion, nitrificaciony desintoxicacidn) y fijacion de didxido de carbono (ciclos de

Calvin, dicarboxilato-hidrobutirato, Wood Ljungdahl) en ambos sistemas.

Las investigaciones se han centrado en describir los atributos de los sistemas BFT y caracterizar
las comunidades bacterianas en el biofloc, pero también se ha incursionado en el estudio del
microbioma intestinal de los camarones, reportando por ejemplo que: 1. La microbiota intestinal
del camardn es afectada por la densidad de siembra en el cultivo, presentando mayor similitud
con las comunidades bacterianas del agua de cultivo a una mayor densidad de siembra (Deng et
al., 2019), 2. La microbiota intestinal del camardn estda mds relacionada con las comunidades
bacterias de bioflocs de tamafios >20 um, la cual presenta taxones fuertemente relacionados con
lasalud del camarodny la calidaddel agua (Huang et al., 2020a), 3. La fuente de carbono empleada
para generar los sistemas BFT afectan la composicion de la comunidad bacteriana en el intestino
de peces, afectando la actividad de las enzimas digestivas (Liu et al., 2019). Para optimizar y
avanzar en el entendimiento de la dindmica interna de los sistemas BFT es necesario investigar la
relacion que mantienen con el microbioma de los organismos, sus cambios y aportacion
metabdlica durante el cultivo, asi como los genes asociados a actividades antagonistas (Bentzon-

Tilia et al., 2016; Dittmann et al., 2017; Verstraete y De Vrieze, 2017).

2.2.4 Metabolismo de carbohidratos, crecimiento microbiano y biofloc

Los sustratos que los microorganismos utilizan son principalmente los carbohidratos
metabolizables, proteinas y lipidos, los cuales son aprovechados por diferentes vias generadoras
de energia (respiracién aerébica, anaerébicay la fermentacion). Dependiendo el tipo de sustrato,
estos pueden contener muchos tipos y diferentes cantidades de carbohidratos, proteinas vy
lipidos. Aunque los carbohidratos son la fuente preferida de los microorganismos para produccion
de energia, cada especie tiene amplias diferencias en su capacidad para degradarlos. Los
carbohidratos comprenden compuestos como monosacaridos, disacdridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Los que se degradan a nivel celular como los monosacdaridos, disacaridos y
trisacdridos, pueden ser transportados dentro de la célula e hidrolizarse a unidades de

monosacaridos antes de una mayor degradacion, los polisacaridos se degradan a monosacaridos
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y disacaridos, mediante enzimas microbianas extracelulares secretadas al ambiente, antes de que

puedan ser transportadas y metabolizados (Ray y Bhunia, 2010).

Dos aspectos relevantes del crecimiento microbiano en la acuicultura son la secuencia del
crecimiento y el crecimiento diduxico. En el primer caso, en alimentos/sistemas con poblacion
mixta de microorganismos, algunas de las especies pueden estar en condiciones de crecimiento
o6ptimo o casi dptimo volviéndose predominantes, pero pueden crear un ambiente en que ya no
puedan crecer rapidamente, por el agotamiento de su principal fuente de energia o laincapacidad
de aprovechar las fuentes disponibles, lo que hace posible que otro tipo de poblacién encuentre
favorable este ambiente para su crecimiento. En el segundo caso los microorganismos que
metabolizan mas de dos nutrientes, en el que prefieren a uno sobre otro, y que se encuentran en
concentraciones limitadas, muestran crecimiento en etapas, al principio la cepa crece utilizando
el nutriente preferido hasta agotarlo, y después de un periodo de adaptacién crece utilizando los
demas nutrientes, como sucede en algunas bacterias acido lacticas y gram negativas (Ray y

Bhunia, 2010).

Una herramienta para obtener mayor beneficio (para el hombre o cultivos acuicolas) de algunos
alimentos es la fermentacién. Durante la fermentacidn, se produce una variedad de metabolitos
secundarios, algunos de los cuales tienen propiedades que promueven la salud, como es el caso
notable de las vitaminas del complejo B y péptidos bioactivos (antimicrobianos, reductores de
colesterol, inmunoestimulantes etc.) liberados de las proteinas de los alimentos por bacterias
acido lacticas (Stanton etal., 2005). Adema3s, la fermentacion hace mas digeribles a los alimentos
y puede eliminar componentes toxicos de ellos como la saponina hemolitica (Lai et al., 2013).
Inoguchi et al. (2012) estudiaron el efecto de la ingesta de leche de soya fermentada sobre la
microbiota y los metabolitos fecales en humanos, resaltando tres aspectos relevantes: 1. De un
total de 27 cepas estudiadas, todas las especies de Bifidobacterium, metabolizan rafinosa,
estaquiosa y oligosacdridos de soya, excepto B. bifidum y la mayoria de los aislados de E. coliy C.
perfringens; 2. La leche de soya contiene carbohidratos como glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa
y estaquiosa, y al fermentarse con el cultivo lactico KEFIR disminuyd significativamente la glucosa

y la sacarosa, indicando que estos carbohidratos fueron utilizados como sustrato por los cultivos



14

lacticos empleados; 3. El nUmero de bifidobacteriasy lactobacilos aumenté significativamente, y
el numero de clostridios lecitinasa-negativa disminuyd durante el periodo de ingesta de leche
fermentada en la microbiota fecal de los voluntarios, ademas, el primer hecho estuvo ligado al
incremento de 4cido acético fecal (contribuye a la homeostasis intestinal) mientras que el
segundo estuvo ligado a la disminucidon de sulfuro fecal (sustancia nociva producto de la
putrefaccion en el intestino). Lai et al. (2013) investigaron el efecto de la fermentacién lactica de
la leche de soya con Streptococcus thermophilus y Bifidobacterium infantis, reportando que la
fermentacion reduce el contenido de saponinas vy fitatos (antinutrientes), mejora el contenido
fendlico total e incrementa el efecto antitumoral de la leche de soya sobre dos lineas celulares de

cancer de colon.

En los sistemas BFT se han empleado consorcios microbianos en conjunto con melaza para
establecer procesos fermentativos para promover un biofloc heterotréfico en cultivos de
camarén, lo cual aumenta la riqueza bacteriana en el agua de los sistemas en comparacion con el
sistema BFT clasico (Huerta-Rédbago et al., 2019), pero ademds, se ha empleado melaza
fermentada con consorcios microbianos y diferentes relaciones de C/N, para fomentar bioflocs
heterotroéficos, reportando que en los tratamientos con mayor relacién C/N se obtienen mayores
beneficios en la salud del camardn y se aumenta la riqueza microbiana en el agua de cultivo
(Panigrahi et al., 2018) lo cual tiene un impacto sobre el microbioma de los organismos. La melaza
de cafia es un subproducto de la extraccién del aziucar y se usa ampliamente en la nutricién
animal, este subproducto, contiene diferentes fuentes de carbono como la sacarosa, glucosa,
fructosa, almidon y dextrano, ademas, contiene diferentes acidos organicos, minerales, sulfatos
y fosfatos (Palmonari et al., 2020), por esta razon, es empleado para promover comunidades
heterotroéficas en cultivos acuicolas, sin embargo, se obtiene un mayor beneficio/impacto en la
rigueza microbiana de sistemas BFT y en el microbioma de los organismos cultivados, al emplear
consorcios microbianos en conjunto, lo cual se debe a que estos aprovechan los compuesto mas
faciles de metabolizar como la glucosa, evitando sean aprovechados por patdgenos oportunistas
(Vadstein et al., 2018), y degradan compuestos complejos a mas simples, lo cual crea
microambientes (nichos) favorables para el desarrollo de otros microorganismos provenientes

del ambiente o del organismo cultivado.
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2.3 Alimentos fermentados en la acuicultura

La fuente de proteina mds comun en los alimentos acuicolas es la harina de pescado ya que es
altamente digestible, apetecible, contiene los aminodcidos esenciales y nutrientes necesarios
para cumplir los requisitos dietéticos de los cultivos (Shiu et al., 2013). La disminucién de su
produccion y su alto costo ha llevado a la busqueda de alternativas para sustituirla en los
alimentos, como lo son las proteinas de fuentes vegetales que, aunque son alternativas
prometedoras por su sostenibilidad y precio razonable, su uso en altos niveles resulta en una
reduccion en la digestibilidad del alimento y el crecimiento de los organismos, lo cual, se debe a
su deficiencia en aminoacidos esenciales, alto contenido de fibra y antinutrientes (inhibidores de
la tripsina, acido fitico, taninos, saponinas y lectinas) que ademas afectan la palatabilidad del
alimento (Hu et al., 2019; Hua et al., 2019; McLean et al., 2020). Para solucionar esto, se ha
empleado la fermentacién microbiana utilizando bacterias (Hamidoghli et al., 2020), hongos
(Jannathulla et al., 2018) y levaduras (Kang et al., 2010) lo cual, mejora la calidad nutricional de
las fuentes proteicas vegetales, su digestibilidad y el perfil de aminoacidos esenciales, y se
disminuyen los anti nutrientes (Jannathulla et al., 2018; Jannathulla et al., 2017). Dependiendo
del tipo de microorganismo empleado y la fuente proteica, el nivel de estos compuestos cambia.
Jannathulla et al. (2017) reportan que de las fuentes proteicas que evaluaron, la harina de colza
fermentada con Aspergillus niger presentd un mejor indice de aminoacidos esenciales; las
fracciones de fibra se redujeron significativamente en las fuentes fermentadas con A. niger y
Saccharomyces cerevisiae pero no en la fermentacién natural ni con Lactobacillus acidophilus; y
la reduccion de antinutrientes fue menor en la fermentacién natural, siendo mejor L. acidophilus

en la reduccidn de acido fitico.

2.3.1 Alimentos fermentados en el cultivo de camarén

Se han evaluado diferentes proteinas vegetales fermentadas incorporadas a alimentos para el
cultivo de camarén, como lo son la harina de soya (McLean et al., 2020), torta de aceite de
cacahuate, harina de colza, torta de aceite de girasol (Jannathulla et al., 2018), harina de guar
(Jannathulla et al., 2017), harina de soya junto con harina de gluten de maiz y concentrado de

proteina de soya (Hamidoghli et al., 2020). Algunas de estas proteinas se han incorporado al
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alimento sin recibir tratamiento posterior a la fermentacion y en otros casos reciben una
esterilizacidn previa a su incorporacion. El proceso de fermentacion permite que los alimentos
gue se crean presenten un mejor coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca,
proteina cruda y aminoacidos en comparaciéncon sus contrapartes (Jannathulla et al., 2018), por
otra parte, se ha descrito que cuando no se aplica un tratamiento de esterilizacion posterior a la
fermentacion, se presenta un recuento intestinal de microorganismos significativamente mayor
(Hamidoghli et al., 2020). Otras alternativas para mejorar el contenido nutricional en los cultivos,
es la adicion de fuentes fermentadas ricas en nutrientes y el empleo de desechos orgdnicos
fermentados para generar proteina microbiana de alto valor. Lifian-Vidriales et al. (2021)
emplearon salvado de arroz fermentado con consorcios microbianos, debido a su composicién
equilibrada de aminodcidos, pero implementando como fuente de carbono para el desarrollo de
biofloc en cultivos de camardn. Kang et al. (2010) emplearon los desechos organicos de papaya
como sustrato para el crecimiento de levaduras e incorporaron la proteina microbiana a alimento
de camarones, reportando la inclusion de un 50% del fermentado al alimento, con relacién a una

dieta con contenido proteico del 35%.

2.3.2 Beneficios de los alimentos fermentados en el cultivo de camardn

Los beneficios de los alimentos fermentados en el cultivo de camardn son de caracter 1.
econdmico-ambiental, 2. nutricional, 3. productivo y de 4. salud. En el primer punto, estos
alimentos permiten el reemplazo total de la harina de pescado en los alimentos (McLeanet al.,
2020) y el aprovechamiento de desechos organicos (Mclean et al., 2020; Kang et al., 2010).
Nutricionalmente se presenta un mejoramiento de la calidad nutricional de la fuente proteicay
del perfil de aminodcidos libres, incremento del contenido de aminoacidos esenciales, reduccién
de antinutrientes y de la fraccion de fibra (Shiu et al, 2013; Jannathulla et al, 2017).
Productivamente, permiten el mantenimiento o mejoras en el peso corporal, crecimiento, FCA y
tasa de supervivencia, comparado con alimentos con harina de pescado (Hamidoghli et al., 2020;
Jannathulla et al., 2018). Por ultimo, permiten el mejoramiento del estado nutricional de los
organismos (Lifan-Vidriales et al., 2021), mejoran el ambiente microecolégico intestinal,

incrementa la actividad de enzimas antioxidantes y digestivas (Zhang et al., 2021) ademas de
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mejorar la tasa de supervivencia ante patégenos como Vibrio parahaemolyticus (Hamidoghli et

al., 2020; Cheng et al., 2017).

2.4 El microbioma del camarodn

El microbioma de un organismo puede definirse como la microbiota que ocupa un habitat
razonablemente definido bio-fisico-quimicamente en un hospedero, involucrando su actividad y
potencial metabdlico, lo que da como resultado la formacidn de nichos ecolégicos especificos en
la interaccién hospedero-microbiota, (Buford, 2017; Prescott, 2017; Schroeder y Backhed, 2016;
Whipps et al.,, 1988). Se reporta que el microbioma desempefia un papel importante en el
desarrollo y la fisiologia de su huésped, previniendo el crecimiento de bacterias patégenas,
modulando la respuesta inmune, afectando la absorcién de nutrientes, regulando los procesos
metabdlicos y sintetizando vitaminas (Panigrahi et al., 2018; Buford, 2017; Martinez-Porchas y
Vargas-Albores, 2017; Ortiz-Estrada et al., 2019; Chen etal., 2017; Cornejo-Granados et al., 2017).
Investigaciones enfocadas en el estudio del microbioma del camardn, reportan algunos factores
que afectan su composicion y en consecuencia su funcionalidad. Cornejo-Granados et al. (2017)
reportan que: 1. La microbiota de camarones de vida libre y de cultivo son diferentes, y la
prediccion de sus respectivas funciones metabdlicas también es diferente, 2.
Independientemente de si los camarones provienen de cultivo o vida libre, la microbiota de sus
hepatopancreas e intestino es diferente, 3. En el desarrollo temprano de la enfermedad de
necrosis hepatopancredtica existen cambios en el microbioma intestinal de los camarones y la
aparicion de bacterias especificas. Zeng et al. (2017) investigaron la microbiota intestinal del
camaron en diferentes etapas de cultivo (de estado larval a adultos), reportando que su
composicion, diversidad y funcién varia significativamente en las diferentes etapas. Duan et al.
(2018) estudiaron el efecto de la suplementacion de Clostridium butyricum (CB) en la dieta de
camarones, en diferentes concentraciones, reportando que esto provoca cambios en el
microbioma intestinal de los organismos, enriqueciendo las Proteobacterias en el tratamiento
con mayor concentracion de CB y los Bacteroidetes en el resto de tratamientos con CB, ademas,
se enriquecio el filo de los Firmicutes y los géneros de bacterias benéficas en todos los
tratamientos con CB, lo cual, pudo contribuir al incremento en la expresion de genes de enzimas

digestivas y del sistema inmune en el camardn, como lo reportan. Landsman et al. (2019)
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estudiaron el efecto de la linea genética (resistente a enfermedades y de rdpido crecimiento) en
conjunto con la suplementacién de probidticos en sistemas acuicolas, reportando que no se
presentan diferencias estadisticas en el rendimiento ni en la salud de los organismos por efecto
de la linea genética ni por el tratamiento con probidtico, sin embargo, se presentaron diferencias
en la composicidon bacteriana intestinal entre lineas genéticas con y sin adicién de probidtico,
principalmente en la abundancia relativa de cinco unidades taxonémicas operativas, por lo cual,
los autores sugieren que el trasfondo genético del huésped puede influir en la composiciéon
bacteriana intestinal; los probiéticos empleados en los tratamientos se encontraron en muy poca
abundancia o fueron indetectables en el intestino de los camarones, lo que sugiere que no
colonizaron eficientemente el intestino, sin embargo, su presencia o ausencia impacté en el
desarrollo de las comunidades bacterianasintestinales. Fan et al. (2019) evaluaron el efecto de
dietas con diferente fuente de nitrégeno (harina de pescado/salvado de mani o harina de
Krill/fertilizante Nutrilite) sobre la microbiota intestinal de camarones durante su crecimiento,
reportando que la dieta con harina de krill no cambié significativamente la microbiota intestinal
en comparacion con el tratamiento con harina de pescado, sin embargo, entre las semanas6y 7
se observaron fluctuaciones en la microbiota de camarones alimentados con la dieta de harina
de krill, lo cual, coincidié con el aumento de peso corporal de los organismos; en este periodo los
grupos Prevotellay Bifidobacterium fueron mds abundantes en el tratamiento con harina de krill,
mientras que la abundancia de Rhodobacteraceae, Flavobacteriaceae y Vibrionaceae fue
significativamente mayor en el tratamiento con harina de pescado; estos resultados sugieren que
la microbiota intestinal puede estar correlacionada con el peso corporal de los camarones,

probablemente al influir en la absorcién de nutrientes en el intestino.

Las investigaciones reportan que diversas condiciones en el manejo de los sistemas BFT producen
cambios en lascomunidades bacterianas del biofloc y afectanla microbiota intestinal del camardn
(Deng et al., 2019; Liu et al., 2019; Vargas-Albores et al., 2019) por lo tanto, algunos de los
beneficios reportados en estos sistemas, pueden estar ligados a cambios en el microbioma
intestinal como lo es el crecimiento de los organismos. La informacién generada sobre el
microbioma del camarén hasta el momento, se ha obtenido empleando la secuenciacién de

amplicones y de alto rendimiento (Duan et al, 2018), y en conjunto con herramientas
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bioinformaticas han permitido conocer el perfil de las comunidades bacterianas hasta nivel de
género e inferir sus propiedades funcionales, sin embargo, empleando la secuenciacién shotgun
y las herramientas bioinformaticas actuales y afines a esta tecnologia, podemos estudiar el
microbioma describiendo su composicién hasta nivel de especie y conocer su perfil funcional, lo
cual puede permitir una mayor comprension de sus funciones en el hospedero (Gutierrez-Perez

et al., 2022; Panigrahi et al., 2018; Vargas-Albores et al., 2019; Ortiz-Estrada et al., 2019).

2.5 Teoria ecoldgica en la acuacultura de camardén

Las altas densidades en los sistemas de cultivoy el aumento de residuos causado por los mismos,
ha favorecido el brote de enfermedades y un incremento de desechos descargados al ambiente
(Prangnell et al., 2019). Las estrategias que se han seguido para evitar estas problematicas son
altas tasas de recambio de agua y tratamientos indiscriminados de desinfeccion del agua con lo
cual, también elimina/afecta la microbiota benéfica dentro de los sistemas acuicolas y dentro de
los sistemas digestivos de los organismos (Xiong et al.,, 2016), generando nichos con elevada
disponibilidad de nutrientes, con cierta homogeneidad, los cuales son aprovechados por
microorganismos oportunistas de rapido crecimiento como los patégenos. Para prevenir esto y
favorecer el desarrollo de los organismos, se ha planteado el desarrollo de sistemas de cultivo
que se rijan bajo la teoria ecoldgica de los estrategas r/K. Esta teoria parte de la premisa que la
presién selectiva favorece la seleccién de microorganismos en dos direcciones generalizadas
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basadas enlas estrategias de crecimiento; las especies seleccionadas presentan altas tasas de
crecimiento pero carecen de capacidad competitiva y de especializacion, lo cual le permite
colonizar entornos no explotados con alta disponibilidad de recursos por bacteria, mientras que
las especies seleccionadas “K” son especialistas competitivos con alta afinidad por los recursos lo
cual los hace exitosas en ambientes con densidades bacterianas cercanas a la capacidad de carga

o .n
r

(Schryver y Vadstein, 2014). Por estas caracteristicas las especies seleccionadas son

generalmente catalogadas como oportunistas y la mayoria de los patégenos se caracterizancomo
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estrategas “r”. Vadstein et al. (2018) mencionan que la seleccién de estrategas “K” en un sistema
acuicola se puede lograr asegurando una competencia persistente en el sistema, ya sea
manteniendo una alta densidad bacteriana, un bajo suministro de recursos por bacteria y/o

reduciendo el suministro de recursos. Por otra parte, es necesario que las estrategias para la
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seleccidn de estrategas “K” tengan coherencia ecolégica en los niveles taxonémicos superiores
(ej. Phylum) con los del ambiente natural del organismo, y que sea acorde a su biogeografia
(Philippot et al., 2010), lo cual implica que para cultivar juveniles de camardn, debemos
considerar que en este estadio ontolégico se desarrollan en sistemas estuarinos y tienen un estilo
de vida bentdnico (Fischer et al., 1995), y en este ambiente las Alpha-proteobacterias son la clase
taxondmica dominante (>30%) (Bouvier y Giorgio, 2002) por lo cual las estrategias de seleccion

de estrategas “K” deben considerar favorecer a este grupo en los cultivos.

2.6 Estabilidad de los sistemas biofloc

La estabilidad de las comunidades microbianas a lo largo del ciclo de cultivo es crucial en la
acuicultura, desempeiiando un papel fundamental en la prevencién de enfermedades y la
reduccion de pérdidas de produccion (Cardona et al., 2016; Chen et al., 2023; Xiong et al., 2015).
Identificar los factores que afectan el microbioma en los sistemas de biofloc es esencial para
lograr un control y una prediccion precisa en estos entornos (Copetti etal., 2021; Pimentel et al.,
2023). Los factores estudiados incluyen fuentes de carbono, condiciones ambientales, la relacion
C/N y las especies de organismos cultivados (Copetti et al., 2021; Khanjani et al., 2022; Martinez-
Cérdova et al., 2018; Xu et al., 2016). A lo largo de los ciclos de cultivo, estas variables
experimentan cambios, a pesar de las tecnologias implementadas para mantener la estabilidad
(Emerenciano et al., 2013). No existe un definicidon clara de la “estabilidad de la comunidad
microbiana" en los sistemas de biofloc, pero para comprender, monitorear y promover lo que
[lamamos estabilidad en los sistemas biofloc, se han implementado dos enfoques: 1.
Funcionalidad: Este enfoque se basa en monitorear compuestos orgdanicos nitrogenados vy
establece que un sistema es estable (maduro) cuando han ocurrido picos de nitrégeno total de
amoniaco y nitritos (Krummenauer et al., 2020; Meng et al., 2023; Ray y Lotz, 2014; Xu et al,,
2016), tipicamente alrededor de 30 a 50 dias (Chen et al., 2023; Emerenciano et al., 2017); 2.
Composicién: En este enfoque, el objetivo es identificar y describir la composicion de la
comunidad microbiana dentro del biofloc. Esto implica descripciones taxondmicas y el analisis de
abundancias relativas(Cardona et al., 2016; Emerencianoetal., 2017; Huerta-Rabagoetal., 2019;
Rajeevetal., 2023). Las comunidades se pueden identificarcomor o K(Chen etal., 2023, Vadstein

et al., 2018). Ambos enfoques proporcionan aproximaciones para comprender la estabilidad,
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pero es importante tener en cuenta que no implicanuna ausencia de cambios en lascomunidades

microbianas.

El dinamismo de los sistemas de acuicultura, influenciado por factores estacionalesy ambientales,
conduce a cambios en la comunidad microbiana. Estos cambios resultan en un estado fluctuante
dentro de la estructura y composicion de la comunidad microbiana (Prosser et al., 2007). Para
obtener ideas directas sobre las covariables causales de la dinamica de la comunidad microbiana,
son necesarios estudios longitudinales en lugar de estudios transversales (Chen et al., 2017;
Quince et al., 2017; Rungrassamee et al., 2016). La comunidad bacteriana se considera el factor
mas importante para el sistema de biofloc (Cardona et al., 2016; Huang et al., 2021). La
investigacion indica consistentemente que un aumento en la diversidad y riqueza microbiana de
los sistemas de biofloc contribuye a la estabilidad a lo largo del cultivo (Chen et al., 2023; Huang
etal., 2021; Huerta-Rabago et al., 2019; Khanjani et al., 2022; Rajeev et al., 2023). Por lo tanto,
realizar estudios de los sistemas, con enfoques en la diversidad alfay beta, podria proporcionar
aun mas claridad sobre la estabilidad de la comunidad microbiana en los sistemas de biofloc, lo
gue ayudaria a mejorar nuestra comprension de este fendmeno y a guiar futuras investigaciones

en este campo.

2.7 La metagendmica como enfoque molecular para el analisis de comunidades microbianas

En la acuicultura, el estudio de la microbiota en los sistemas de cultivo inicié con la recuperacién
de microorganismos que pueden cultivarse en condiciones de laboratorio, sin embargo, el 98-
99% de las bacterias del ambiente y del tracto digestivo de los organismos acudticos no se han
podido cultivar (Rappé y Giovannoni, 2003; Lewis et al.,, 2010) por lo cual, los cultivos
microbiolégicos no permiten obtener resultados representativos de la diversidad microbiana. Los
principales métodos adoptados en la acuicultura para el estudio de la diversidad microbiana son
“la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante” con PCR (PCR-DGGE) (Hu et al., 2019),
secuenciacion de amplicones, y secuenciacion de alto rendimiento (Duan et al., 2018). Las
primeras dos tecnologias presentan la limitante de proporcionar perfiles taxondmicos de baja
resolucion por el nimero limitado de secuencias que se pueden procesar, lo cual no permite

calcular adecuadamente la diversidad alfa y beta de las muestras (Ortiz-Estrada et al., 2019), y en
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el caso de la técnica DGGE se pueden presentar firmas multibanda por un solo microorganismo,
lo cual hace que el patrén de bandeo no tenga correlacién con la diversidad alfa (Neilson et al.,
2013). El empleo de la secuenciacion de alto rendimiento en conjunto con herramientas
bioinformaticas ha permitido recuperar el perfil taxonémico de la comunidad microbiana hasta
el nivel de género e inferir las propiedades funcionales que presentan las comunidades
microbianas, sin embargo, una de las limitantes de esta tecnologia es que un solo microorganismo
presenta multiples copias del gen 16S ARNr y este gen puede ser casi idéntico entre especies
(Ortiz-Estrada et al., 2018), lo cual puede provocar errores en la estimacion de las composiciones
bacterianas. Sin embargo, con la tecnologia de secuenciacién Shotgun podemos superar estas
limitantes y obtener informacién detallada del potencial metabdlico y la composicion de las
comunidades microbianas hasta el nivel taxondmico de especie, lo cual nos puede permitir

comprender lasfunciones de la microbiota asociada alos sistemas de cultivo (Koslicki et al., 2014).

2.8 El “holobioma del sistema acuicola”

Para mejorar la produccién de camarones mediante una gestién microbiana efectiva, es esencial
adoptar una visién holistica del sistema de acuicultura, integrando todos sus elementos bajo el
concepto de "holobioma". Con este enfoque buscamos reconocer que cada componente del
sistema, desde el plancton hasta el sedimento, influye en los microbiomas que interacttan en él.
Estos microbiomas, a su vez, afectan la estabilidad de la comunidad microbiana, la ecoeficiencia,
y la produccion de las especies cultivadas. Por lo tanto, es crucial entender cdmo estos

microbiomas se relacionan entre si y con el entorno en constante cambio.

Para nuestros fines definiremos el concepto de “holobioma del sistema acuicola” como los
microbiomasque interactian en un sistema de cultivo: el microbioma plancténico, el microbioma
del sedimento, el microbioma del alimento y el microbioma del huésped, que a su vez son
afectadas por los factores endégenos y exdgenos del sistema (Fig. 4). Para estudiar el holobioma,
se requiere un disefio experimental integral que considere la recuperacién de los microbiomas
representativos de cada componente, junto con metadatos relevantes sobre las condiciones

ambientales. A través de este enfoque, se pueden identificar los componentes del sistema cuyos
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microbiomas tienen una influencia significativa en la “estabilidad de la comunidad microbiana”

del sistema y en el microbioma intestinal de los camarones cultivados.
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Figura 4. Componentes del "holobioma del sistema acuicola". El "microbioma del sistema de
cultivo" implica el microbioma plancténico, el microbioma del sedimento y el microbioma del
biofloc; en el "microbioma del huésped" pueden incluirse el microbioma de la piel, el
hepatopdancreas y el intestino medio, entre otros; los "microbioma vectores" involucran aquellos
componentes que pueden introducir activamente microbiomas exoticos (Gutierrez-Perez et al.,
2022).

2.8.1 El “holobioma del sistema acuicola” y su relacion con la intensificacidn, la bioseguridad y
la ecoeficiencia de los cultivos

Un buen ejemplo de como diferentes partes del sistema tendran un efecto en el holobioma es el
hecho de que la microbiota de los bioflocs se ve afectada no solo por la densidad de poblacién
(nimero de camarones por m?) y el tipo de sistema de biofloc, sino también por la relaciéon C/N.
A baja densidad de cultivo (~25-200 camaronesem-2), la composicién de las comunidades
microbianas en el agua afecta pobremente a las comunidades intestinales y sus perfiles
metabdlicos (Xiong et al., 2015; Cardona et al., 2016; Huang etal., 2016; Chen et al., 2017; Huang
et al., 2018). Sin embargo, al aumentar la densidad (400 m-2, 600 m-2 y 800 m-2), es posible
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afectar la comunidad microbiana del biofloc, lo que podria incidir en su funcionalidad. A su vez,
la composicidon microbiana en los bioflocs podria modificar significativamente el microbioma
intestinal de los camarones (Deng et al., 2019). En condiciones de biofloc, Hou et al. (2018)
reportan que la biota bacteriana intestinal de los camarones comparte la misma composicién con
la de la columna de agua y el sedimento, pero con proporciones de taxones diferentes. Guo et al.
(2020) investigaron el impacto de diferentes relaciones C/N, demostrando que las relaciones C/N
de 15:1 alteraron la estructura microbiana del intestino, mientras que el volumen de biofloc
también aumento debido al estimulo de carbono de la biomasa microbiana, lo que resulté en un
incremento significativo en la abundancia relativa de bacterias beneficiosas, el tamafo de los
camarones y la biomasa. Otros factores que también pueden modificar la estructura del
microbioma del sistema bajo BFT son el uso de moléculas potenciadoras/inhibidoras de la
agregacion microbiana (Fatimah et al., 2019), la adicién de consorcios microbianos a los sistemas
de cultivo (Hostins et al., 2017; Huerta-Rabago et al., 2019), diferentes fuentes de carbono y
relaciones C/N para el desarrollo del biofloc (Liu et al., 2019; Wei et al., 2020), y diferentes

nucleadores de biofloc (Vargas-Albores et al., 2019).

La perspectiva del 'holobioma del sistema acuicola' puede contribuir significativamente a una
comprension mas profunda de la dinamica ecoldgica de las enfermedades, desde los agentes
causales hasta los factores de virulencia que estos poseen. Investigaciones recientes han
evidenciado que algunas enfermedades surgen como resultado de interacciones entre patégenos
de multiples especies o cepas (Peters et al., 2012; Dai et al., 2018; Yao et al., 2018; Huang et al.,
2020b). Adema3s, se ha detectado una variedad de genes de resistencia a antibiéticos en el agua,
el sedimento y los intestinos de camarones en sistemas acuicolas (Zhao et al., 2018). Esta
situacidn no solo representa un riesgo sanitario, sino también un desafio para el uso efectivo de
antibidticos permitidos en la acuicultura, asi como el surgimiento de nuevas enfermedades. Dado
que la acuicultura depende del agua proveniente de rios, estuarios o areas costeras, es
especialmente susceptible a la contaminacidn externa con genes de resistencia a antibidticos y a
la presencia de antibidticos liberados al ambiente como resultado de actividades antropogénicas

(Pomeroy et al., 2014; Su et al., 2018).
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La industria ha realizado grandes esfuerzos para reducir desperdicios como aguas residuales y
alimentos con el fin de lograr la sostenibilidad. El holobioma funciona como un supermetabolismo
gue va mas alla de las especies objetivo de cultivo. Por lo tanto, el uso de alimentos adecuados
no solo podria proporcionar nutricion a los camarones, sino que también podria afectar a ciertos
grupos que mejoraran la ecoeficiencia, como los estrategas K, lo que es crucial. Un ejemplo de
esto es larelacién C:N; al cambiarla ya sea en el agua o en los alimentos, se afectan a los grupos
microbianos representados en un sistema como se ha descrito anteriormente, ya que la materia
organica se descompone dentro del sistema formando nuevos nichos nutricionalesy permitiendo
que diferentes grupos construyan una red ecoldgica compleja entre ellos, y como consecuencia,
los flujos de nutrientes seguirdn estos cambios. El proceso de fermentacién de los alimentos
puede reducir los insumos y los desperdicios en los cultivos (Kang et al., 2010; Hamidoghli et al.,
2020) e incorpora dos componentes importantes que afectaran "el holobioma del sistema
acuicola", el primero es una carga microbiana y el segundo son los subproductos derivados de la
fermentacion. Tales perturbaciones en los microbiomas del sistema de cultivo son inducidas por
la generacion de nichos a través de subproductos metabdlicos o acumulacién de compuestos
antimicrobianos, afectando el reciclaje de nutrientes del sistema (Mazon-Suastegui et al., 2020;
He et al., 2017; Qiao et al., 2017; Stanton et al., 2005). Hamidoghli et al. (2020) evaluaron la
implementacién de dietas con proteinas a base de fermentacién y también la adicién de
consorcios microbianos para el tratamiento del agua, informando que los tratamientos con
proteina de soja-gluten de maizy proteina de soja concentrada, fermentados por Bacillus subtilis
y con la adicién de consorcios microbianos, presentaron una concentracién significativamente

menor de amoniaco y nitrito, en comparacién con el control.
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3. JUSTIFICACION

Para mejorar la produccién de camarones mediante una gestion microbiana efectiva, es esencial
adoptar una vision holistica del sistema de acuicultura, integrando todos sus elementos bajo el
concepto de "holobioma". Con este enfoque buscamos reconocer que cada componente del
sistema influye en los microbiomas que interactdan en él, sobre todo en sistemas de produccion
comerciales. Estos microbiomas, a su vez, afectan la estabilidad de la comunidad microbiana, la
ecoeficiencia y la produccion de las especies cultivadas. Al relacionar el comportamiento de las
comunidades microbianas con los conceptos de estrategas r/K, se espera obtener una vision mas
completa y detallada de la dindmica de estos ecosistemas acuaticos. Ademas, la validacion de un
enfoque analitico de la estabilidad microbioldgica, basado en la diversidad alfa y beta, contribuird
al desarrollo de herramientas efectivas para monitorear y gestionar la salud de los sistemas
acuicolas, promoviendo asi practicas mas sostenibles y productivas en la industria acuicola. La
integraciéon de la validacion de este enfoque en el estudio del holobioma permitira una
comprension mas profunda de coémo las interacciones microbianas dentro de los sistemas
acuicolas impactan en la salud y el rendimiento de los cultivos de camardn, facilitando asi una

gestion mas efectiva y sostenible de estos sistemas.
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4. HIPOTESIS

Si se implementa un enfoque integrado que considere la diversidad microbiana (alfay beta) en
los sistemas de cultivo biofloc y su interaccidn con los factores ambientales, se espera se puedan
identificar estrategias mds efectivas para promover la estabilidad de la comunidad microbianay
comprender mejor las dindmicas de los microbiomas en el contexto holobidmico, lo que

contribuird a mejorar la gestién sostenible de la produccién de camarédn.
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5. OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Determinar el impacto de un enfoque holobiémico, que considera la diversidad microbiana (alfa
y beta) y su interaccion con los factores ambientales, en la gestidn sostenible de la produccién de

camarodn en sistemas acuicolas de cultivo biofloc.

5.2 Objetivos particulares

1. Verificar la validez del enfoque analitico de la estabilidad microbiolégica de los sistemas
biofloc, basado en métricas de diversidad alfa y beta, mediante el andlisis longitudinal de
librerias de datos (amplicones del 16S ARNr) provenientes de cultivos de camardn con

diferentes sistemas biofloc.

2. Relacionar elcomportamiento de los taxones en los sistemas acuicolas utilizando el marco
conceptual de estrategas r/K, con el fin de identificar patrones y relaciones que

contribuyan a una gestion mas eficaz y sostenible de la produccion acuicola.

3. Determinar como la aplicacién de un enfoque holobiémico, con énfasis en la estabilidad
de la comunidad microbioldgica, puede mejorar la ecoeficiencia, la bioseguridad y la
produccion de camardn en sistemas acuicolas de cultivo biofloc. Esto se lograra mediante

el andlisis del holobioma del sistema productivo de postlarvas de una empresa.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Estudio longitudinal de la estabilidad microbiolégica de sistemas biofloc (CIBNOR)

Las secciones 6.1.1 a la 6.1.3 forman parte de un proyecto realizado previamente en el afo 2018
por laDra. Paola MagallonServiny el grupo de trabajodel laboratorio de microbiologia ambiental,
en el cual evaluaron diferentes consorcios microbianos desarrollados en CIBNOR, para generar
sistemas biofloc para el cultivo de camardn. De este proyecto se obtuvieron librerias de datos
(amplicones del 16S ARNr) provenientes de cuatro cultivos de camardn con diferentes sistemas
biofloc. En el presente estudio, se utilizaron estos datos para verificar la validez del enfoque
analitico de la estabilidad microbiolégica de los sistemas biofloc, basado en métricas de

diversidad, mediante un estudio longitudinal.

6.1.1 Condiciones experimentales

Los sistemas se establecieron en CIBNOR (24° 8' 9" N - 110° 25' 32" W) eninvernadero, en tanques
de polietileno de alta densidad de 1 m3 (superficie bentdnica de 1 m?2). Cada tanque se llend con
1 m3 de agua de mar y se implementaron cuatro tratamientos biofloc mediante la inoculacion de
tres consorcios microbianos distintos. Los tratamientos fueron los siguientes: A. Probidtico
Heterotrofico, B. Probidtico Quimiotroéfico-Microalga, C. Probidtico Quimiotréfico, D. Maduracién
tradicional sin probiético especifico. Una semana antes de introducir los camarones en los
sistemas, se inoculé diariamente durante 3 dias los tratamientos B y C. Posteriormente, los 3
indculos fueron suministrados semanalmente a los tanques correspondientes durante el
bioensayo. El bioensayo tuvo una duracién de 109 dias y se dividié en 3 fases: Fase 1 inicid con
una densidad de 1500 PLem2 (Siembra de PL de camardn (L. vannamei) con peso promedio de
0.04 gr) y durd del dia 8 al 42; la Fase 2 ajusto la densidad a 750 PLem-2 y duré del dia 42 al 77;
finalmente, la Fase 3 ajustd la densidad a 325 PLem™ y se extendid del dia 80 al 109. La finalidad
de las fases fue evitar la competencia por alimento, mejorar la calidad del agua, prevenir el estrés
y la mortalidad. Cada tratamiento constd de 4 réplicas, las condiciones del agua de cultivo se
mantuvieron en 25-28°C, pH 7.8, 38 UPS, 5.0 mgeL* 02, 2 mLeL? de biofloc (medido mediante
cono Imhoff), y relaciéon C/N= 20 empleando melaza. Se realizaron muestreos periddicos del agua

de cultivo (1L), inicialmente cada dia durante los primeros 7 dias para los tratamientos By C, y
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una vez sembrados los organismos, se tomaron muestras una vez cada 7 dias para todos los

tratamientos.

6.1.2 Metadatos

La temperatura del agua, el pH, la salinidad y el oxigeno disuelto se registraronin situ con una
sonda multiparamétrica YSI 556 (YSI Inc., Yellow Springs, EE. UU.) a una profundidad de 50 cm.
Los niveles de amonio (NH4*) se midieron mediante el método Hach 8155 (Ray y Lotz 2014). El
volumen del floc se midié utilizando conos Imhoff de 1 L (Modelo 1056, ASONE, Japén) (Meng et
al., 2023). El volumen del floculante en 1 L de agua acumulado en el fondo del cono se determiné

después del muestreo y al transcurrir 30 minutos (Schveitzer et al., 2020).

6.1.3 Extraccion de ADN y secuenciacion

En los dias de muestreo, aproximadamente 1 L de agua fue prefiltrada a través de malla de nylon
(tamafio de poro de 100 um) y posteriormente filtrada en una membrana de 0,2 um (Millipore,
Boston, MA, EE. UU.) para recoger la biomasa microbiana plancténica (Xiong et al., 2015). Se
utilizé el método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) para extraer el ADN de los filtros
(Chen et al., 2023). La concentracion y pureza (A260/280, A260/230) del ADN se evaluaron con
un espectrofotometro NanoDrop 2000® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.), y el ADN se
diluyé con agua ultrapura a 1 ng/uL. La amplificaciony secuenciacién fue realizada por CIAD, A.C.
Se amplific6 la region V3 del gen 16S ARNr empleando los primers 338F (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) y 533R (5’-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) (Garcia-Lopez et al.,
2020). El secuenciamiento fue por extremos emparejados empleando la plataforma MiSeq de

Illumina para obtener amplicones de ~190pb.

6.1.4 Analisis de datos

Se procesan y analizan los datos de secuenciacién lllumina utilizando el paquete de software
QIIME2 (v2020.8.0). Inicialmente, se evalla la calidad y la profundidad de las secuencias
demultiplexadas. Posteriormente, se aplica DADA2 (Callahan etal., 2016) para filtrar aquellas con

Phred > Q20, eliminando ruido, dereplicando y removiendo quimeras, lo que permite reconstruir
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los amplicones originales a partir de las regiones sobrelapadas de las lecturas pareadas. Con el
propdsito de considerar la estructura evolutiva inherente a los datos en las métricas de
diversidad, se genera un arbol filogenético empleando 'igtree'y 'alineamiento mafft'. Utilizando
la funcion 'diversity' con una profundidad de muestreo de 1357 secuencias, se calculan las
métricas de diversidad alfa de Faith y Pielou (Xiay Sun, 2023a). Con el complemento "longitudinal
volatility", se realiza un andlisis longitudinal de la diversidad alfa para observar las fluctuaciones
en la estructura filogenética y la equitabilidad de las comunidades microbiana (Bokulich et al.,
2018). Para estimar las diferencias entre muestras (diversidad beta), se utiliza la 'distancia UniFrac
no ponderada'. Esta medida considera la historia evolutiva compartida entre los microorganismos
al calcular la similitud entre las comunidades. Ademas, se generan visualizaciones de Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA) con la 'distancia UniFrac no ponderada' mediante Emperor
(Vazquez-Baeza et al., 2013). Con el complemento "longitudinal volatility", se realiza un analisis
longitudinal basado en PCoA para observar patrones de variacidon en la estructura de la
comunidad microbiana a lo largo de los ejes de coordenadas principales (Bokulich et al., 2018).
Para examinar la composicion taxondmica de las muestras, se emplea el complemento Vsearch
(Rognes et al., 2016) para clasificar taxonémicamente los ASVs utilizando la base de datos SILVA
version 138 (Pruesse et al., 2007), con un consenso minimo de 0.7. Se filtran las muestras que
contienen menos caracteristicas que la profundidad de muestreo y se construye un grafico de

barras de taxonomia mediante el complemento "taxa barplot".

6.1.5 Analisis estadistico

Se evalta la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y un nivel de
significancia igual a 0.05 empleando el software R. Los analisis posteriores se realizan con QIIME2
(v2020.8.0) y se establecidé un nivel de significancia de 0.05 para todas las pruebas estadisticas
llevadas a cabo en el andlisis. Se aplica una prueba de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias en
los indices de diversidad alfa (Faith y Pielou) en muestras agrupadas por distintas variables: Fase,
Mes, Dias de cultivo, pH, Floc, Tratamiento, Replicas, Oxigeno, Temperatura, Salinidad, Amonio y
NHs. Luego, se examina el impacto de estas variables sobre las métricas de diversidad alfa
mediante analisis de correlaciéon de Spearman. Posteriormente, se lleva a cabo un analisis de

abundancia diferencial (ANCOM) (Estaki et al., 2020) a nivel de clase y de caracteristicas (ASVs)
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para detectar diferencias significativas en los datos agrupados por "Fase" y "Tratamiento",
explorando asi relaciones con la teoria ecolégica de estrategas r/K y la identificacion de
microorganismos relevantes. Se realiza un analisis de volatilidad de caracteristicas (a nivel de
Clase y ASVs) empleando el complemento “longitudinal feature-volatility” (Borsom et al., 2023),
generando un modelo de regresidn para analizar la variacién temporal de cada caracteristicay
determinar su consistencia a lo largo del tiempo. Las pruebas de diversidad beta incluyen
PERMANOVA con 4000 permutaciones para detectar diferencias significativas en 'UniFrac no
ponderado' entre categorias, seguido por PERMDISP con 4000 permutaciones para evaluar la
dispersion dentro de grupos. Se emplea la accion ADONIS utilizando la matriz de distancias
'UniFrac no ponderado' para llevar a cabo una prueba PERMANOVA con los datos agrupados por

'Mes'y 'Tratamiento'. Esta prueba crea un modelo multivariado para evaluar su nivel de efecto

en la estructura de la comunidad microbiana. Finalmente, se aplica un modelo de efectos mixtos
lineales (LME) (Xia y Sun, 2023b) utilizando las distancias 'UniFrac no ponderado' para generar un
modelo de correlacién entre las fases/tratamientos y la estructura de las comunidades

microbianas a lo largo del tiempo, asi como su significancia estadistica.

6.2 Estudio en el sistema de produccidon de postlarvas de camardn (Empresa de larvicultura en
Sinaloa)

6.2.1 Diagrama del sistema productivo

Por cuestiones de confidencialidad el nombre de la empresa no sera mencionado. A través de una
interaccion con la empresa y en un convenio de confidencialidad, se generé un estudio de
FODA/DAFO (Leigh, 2009) para determinar las debilidades, fortalezas, oportunidades y amenazas
gue presenta una empresa de larvas de camardn blanco del Pacifico con respecto al manejo de la
bioseguridad. Este analisis se basd exclusivamente en las variables que la empresa utiliza para el
seguimiento de sus protocolos de bioseguridad y se realizd6 de esta forma con el objetivo de
permitir que la empresa y el sector acuicola de camardn puedan realizar sus propios analisis
FODA/DAFO utilizando las variablesya incorporadas en sus protocolos. Para ello, se realizd una
estancia in situ por 20 diasy se programaron 10 visitas (una por semana) subsecuentes, con el fin

de hacer un levantamiento de todas las etapas productivas desde la perspectiva de la ecologia
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microbiana. Durante lasvisitas se hicieron entrevistas individuales a los técnicos responsables con
la metodologia de investigacidén-accion participativa (uno a uno) (Zapata y Rondan, 2016).

El sistema productivo de esta empresa se organiza en mddulos consecutivos de la siguiente
manera (Fig. 5): 1. Maduracion (reproductores), 2. Desinfeccion de Nauplios, 3. Larvario, 4.RW

(modulo Raceway), y 5. Pre-engorda.

-
X [
I 3 . I
| Modulo Nauplio 5 |
I _ larvario :
Entrada de | PG Filtrado+UV Reservorio PL6 I
—_—
agua de mar | 1 2 4 I
[
: Clorinarenl ] Modulo RW [
I reservorio [
| [
| PL 15-19 :
| |
1 Modulo Desinfeccion :
: Maduracién  de nauplios i
R S [
— Agua Filtrado+UV @
Entrgda de Emd Reservorio Pre-engorda
Camarones agua de mar

Figura 5. Esquema general de los mdodulos del sistema productivo de la empresa de larvicultura.

Los mddulos 1, 2 y 5 utilizan agua de mar filtrada y desinfectada con luz ultravioleta (UV), mientras
que los mddulos 3y 4, adicionalmente, aplican clorinacidén al agua antes de su uso. La empresa
gestiona diversas lineas genéticas de camardn blanco, identificadas en este estudio como
Nicaragiiense, Ecuatoriana y Texana. Se obtienen nauplios de cada linea de acuerdo con el estado
de maduraciéon de los reproductores. Como resultado, se siembran semanalmente lineas
genéticas diferentes. En cuanto a los sistemas utilizados en el cultivo, el médulo de reproductores
opera con un sistema de agua clara, el de larvario con un sistema biofloc fotoautotréfico-
heterotrofico (inoculado con consorcios microbianos 3 dias antes de la siembra), RW con un
sistema biofloc heterotréfico (inoculado con consorcios microbianos 3 dias antes de la siembra),
y pre-engorda con un sistema biofloc quimiotréfico-heterotréfico (inoculado con consorcios

microbianos 7 dias antes de la siembra).
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En el andlisis DAFO se identificaron diversas amenazas que afectan la bioseguridad del sistema, lo
cual tiene efectos directos sobre el holobioma del sistema acuicola. Durante este andlisis se
identificaron los procesos productivos y todas las entradas de agua en cada moddulo, los
reservorios de agua, cada proceso de desinfeccion del agua, el tipo de sistema empleado en cada
modulo, asi como la linea genética y el estado ontoldgico de los organismos. Con estas
consideraciones, se decidié muestrear las fuentes de agua utilizadas, asi como el agua y los

organismos al inicioy al final de cada etapa (mddulo) de produccién para las tres lineas genéticas.

Debido a la ocurrencia de mortalidades en la produccién durante las visitas, también se realizaron
muestreos microbiolégicos (analisis realizados durante las visitas por el personal de la empresa)
de las pilas al inicio de los eventos de mortalidad, durante el tratamiento empleado y al final de
los eventos de mortalidad, para buscar una relacién con cambios en el holobioma del sistema
acuicolay la estabilidad de las comunidades microbianas en los sistemas. Ademas de los anadlisis

microbioldgicos, se realizaron andlisis de calidad de agua y productividad.

6.2.2 Analisis del agua de cultivo

Se monitorea diariamente la temperatura, el pH, la salinidad y el oxigeno disuelto del agua de
cultivo empleando el instrumento multiparamétrico YSI 556 MPS (Fimbres-Acedo et al., 2020).
También se toman muestras del agua de los cultivos (1L) una vez por semana para determinar la
concentracion de amonio disuelto. Ademas, se toman muestras de agua de 50 mL para realizar
analisis microbioldgicos por métodos tradicionales. Se evalua la cantidad de Vibrios (por el
personal de la empresa) empleando los medios de cultivo “agar tiosulfato citrato bilis sacarosa”

(TCBS) y CHROMagar™ Vibrio.

6.2.3 Determinacion de amonio

Para determinar la cantidad de amonio en las muestras de agua se siguié el método 10031 del
manual técnico de HACH para lo cual se emplea el espectrofotémetro DR 3900. Para preparar la
muestra blanco se adiciona 0.1 mL de agua libre de amonio a un tubo AmVer™, se afiade el

contenido de una almohadilla en polvo de reactivo de salicilato de amoniaco al vial y
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seguidamente se agrega el contenido de una almohadilla en polvo de reactivo de cianurato de
amoniaco, se coloca la tapa en al vial y se agita para disolver el polvo, se deja reaccionar por 20
min y posteriormente se inserta el vial en el porta celdas para leer la absorbancia a 655 nm vy
poner en CERO la lectura. Para la preparacién de la muestra problema se ajusta el pH a 7
utilizando una solucién estandar de hidréxido de sodio 1 N para muestras dcidas o dacido
clorhidrico 1 N para muestras basicas y se sigue el mismo procedimiento que en la muestra
blanco, para finalmente obtener la lectura del espectrofotémetro. Los resultados se muestran en

el equipoen mg / L.

6.2.4 Productividad del cultivo

Al inicioy al final de cada etapa del cultivo los camarones se cosechan y se cuentan para conocer
la produccion de cada etapa del cultivo. Con estos datos se calcula el porcentaje de supervivencia
(E.1).

Recuento final de organismos vivos
£ X 100 (1)

Supervivencia (%) =
p ( /0) Nimero de organismos inicial

6.2.5 Otros metadatos

Se capturan los metadatos que son relevantes para el estudio como lo son el método de
desinfeccion de los organismos, linea genética, estadio y tratamiento en caso de pasar por algun
evento de mortalidad. Asi mismo se hicieron muestreos (agua y organismos) y extraccion de ADN

que se encuentra en proceso de analisis por parte de la empresa.
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7. RESULTADOS

7.1 Estudio Longitudinal y Estabilidad de comunidades bacterianas asociadas a bioflocs por el
perfil taxonédmico del gen 16S ARNr (CIBNOR)

7.1.1 Procesamiento de las secuencias

Se obtuvo un total de 21,007,931 secuencias pareadas demultiplexadas en 323 muestras, de las
cuales después del filtrado de calidad (Phred 20), la eliminacién del ruido, el ensamble y la
eliminacidn se secuencias quiméricas se obtuvo un total de 2,027,116 secuencias de amplicones
reconstruidos no quiméricos en 290 muestras. Posteriormente las secuencias se agruparon en un

total de 3756 ASVs con una longitud promedio de 182 pb.

7.1.2 Volatilidad de la diversidad alfa

El analisis de volatilidad del indice de Faith (Fig. 6) revela una variacion en los valores, con rangos
observados entre 8 y 20 para los cuatro tratamientos evaluados. Destaca que el tratamiento D
(maduracién tradicional sin probidtico especifico) exhibe la menor variabilidad promedio en los
valores del indice de Faith (8-16) y con oscilaciones menos pronunciadas, indicando una
consistencia mayor en la diversidad taxondmica a través del tiempo. La aparente tendencia
oscilante sugiere fluctuaciones dindmicas en la composicion taxondmica para cada tratamiento

durante el periodo de estudio.

En cuanto al andlisis de volatilidad del indice de Pielou (Fig. 7), se revela un rango consistente de
valores promedio entre 0.6y 0.9 para los cuatro tratamientos evaluados. Ademas, se observa una
tendencia similar en la variabilidad a lo largo del tiempo para estos tratamientos. Este patrén
sugiere una estabilidad relativa en la diversidad taxondmica dentro de cada tratamiento, con
fluctuaciones que no comprometen significativamente la equitabilidad de las comunidades

microbianas a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 6. Analisis de volatilidad del indice de diversidad de Faith en cuatro tratamientos biofloc.
A) Probidtico Heterotrdfico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréficoy
D) Maduracién tradicional sin probidtico especifico. Se sefialan con flechas el inicio de cada fase
del bioensayo. Los puntos en el grafico representan la dispersion de los valores, las lineas
continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura 7. Andlisis de volatilidad del indice de uniformidad de Pielou en cuatro tratamientos
biofloc. A) Probidtico Heterotréfico, B) Probidtico Quimiotrofico-Microalga, C) Probidtico
Quimiotrdéfico y D) Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Se sefialan con flechas el
iniciode cada fase del bioensayo. Los puntos en el graficorepresentan la dispersién de los valores,
las lineas continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican multiplos de
la desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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7.1.3 Estadisticas de diversidad alfa

En el anadlisis de normalidad de la frecuencia de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk, se
obtuvo que los datos no siguen una distribucion normal (W= 0.98725, p-valor de 0.02458). Se
calcularonlas métricas de diversidad alfa de Faith y Pielou para las muestras. La prueba de Kruskal-
Wallis revel6 diferencias estadisticamente significativas entre los datos cuando se agruparon por
fase, mes, dias de cultivo, pH y Floc (Tabla 1; las variables que no mostraron significancia

estadistica no se presentan en la tabla).

Tabla 1. Categorias con diferencias significativas en la prueba de Kruskal-Wallis para diversas
métricas de diversidad alfa

CATEGORIA Meétrica diversidad (valor P)
Faith Pielou

Fase 6.42E-10 0.011791086

Mes 1.50E-12 0.047813067

Dias de cultivo 6.00E-09 5.80122E-05

pH 5.58E-09 NS

Floc 0.000745927 NS

NS= Valor de P no significativo (>0.05)

Se evalud el impacto de las covariables en las métricas de diversidad alfa mediante un andlisis de
correlacion de Spearman. Se encontré una relacién significativa (P < 0.05) entre las covariablesy
el indice de Faith. Ademas, se observd una correlacion negativa moderada para la covariable
temperatura, una correlacién débil negativa para el pH, amonio y NH3, y una correlacion débil
positiva para la salinidad, para el mismo indice (Tabla 2; las variables que no mostraron

significancia estadistica no se presentan en la tabla)

7.1.4 Abundancia diferencial

El analisis ANCOM, al comparar todos los datos por 'fase' a nivel taxondmico de clase (ANEXO
Tabla 2), revela diferencias estadisticas significativas en Cyanobacteriia, Acidobacteria,
Gammaproteobacteria, Desulfuromonadia, Rhodothermia, Actinobacteria, Kapabacteria,
Dadabacteriia, Oligoflexia, Polyangia, Gracilibacteria, Bdellovibrionia, Vampirivibrionia,
Alphaproteobacteria, Sumerlaeia y NB1-j (Valor W del estadistico para cada clase

respectivamente: 50, 49, 49, 46, 46, 44, 44, 44, 43, 43, 41, 41, 40, 40, 39, 38). Por otro lado, al
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realizar este andlisis a nivel de ASVs, se identificaron 269, siendo los primeros 10 (ANEXO Tabla 3)
pertenecientes a Alteromonadales (Gammaproteobacteria), Beijerinckiaceae
(Alphaproteobacteria), Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria), Flavobacteriaceae
(Bacteroidia), Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria), Algoriphagus (Bacteroidia) vy
Flavobacteriaceae (Bacteroidia) (Valor W del estadistico para cada ASV respectivamente: 1984,

1983, 1983, 1983, 1981, 1976, 1974, 1973, 1973, 1971).

En cuanto al andlisis ANCOM comparando los datos por 'tratamiento’ a nivel taxondmico de clase,
solo se observaron diferencias estadisticas significativas en Cyanobacteriia. Sin embargo, al
analizar a nivel de ASVs, se identificaron tres que corresponden a la clase Cyanobacteriia (ANEXO

Tabla 4).

Tabla 2. Analisis de correlacion de Spearman para evaluar la influencia de covariables en los
indices de diversidad alfa de Faith y Pielou.

Faith Pielou
Covariable = =
Valor P Tamano de o Valor P Tamano de
muestra muestra
pH -0.3591 0.0000 236 0.1068 0.1019 236
Floc 0.1642 0.0167 212 -0.0101 0.8839 212
Temperatur -0.4069 0.0000 249 -0.0881 0.1656 249
a
Salinidad 0.2523 0.0001 249 -0.0176 0.7826 249
Amonio -0.2501 0.0125 99 -0.1067 0.2931 99
NHs -0.2542 0.0111 99 -0.0267 0.7929 99

7.1.5 Identificacion longitudinal de la volatilidad de caracteristicas

Se desarrollé un modelo de regresion para identificar taxones/ASVs relevantes y su volatilidad,
incluso en presencia de baja abundancia. Los modelos para el nivel taxonédmico de clasey los ASVs

demostraron significancia estadistica (p < 0.05), con coeficientes de correlacion (valor-r) de 0.74 y
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0.91, respectivamente, y coeficientes de determinacion (R-cuadrado) de 0.56 y 0.84 para cada

modelo.

El modelo de nivel taxondmico de clase identificé 39 clases importantes, mientras que el modelo
de ASVs identificd 100. Las cinco clases mas destacadas segun el modelo fueron Actinobacteria
(importancia del 36%), Polyangia (importancia del 11%), Gammaproteobacteria (importancia del
7%), Cyanobacteriia (importancia del 6%) y Bacteroidia (importancia del 4%). Adem3s, se incluyd

Alphaproteobacteria (importancia del 1%) (Fig. 8-13).

En cuanto a los ASVs mas relevantes, se encontraron Alteromonadales (Gammaproteobacteria,
importancia del 20%), que comenzd a aumentar su abundancia relativa a partir del dia 28,
Flavobacteriaceae (Bacteroidia, importancia del 12%), que también mostré un aumento a partir
del dia 28, Alteromonadales (Gammaproteobacteria, importancia del 11%), con un aumento en
la abundancia relativa desde el dia 28, Aeromonas (Gammaproteobacteria, importancia del 6%),
cuya abundancia relativa disminuyd del dia 1 al 28, y Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria,

importancia del 4%), cuya abundancia relativa disminuyo del dia 1 al 44.
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Figura 8. Grafico de la volatilidad de Actinobacteria por tratamiento. A) Probiético Heterotrdfico,
B) Probidtico Quimiotroéfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D) Maduracidn tradicional
sin probidtico especifico. Los puntos en el grafico representan la dispersién de los valores, las
lineas continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura 9. Grafico de la volatilidad de Polyangia por tratamiento. A) Probiético Heterotrdfico, B)
Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D) Maduracidn tradicional sin
probiodtico especifico. Los puntos en el graficorepresentan la dispersidn de los valores, las lineas
continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican mdultiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura 10. Grafico de la volatilidad de Gammaproteobacteria por tratamiento. A) Probidtico
Heterotrofico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D)
Maduracién tradicional sin probidtico especifico. Los puntos en el grafico representan la
dispersion de los valores, las lineas continuas representan los valores promedio, las lineas
punteadas indican multiplos de la desviacion estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura1l. Grafico de la volatilidad de Cyanobacteria por tratamiento. A) Probidtico Heterotrdfico,
B) Probidtico Quimiotroéfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D) Maduracidn tradicional
sin probiotico especifico. Los puntos en el grafico representan la dispersion de los valores, las
lineas continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura 12. Gréfico de la volatilidad de Bacteroidia por tratamiento. A) Probidtico Heterotrdfico,
B) Probidtico Quimiotroéfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D) Maduracidn tradicional
sin probidtico especifico. Los puntos en el grafico representan la dispersién de los valores, las
lineas continuas representan los valores promedio, las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.
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Figura 13. Grafico de la volatilidad de Alphaproteobacteria por tratamiento. A) Probidtico
Heterotrofico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D)
Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Los puntos en el gréafico representan la
dispersion de los valores, las lineas continuas representan los valores promedio, las lineas
punteadas indican multiplos de la desviacion estandar (+/- 2x y 3x) desde la media global.

7.1.6 Diversidad beta

Se generaron graficos de PCoA para datos agrupados por 'Fase' (Fig. 14) y 'Tratamiento' (Fig. 15),
revelando agrupacién en el primero y una distribucion similar en el segundo. La prueba
PERMANOVA indico diferencias estadisticamente significativas entre las muestras agrupadas por
'Fase', 'Dias de cultivo', 'Tratamiento’, 'Mes' y 'pH' (Tabla 3). La prueba PERMDISP reveld
diferencias estadisticas en la dispersidon de datos dentro de los grupos en las categorias 'Fase’,
'Mes'y 'Dias de cultivo' (Tabla 4). Ademas, la prueba ADONIS evidencid diferencias significativas
en la estructura de la comunidad microbiana entre los grupos 'Mes'y 'Tratamiento’, explicando
un 8% y 2% de la variabilidad, respectivamente (Tabla 5). El analisis longitudinal basado en PCoA
mostro que la diversidad beta presenta una estabilidad aparente a partir del dia 44 en los datos

analizados por 'Fase' (Fig. 16) y 'Tratamiento' (Fig. 17).
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Figura 14. PCoA de UniFrac No Ponderado por fase. Fase 1) 1500 PLem-2; Fase 2) 750 PLem-2;

Fase 3) 325 PLem-2.
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Figura 15. PCoA de UniFrac No Ponderado por tratamiento. A) Probidtico Heterotrofico, B)
Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D) Maduracidn tradicional sin

probidtico especifico.
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Tabla 3. Resultados de la prueba PERMANOVA para la métrica “UniFrac no ponderado” para cada
categoria de interés.

3 Tamaino de la N° de Estadistica de
Categoria Valor P
muestra grupos prueba
Fase 249 3 15.0446 0.000249938
Dias de cultivo 249 22 4.94334 0.000249938
Tratamiento 249 4 1.92666 0.000249938
Mes 249 4 13.9972 0.000249938
pH 236 23 2.77113 0.000249938

Tabla 4. Resultados de la prueba PERMDISP para la métrica UniFrac no ponderado para cada
categoria de interés.

Tamano de la

Estadistica de

Categoria muestra N° de grupos prueba Valor P
Fase 249 3 11.3509 0.000249938
Mes 249 4 7.38018 0.00099975
Dias de cultivo 249 22 4.5709 0.000249938
pH 236 23 3.86054 0.99975
Tratamiento 249 4 0.261363 0.856036
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Tabla 5. Resultados de la prueba ADONIS para la métrica UniFrac no ponderado para cada

categoria de interés.

Grados Suma de Media de Estadistica
de R2 Pr(>F)

] cuadrados cuadrados F

libertad
Mes 1 4.977655 4.977655 21.990582 0.080800 0.001
Tratamiento 3 1.396639 0.465546 2.056719 0.022671 0.001
Residual 244  55.230368 0.226354 NaN 0.896529 NaN
Total 248 61.604662 NaN NaN  1.000000 NaN

NaN: No es un nimero
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Figura 16. Grafico de la volatilidad temporal en la estructura de la comunidad microbiana por
fase. Fase 1) 1500 PLem; Fase 2) 750 PLem?; Fase 3) 325 PLem™. Los puntos en el grafico
representan la dispersion de los valores, las lineas continuas representan los valores promedio,
las lineas punteadas indican multiplos de la desviacién estandar (+/- 2x y 3x) desde la media

global.
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Figura 17. Grafico de la volatilidad temporal en la estructura de la comunidad microbiana por
tratamiento. A) Probidtico Heterotrdfico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico
Quimiotrdéfico y D) Maduracidn tradicional sin probidtico especifico. Los puntos en el grafico
representan la dispersion de los valores, las lineas continuas representan los valores promedio,
las lineas punteadas indican multiplos de la desviacidén estandar (+/- 2x y 3x) desde la media
global.

7.1.7 Efectos mixtos lineales

Los resultados del modelo LME muestran una relacion significativa entre los "dias de cultivo" y la
"Fase" en las comunidades microbianas. No se observa una relacion significativa entre "dia de

cultivo" y "Tratamiento", ni entre "Fase" y "Tratamiento".

Los graficos generados revelan que las fases 2 y 3 presentan la mayor estabilidad en las
comunidades microbianas a lo largo del tiempo (Fig. 18A). Ademas, se observa que el tratamiento
C (Probidtico Quimiotroéfico) exhibe mayor estabilidad, evidenciado por un menor cambio en las

estructuras de las comunidades microbianas a lo largo del tiempo (Fig. 18B).

7.1.8 Maduracion microbioldgica de los sistemas biofloc

La inoculacion previa de los tratamientos B y C, antes de la siembra de organismos, ejerce un
efecto en las comunidades bacterianas a nivel de clase. Se observa una disminucidn significativa
en la abundancia relativa de Gammaproteobacteria (Fig. 10), acompafada de un aumento
correspondiente en Alphaproteobacteria (Fig. 13). Ademads, el tratamiento C muestra un

incremento adicional en Cyanobacteria (Fig. 11). Al inicio de la Fase 1 del bioensayo, se evidencia



48

un aumento exponencial en la abundancia relativa de Bacteroidia (Fig. 12) en todos los
tratamientos, mientras que se observa un decremento en la abundancia de Alphaproteobacteria.
La inoculacién previa de los tratamientos By C, antes de la siembra de organismos, resultd en un
aumento del indice de Faith (Fig. 6). Durante la Fase 1 del bioensayo, se observé que los
tratamientos con indculos (A, B y C) mostraron valores mas altos en este indice en comparacion
con el tratamiento sin inéculo (D). En cuanto al indice de Pielou (Fig. 7), la inoculacion de los
tratamientos By Cresultd en un aumento inicial durante los primeros 2 dias, pero posteriormente
el valor para el tratamiento C mostré una tendencia negativa en este indice. Al inicio de la Fase 1
del bioensayo, se observd que los tratamientos con indculos (A, B y C) presentaban valores mas

bajos en este indice en comparacion con el tratamiento sin inéculo.

El aumento positivo de la diversidad beta en los tratamientos B y C (Fig. 17), antes de la siembra
de organismos, indica que estos influencian de manera consistente la estructura de la comunidad
microbiana. Sin embargo, al iniciar la Fase 1 del bioensayo, se observan fluctuaciones en la
diversidad beta en todos los tratamientos, con un aumento seguido de una disminucién posterior.
Estas variaciones temporales sugieren una dindmica compleja en la estructura de la comunidad
microbiana durante el bioensayo. Es importante destacar que los tratamientos B y C presentan

valores mas altos en la diversidad beta en comparacién con los tratamientos Ay D.

Fase B) Tratamiento
0.9 o ! ® A
2 B
® 3 ® C
® D
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Figura 18. Graficos de dispersion de regresidon que ilustran los efectos de la Fase (A) y el
Tratamiento (B) en la comunidad microbiana. Las diferentes fases se definieron por la densidad
de siembra: Fase 1) 1500 PLem-2; Fase 2) 750 PLem-2; Fase 3) 325 PLem-2. Se muestran los
tratamientos A) Probidtico Heterotrdéfico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico
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Quimiotrdéfico, y D) Maduracidn tradicional sin probidtico especifico. Los puntos en los graficos
representan la dispersion de los valores, las lineas continuas representan los valores promedio.

7.2 Estudio en el sistema de produccion de postlarvas de camarén

7.2.1 Estudio de DAFO/FODA de la empresa de larvicultura desde la perspectiva de bioriesgo.

En la Tabla 6 se muestra que existe una carga microbiana de Vibrios variable entre los nauplios
de diferentes lineas genéticas, después de ser desinfectados con yodo-antibidtico y antes de
ingresar al modulo de larvario, y esta carga seincrementa en los modulos subsecuentes. No existe
carga de Vibrios en las muestras de agua inicial de cada mddulo y estas presentan una calidad de
agua (31°C, 33UPS, 7.4 pH, 6.0 mg.L" 02, Oppm NHa y 0.003ppm NO;°) adecuada para el cultivo,
ademas existe variacion en la supervivencia entre fases de cultivo y entre lineas genéticas. Estos
datos en combinacién con la informacion recopilada durante las visitas y las entrevistas de accién

participativa permitieron elaborar el analisis FODA que se muestra en la Fig. 19.

Tabla 6. Tabla de datos microbioldgicos, amoniaco y de produccién obtenidos de los muestreos

V. V. V. N°
NH Supervivenci
Muestra alginolyticu vulnificu parahaemolyticu Organismo
3 a
S S S s

Texana 3X10°

2X103 UFC 0 UFC NA 700 M 94 %
(N>L*) UFC
Nicaraguenc

9X10! UFC 0 UFC 0 UFC NA 710 M 84 %
e (N=>L*)
Ecuatoriana

6X10! UFC 0 UFC 0 UFC NA 710 M 84 %
(N=>L*)
Texana 6.2X10?!

6X10* UFC 0 UFC NA 660 M 60 %
(PL>RW*) UFC
Nicaraglenc 1X10?!

6X10* UFC 0 UFC NA 600 M 48 %
e (PL>RW*) UFC
Ecuatoriana 6X10?

6X10% UFC 0 UFC NA 600 M 40 %

(PL>RW*) UFC
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Pre-engorda 3x10!
7X10%* UFC 0 UFC NA 3M NA
1 (PL>P*) UFC
Pre-engorda 2X10?
6X10° UFC 0 UFC NA 3IM NA
2 (PL>P*) UFC
Agua de
0 UFC 0 UFC 0 UFC 0.0 NA NA
reservorio
Agua-
0 UFC 0 UFC 0 UFC 0.0 NA NA
Larvario
Agua-RW 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0.0 NA NA
Agua Pre-
0 UFC 0 UFC 0 UFC 0.0 NA NA
engorda

Nota: Las muestras de agua presentadas son de antes de introducir a los organismos. N->L*: Naupliosantes ingresar al modulo de
larvario; PL=>RW*: Postlarva antes de ingresar al mdédulo de Raceway; PL—>P*: Postlarva antes de entrar al médulo de pre-engorda;

NA: No aplica
Amenazas Fortalezas
e Uso de antibidticos e Capital en inovaciony
¢ Entrada de patogenos por desarrollo
recambios de agua 230% e [nfraestructura
e Carga microbiana de Vibrios en los e Colaboracién sectorial
camarones Programa genético

e Biorriesgo por alimento
e Biorriesgo por contaminaciéon
cruzada

y calidad de agua

Debilidades Oportunidades

e Sistema de desinfeccion sin
protocolos de vigilancia

e Falta de protocolos para
estandarizar operaciones

del holobioma

e Falta de trazabilidad y comunidades microbianas
comunicacién entre equipos e Procesos de maduracién y manejo del

o Falta de capacitacion con agua
respecto a ecologia microbiana e Sistema BFT desacoplado entre fases de
y al holobioma cultivo

Figura 19. Analisis FODA de la bioseguridad de la empresa de larvicultura

¢ Seguimiento de patégenos

e Estudio bajo la perspectiva

Seguimiento de la estabilidad de las
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8. DISCUSION

8.1 Estudio Longitudinal y Estabilidad de comunidades bacterianas asociadas a bioflocs por el
perfil taxonédmico del gen 16S ARNr (CIBNOR)

8.1.1 Diversidad alfa

La volatilidad de la diversidad alfa en los sistemas de cultivo de biofloc para camarones es un
aspecto crucial y dindmico que influye en la estabilidad y la composicion taxondmica de las

comunidades microbianas a lo largo del tiempo.

La variacién en los valores del indice de Faith revela patrones oscilantes y con tendencia al
incremento en todos los tratamientos, siendo el tratamiento D (maduracién tradicional sin
probidtico especifico) el que exhibe la menor variabilidad, sugiriendo asi una mayor estabilidad
en la diversidad taxondmica a lo largo del tiempo y podria atribuirse a una no intervencién y
autorregulacién del sistema (Chen et al., 2023), sin embargo el modelo de LME muestra que en
cuanto a composicion taxondmica los tratamientos By C presentan mayor estabilidad por lo que
no podemos establecer una relacidn entre los patrones de comportamiento. Los descensos en la
diversidad de los tratamientos al iniciar la Fase 1 y 2, muestran un patrén de comportamiento
similar con la volatilidad Alphaproteobacteria, en la cual también se observan descensos en esos
mismos puntos, y debido a la abundancia relativa que posee muestra ser el taxon que mas estd
influenciando la diversidad taxondmica en los tratamientos. Aunque hay incrementos en la
diversidad taxondmica esta es fluctuante en todos los tratamientos y no permite establecer un

Ill

patrén, como sucede en el “enfoque funcional de la estabilidad” de los sistemas biofloc (Meng et
al., 2023; Xu et al., 2016; Chen et al., 2023), que indigue que sea deseable una mayor diversidad

taxondmica en los sistemas o que sea deseable que esta sea estable en cierto punto.

El andlisis del indice de Pielou muestra un rango constante de valores promedio para los cuatro
tratamientos, indicando una estabilidad relativa en la equitabilidad de la distribucién de las
abundancias de especies dentro de cada tratamiento. Este comportamiento en la equitabilidad
es comparable con estudios de biofloc donde esta no muestra diferencia estadistica en los valores

obtenidos al inicioy al final del bioensayo (Huang et al., 2021; Huerta-Rabago et al., 2019). La
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consistencia en la variabilidad a lo largo del tiempo sugiere que, aunque pueda haber
fluctuaciones, estas no comprometen significativamente la equitabilidad en las comunidades
microbianas. Esta estabilidad relativa muestra ser una caracteristica de los sistemas biofloc y es
un indicador que puede ser considerada para el mantenimiento de comunidades microbianas

saludables.

El andlisis de correlacion de Spearman indica que la temperatura es la covariable con mas
influencia en diversidad taxondmica y mantenerla estable durante el cultivo es una via de estudio
para mantener la estabilidad de la diversidad en los sistemas. La temperatura es un factor clave
que influye en el crecimientoy el metabolismo de los microorganismos, lo cual tiene un impacto
directo en su abundancia. Lo anterior es sustentado por de Almeida et al. (2018), describiendo
gue algunos géneros se ven favorecidos con la disminucién de latemperatura, mientras que otros
son afectados negativamente, lo que sugiere una mejor adaptacién a una temperatura de 25 °C
en lugar de 35 °C. Ademas, a temperaturas dptimas para el crecimiento, los microorganismos son
capaces de secuestrar sustratos de su entorno debido al aumento de su afinidad por estos
(Nedwell, 1999). La menor correlacién que presentan el amonio y NHs, puede deberse a la
eficiencia de los sistemas biofloc ya que eliminan los compuestos téxicos nitrogenados a través
de la asimilacién bacteriana heterotroéfica, oxidacidon bacteriana quimioautotrofica (nitrificacion)
o asimilacioén fotoautotrofica (Huang et al., 2020a; Martins et al., 2020). Aumentar el monitoreo
de las covariables en conjunto con analisis de correlacién pueden ayudar a comprender mejor las
condiciones que influyen en la estabilidad de los cultivos y guiar a estrategias de manejo de los

sistemas biofloc.

La informacion proporcionada a través del andlisis de abundancia diferencial y la identificacidn
longitudinal de la volatilidad de caracteristicas ofrece una visién detallada de cémo las
comunidades microbianas en los sistemas de cultivo de biofloc para camarones estan
experimentando cambios a lo largo del tiempo y en respuesta a diferentes Fases y tratamientos.
Las Fases estan influenciadas por la densidad de organismos y el tiempo de cultivo, se ha
reportado que al aumentar la densidad de cultivo es posible aumentar la diversidad microbiana

del biofloc y del microbioma intestinal de los camarones, debido una mayor acumulacién de
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nutrientes minerales que permite desencadenar mas reacciones microbianas (Deng et al., 2019),
de la misma forma al aumentar/transcurrir el tiempo de cultivo (Cardona et al., 2016; Huerta-
Rébago et al., 2019) se favorece la acumulacion de nutrientes resultando en el mismo efecto.
Previo a discutir los resultados obtenidos mediante modelos de regresion, es relevante
contextualizar la utilizacion de estos modelos como herramienta para identificar taxones clave
que influyen en la dindmica de la comunidad. Los taxones clave identificados en el modelo
incluyen Actinobacteria, Polyangia, Gammaproteobacteria, Cyanobacteriia, Bacteroidia vy
Alphaproteobacteria, los cuales son consistentes con los hallazgos en el ANCOM vy resaltan su
relevancia enla dindmica de la comunidad microbiana. Estos grupos no solo han sido reportados
en la composicion bacteriana del Floc (Huang et al., 2020a; Wei et al., 2020), sino que también se
han identificado como taxones clave en las comunidades bacterianas asociadas al floc y a
bacterias plancténicas en la acuicultura de camarones, como es el caso de Alphaproteobacteria,

Gammaproteobacteria y Bacteroidia (Rajeev et al., 2023).

Actinobacteria, Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria son taxones que se encuentran
comunmente en sistemas dominados por estrategas K, y las proporciones de su abundancia
relativa después de la fase dos (<1%, <30% y ~60%, respectivamente) se alinean con las
composiciones reportadas para estos sistemas (Vadstein et al., 2018). Por otro lado, la clase
Bacteroidia forma parte de la composicion del microbioma intestinal del camardn (Fan et al.,
2019). Al iniciar la Fase 1 del sistema de cultivo, la siembra de los camaronesy el suministro de
nutrientes a través del alimento favorece un incremento en la abundancia de Bacteroidia. Esta
rapida proliferacién en las etapas tempranas del sistema sugiere que Bacteroidia puede

clasificarse como un estratega r (Emerenciano et al., 2017; Schveitzer et al., 2020).

8.1.2 Diversidad beta

La exploracion de la diversidad beta en los sistemas de cultivo de biofloc para camarones revela
patrones significativos en la estructura de las comunidades microbianas. Los graficos de PCoA,
agrupados por Fase y Tratamiento, muestran una diferenciacién en la composicién microbiana,
siendo el primer grupo concordante cronolégicamente con los patrones de sucesion descritos por

Yang et al. (2020). Al examinar los PCoAs de UniFrac No Ponderado, observamos patrones de
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agrupamiento por mes de cultivo, dia de cultivo y pH (ver ANEXO-A Fig. 1, 2 y 4). Estos patrones,
al relacionarlos con la volatilidad de |a diversidad beta y el modelo LME, respaldan la idea de que
la estabilidad de los sistemas se manifiesta después del dia 44, con un pH mantenido entre 7.7 y
6.4. Al considerar estas variables como cualitativas en las pruebas estadisticas, confirmamos
diferencias significativas en la estructura de la comunidad para estas agrupaciones y en el caso
del pH, este contribuye al entendimiento de la estabilidad de la comunidad microbiana al

mostrarnos el rango en que se desarrolla dicha estabilidad.

La estabilidad de la diversidad beta a partir del dia 44 se convierte en una caracteristica definitoria
de lo que podriamos denominar "estabilidad de lacomunidad microbiana" en los sistemas biofloc,
coincidiendo con los tiempos reportados para alcanzar la estabilidad funcional (Chen etal., 2023;
Meng et al., 2023). Aunque no se identifican patrones claros de estabilidad en la diversidad alfa,
si se observan en la diversidad beta, siendo los tratamientos B y C los que exhiben mayor
estabilidad en las estructuras microbianas a lo largo del tiempo y los que presentan la mayor
produccion promedio de biomasa de camaroén (ver ANEXO-A Fig. 7). Por lo tanto, seria importante
profundizar en estudios de las comunidades microbianas de estos sistemas una vez alcanzada la
estabilidad en términos de diversidad beta. A pesar de que los sistemas biofloc estdn
influenciados por procesos estocasticos (Hou etal., 2021; Zhou y Ning, 2017), el modelo LME de
las Fases (Fig. 18-A) muestra que dentro de la estabilidad de la diversidad beta existen diferentes
ensambles microbianos que pueden ser explorados parafavorecer la estabilidad de lacomunidad

microbiana en los sistemas biofloc y su ecoeficiencia.

8.1.3 Estabilidad de los sistemas biofloc

La volatilidad en la estructura de la comunidad microbiana observadas en los graficos de fase y
tratamiento (Fig. 16-17) asi como los graficos de los modelos de LME (Fig. 18) nos brindan
informacidn con soporte suficiente para decir que la Fase 1 de los cultivos se caracteriza por ser
la mas volatil e inestable, y basado en el analisis ANCOM y de volatilidad de caracteristicas esta
estd fuertemente influenciada por las clases Gammaproteobacteria, Cyanobacteriia y Bacteroidia

(Fig. 10-12).
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Antes del inicio de la Fase 1, en los tratamientos B y C se observa que al inocular los tratamientos
en los tanques hay un incremento en Alphaproteobacteria (Fig. 13) y un decremento en
Gammaproteobacteria (Fig. 8), lo que indica que estos sistemas inicialmente estdan dominados
por estrategas K (Vadstein et al., 2018), pero al introducir alos camarones y empezar a suministrar
alimento balanceado esta estructura se desequilibra causado principalmente por la clase
Bacteroidia. La inestabilidad de la diversidad beta durante la Fase 1 en los tratamientos B y C
indica que la maduracion microbiolégica previo al cultivo no desarrolla una estructura microbiana

lo suficientemente resiliente.

Los resultados de volatilidad de caracteristicas muestran que la estabilidad encontrada en las
Fases 2y 3 (después del dia 44) estd fuertemente influenciada por la presencia de Actinobacteria,
Polyangia, Alphaproteobacteria, y concuerda con bioflocs heterotréficos y quimiotréficos en el
primer caso (Ferreira etal., 2021), lo cual en el sentido de la teoria ecolégica de los estrategas r/K
las posicionaria como estrategasK (Chen et al., 2023; Salvesen et al., 1999; Schveitzer et al., 2020).
Contrastantemente la estabilidad alcanzada en la fase 2 coincide con la disminucién y estabilidad
del amonio toxico (ANEXO-A Fig. 6) en los sistemas y se alcanza a aproximadamente a los 44 dias

de cultivo lo cual concuerda con la bibliografia descrita anteriormente.

Teniendo en cuenta la informacion para clasificar a los estrategas r/K descrita detalladamente en
los antecedentes, podemos decir que Actinobacteria, Polyangia y Alphaproteobacteria son
estrategas K, mientras que Gammaproteobacteria, Cyanobacteriia y Bacteroidia son estrategas r.
Debido a su abundancia en las muestras (ANEXO-A Fig. 12) a lolargo del tiempo, y en las Fases 2
y 3 de los cultivos, podemos decir que la clase Bacteroidia puede clasificarse como estratega r o K
dependiendo de la estructura de la comunidad microbiolégica. Y desde el contexto de la
diversidad beta podemos decir que las Fases 2 y 3 de los cultivos biofloc presentan estructuras
dominadas por estrategas K, siendo la de los tratamientos B y C las que presentan una estructura
qgue favorece el crecimiento como se discutid anteriormente. Esta Ultima aportacion puede
favorecer a los sistemas biofloc si se replica/aceleran el desarrollo de estos ensambles en los

cultivos.
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Desde la perspectiva de la diversidad, podemos definir la “estabilidad de la comunidad
microbiana” en base a tres preceptos fundamentales: 1. La capacidad de una comunidad
microbiana para mantener una composicion o funcion similares a lo largo del tiempo, a pesar de
las perturbaciones o cambios ambientales; 2. No implica necesariamente la ausencia de cambios
en las comunidades microbianas, sino mas bien denota una consistencia o equilibrio relativo en
su composicién y funcion (Tardy et al., 2014); 3. La composicion de la comunidad microbiana en

la estabilidad esta dominada por estrategas K.

8.2 Estudio en el sistema de produccidon de postlarvas de camarén

Amenazas: A través de las visitas realizadas en una empresa en condiciones reales de produccién
se observé que los nauplios antes de ingresar a los médulos de produccidn presentan una carga
microbiana, por lo cual los técnicos emplean antibidticos con una intensién profilactica pero no
existe un esquema de rotacion de antibidticos, lo cual es una amenaza ya que contribuye al
desarrollo de patdgenos resistentes (Zhao et al., 2018). En el mddulo de Raceway se realizan
recambios de agua de 230% semanalmente, lo cual afecta a las comunidades microbianas
benéficas (estrategas K) que se han establecido e incrementa los nichos potenciales para
microorganismos oportunistas (estrategas r) (De Schryver y Vadstein, 2014) alterando la

estabilidad de las comunidades microbianas.

Debilidades: No se tiene en la empresa un seguimiento y protocolos claros del manejo de la
entrada de agua (lamparas UV rotas, filtros sucios y falta de persona asignada) lo cual es un riesgo
para la entrada de patégenos al sistema productivo (Pomeroy etal., 2014;Su et al., 2018). Lafalta
de protocolos, para el almacenamientoadecuado del alimento balanceado dentro de los mdédulos
de Raceway, es relevante ya que como observamos en los resultados de BFT obtenidos en el
estudio longitudinal, todos aquellos factores que ingresan cargas microbianas al sistema afectan
la estabilidad de lascomunidades microbioldgicas,y como se menciona en el estudio de Panigrahi
et al. (2018) los radios de C:N son esenciales para la estabilidad microbiana de los sistemas por lo
que elalmacenamiento adecuado del alimento es necesario. En el caso de las debilidades se pudo
observar que estas pueden ser resueltas con un buen liderazgoy el establecimiento de protocolos

de sanidad adecuados, asi como la implementacion del “manual de buenas practicas acuicolas
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para la producciéon de camardn” emitido por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad

Agroalimentaria (SENASICA).

Fortalezas: Se observd que la mas relevante es la disponibilidad que tiene la empresa para tener
una interaccidntransversal con los sectores de investigacion y desarrollo para comprender cuales

son los cambios internos que debe tener la empresa para mejorar sus procesos productivos.

Oportunidades: La perspectiva del holobioma (Gutiérrez-Pérez et al., 2022) ofrece oportunidades
significativas para mejorar la produccidon de camarones. Al comprender cémo cada componente
del sistema influye en los microbiomas que interactian en él, se pueden identificar factores clave
para la estabilidad de la comunidad microbiana. Esta comprension mas profunda de la dindmica
ecoldgica abre nuevas oportunidades para abordar los desafios de las enfermedades y la
resistencia a antibioticos en los sistemas acuicolas de manera mdas efectiva. Ademas, el
seguimiento continuo de la estabilidad de las comunidades microbianas, como se presenté en el
estudio longitudinal, junto con laimplementacién de bitacorasdel manejo del sistema productivo
(metadatos), permite identificar los factores que afectanel microbioma en los sistemas de biofloc.
Esto contribuye a disefar estrategias de manejo mas efectivas para mantener comunidades
microbianas saludables, mejorando asi la bioseguridad y la produccién en la acuicultura de

camarones."
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9. CONCLUSIONES

Este estudio destaca la vital importancia de la estabilidad microbiolédgica en sistemas de cultivo
de biofloc para camarones, considerando su impacto directo en la sostenibilidad y eficacia de la
acuicultura intensiva. La clasificacion de sistemas biofloc y el analisis longitudinal revelan
patrones dindmicos en la comunidad microbiana, influenciados por estrategas r/K y cambios

significativos durante la fase inicial del cultivo.

La diversidad alfa y beta proporcionan una visién detallada de la variabilidad taxonémica y
estructural, destacando tratamientos mas estables y fases menos volatiles. La identificacidon de
taxones clave, correlaciones ambientales y factores influyentes contribuye a comprender mejor
las condiciones optimas para la estabilidad microbioldgica. Los grupos taxondémicos clave de
estrategas K encontrados en las fases 2 y 3, que muestran estabilidad en las comunidades

microbianas, incluyen a Actinobacteria, Polyangia, Alphaproteobacteria y Bacteroidia.

Nuestro enfoque utilizando métricas de biodiversidad microbiolégica destaca la complejidad y
dindmica de estos sistemas. Se espera que esta investigacion y enfoque, contribuya al disefio de
estrategias de manejo mas efectivas para mantener comunidades microbianas saludables en
sistemas de cultivo de biofloc, mejorando asi la bioseguridad y la producciéon en la acuicultura de

camarones.

El analisis del disefio del sistema productivo, junto con las entrevistas de accién participativa,
resultan indispensables para el desarrollo de estrategias destinadas a mejorar la larvicultura.
Estos métodos permiten identificar puntos criticos para la bioseguridad mediante un analisis
FODA, evaluarlos y darles seguimiento en caso de representar una amenaza potencial para la
produccion. Y de la misma forma permiten orientar las investigaciones en el contexto del

holobioma y de la estabilidad de las comunidades microbianas en los cultivos.

Como parte del articulo de revisién, podemos concluir que el estudio del microbioma intestinal
de los organismos acuicolas debe abordarse desde la perspectiva del “holobioma del sistema

acuicola”, dada la influencia que cada una de las variables y microbiomas tiene en el cultivo. Se
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destaca laimportancia de analizar no solo el microbioma intestinal de las especies cultivadas, sino
también las comunidades microbianas asociadas al sistema en su conjunto, lo cual incluye
procariontes, microeucariontes y virus. Ademas, se enfatiza la necesidad de emplear tecnologias
avanzadas de secuenciacion de ADN y herramientas computacionales, como el aprendizaje
automatico e inteligencia artificial, para comprender la diversidad microbiana y sus funciones en

el entorno acuicola.
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Anexo A.-Estudio Longitudinal y Estabilidad de comunidades bacterianas asociadas a bioflocs
por el perfil taxonémico del gen 16S ARNr.

Tabla 1. Resultados del modelo de efectos mixtos lineales

Coef.  Std.Err. z P>|z| [0.025 0.975]
Intercept 0.52 0.049 10.713 0 0.425 0.615
Pond_group(T.B] 0.023 0.061 0.372 0.71 -0.098 0.143
Pond_group(T.C] 0.082 0.062 1.333 0.182 -0.039 0.203
Pond_group[T.D] 0.025 0.066 0.38 0.704 -0.104 0.154
Culture_day 0.005 0.001 5.293 0 0.003 0.007
Culture_day:Pond_group[T.B] -0.001 0.001 -1.022 0.307 -0.004 0.001
Culture_day:Pond_group[T.C] -0.001 0.001 -1.147 0.251 -0.004 0.001
Culture_day:Pond_group|[T.D] 0.001 0.001 0413 0.679 -0.002 0.003
Phase 0.09 0.036 2.488 0.013 0.019 0.162
Pond_group|[T.B]:Phase -0.032 0.048 -0.678 0.498 -0.126 0.061
Pond_group[T.C]:Phase -0.081 0.048 -1.705 0.088 -0.175 0.012
Pond_group[T.D]:Phase -0.038 0.05 -0.756 0.45 -0.135 0.06
Culture_day:Phase -0.002 0 -3.971 0 -0.003 -0.001
Culture_day:Pond_group|[T.B]:Phase 0 0.001 0.781 0.435 -0.001 0.002
Culture_day:Pond_group[T.C]:Phase  0.001 0.001 1.469 0.142 0 0.002
Culture_day:Pond_group|[T.D]:Phase 0 0.001 0.214 0.831 -0.001 0.001
Group Var 0.001 0.009




Tabla 2. ANCOM: Abundancia percentil de taxones a nivel de género por fase.
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Fase 1 2 3
Percentil 00 25.0 500 75.0 100.0 0.0 250 500 75.0 1000 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0
Cyanobacteriia 1.0 18.0 100. 249.2 4153. 1.0 1.0 3.0 28.0 11058 1.0 3.00 10.0 16.75 818.0
5 5 0 .0
Acidobacteriae 1.0 1.0 1.0 2.00 56.0 1.0 6.0 13.0 270 1780 1.0 2.00 8.0 15.75 45.0
Gammaproteobac 16.0 119. 328. 1023. 4111. 1.0 84.0 234. 483. 7146. 96.0 435.0 780. 1566. 3965.
teria 0 5 75 0 0 0 0 0 0 00 0
Desulfuromonadi 1.0 1.0 6.5 37.50 13633 1.0 2.0 39.0 379. 7216. 1.0 49.50 257. 1129. 3598.
a .0 0 0 5 00 0
Rhodothermia 1.0 1.0 5.5 60.00 1736. 1.0 1.0 2.0 9.0 2763. 1.0 1.00 5.0 16.00 120.0
0 0
Actinobacteria 1.0 1.0 1.0 1.00 129.0 1.0 3.0 7.0 16.0 2560 1.0 5.00 9.5 40.75 214.0
Kapabacteria 1.0 1.0 1.0 4.00 518.0 1.0 1.0 6.0 32.0 4510 10 3.25 10.5 42.00 2631.
0
Dadabacteriia 1.0 1.0 1.0 2.75 42.0 1.0 1.0 1.0 1.0 4.0 1.0 1.00 1.0 1.00 1.0
Oligoflexia 1.0 1.0 1.0 1.00 23.0 1.0 1.0 1.0 1.0 23.0 1.0 1.00 1.0 6.75 180.0
Polyangia 1.0 1.0 1.0 1.00 1240 1.0 1.0 6.0 19.0 127.0 1.0 2.25 10.0 17.75 111.0
Gracilibacteria 1.0 1.0 1.0 4.00 520.0 1.0 3.0 10.0 28.0 2180 1.0 1.00 7.5 16.75 142.0
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Bdellovibrionia 1.0 3.0 140 63.00 6500 1.0 13.0 350 101. 8480 1.0 3225 655 157.0 1158.

Vampirivibrionia 1.0 1.0 1.0 1.00 4635. 10 1.0 4.0 28,0 16304 1.0 1.00 1.0 9.75 222.0

Alphaproteobacte 168. 1046 1608 2484. 10522 608. 2277 4275 8938 22906 269. 1723. 2818 5022. 13034

ria 0 .5 5 50 .0 0 .0 .0 .0 .0 0 50 5 25 .0
Sumerlaeia 1.0 1.0 1.0 3.00 246.0 10 1.0 8.0 23.0 4210 1.0 3.25 6.5 11.00 87.0
NB1-j 1.0 1.0 1.0 1.00 61.0 1.0 1.0 4.0 13.0 81.0 1.0 1.00 3.5 6.75 41.0

Tabla 3. ANCOM: Abundancia percentil de taxones a nivel de ASVs por fase.

Fase 1 2 3

Percentil 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0
Alteromonadales 1 1 1 1 19 1 1 1 9 187 1 20 51.5 11875 459
Alteromonadales 1 1 1 1 41 1 1 3 16 393 13 54.25 138.5 293.75 1064

Alteromonadales 1 1 1 1 30 1 1 1 17 302 10 425 103.5 2345 922
Beijerinckiaceae 1 1 10 47.5 521 1 1 11 30 590 1 1 1 1 23
Rhodobacteraceae 1 1 1 1 58 1 4 14 50 656 1 35 9 22.75 323
Rhodobacteraceae 1 1 1 1 222 1 6 20 38 1825 1 1 1 5.5 25

Flavobacteriaceae 1 1 1 6 60 1 7 16 36 360 1 12.25 26 69.75 678




Rhodobacteraceae 1 1 1 1 402 1 1 12 80 1253 1 1 1 7.25 139

Algoriphagus 1 1 4 129.25 1726 1 1 1 1 248 1 1 1 1 1

Flavobacteriaceae 1 1 1 2.75 40 1 1 14 38 308 1 12 25 69.25 625

Nota: para una mayor comprension se sustituyo el ID del ASV por la clasificacion taxondmica correspondiente. Se muestran los principales (10) resultados de 269.

Tabla 4. ANCOM: Abundancia percentil de taxones a nivel de ASVs por tratamieto.

Tratamiento A B C D
Percentil 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Cyanobacterii 1. 1. 1. 1. 700 1. 1 9.0 575 4940 1 1. 1 1 2274. 1. 1. 1. 1. 392

a 0 0O O 0 0O O 0O O 0O O 0 0 0O O 0 0

Cyanobacterii 1. 1. 1. 1. 157. 1. 1. 16. 134. 1623. . . . 5075. 1. 1. 1. 1. 771
a 0 0O 0 O 0 0O O 0 5 0 0O O 0O O 0 O o0 o0 ©O 0

[EEN
=
[
=

=

Cyanobacterii 1. 1. 1. 1. 126. 1. 1. 11. 101. 1397 . . . 3711, 1. 1. 1. 1. 631
a O 0 0 O 0 0O O 0 5 0 O 0 o0 O 0 O 0O 0 ©O 0

Nota: para una mayor comprension se sustituyo el ID del ASV por la clasificacion taxonémica correspondiente
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Figura 1. PCoA de Unweighted UniFrac por 'Mes'. 9) septiembre, 10) octubre, 11) noviembre y

12) diciembre.
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Figura 5. Grafico de la volatilidad temporal del amonio por "Tratamiento". A) Probidtico
Heterotrofico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D)
Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacién estandar (+/- 2x y 3x) de la media general.
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Figura 6. Grafico de la volatilidad temporal del nitrégeno téxico por "Tratamiento". A) Probidtico
Heterotrofico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D)
Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacion estandar (+/- 2x y 3x) de la media general.
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Figura 7. Gréafico de la volatilidad temporal de la biomasa de organismos segun el "Tratamiento".
A) Probidtico Heterotrdfico, B) Probidtico Quimiotrdéfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotrdéficoy
D) Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacidén estandar (+/- 2x y 3x) respecto a la media general.
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Figura 8. Grafico de la volatilidad temporal del pH por "Tratamiento". A) Probiético Heterotrdfico,
B) Probidtico Quimiotrofico-Microalga, C) Probidtico Quimiotrofico y D) Maduracion tradicional
sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la desviacién estandar (+/- 2x
y 3x) respecto a la media general.
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Figura 9. Grafico de la volatilidad temporal de la temperatura segun el "Tratamiento". A)
Probidtico Heterotrdéfico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probiético Quimiotréficoy D)
Maduracidn tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacioén estandar (+/- 2x y 3x) respecto a la media general.
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Figura 10. Grafico de la volatilidad temporal de la salinidad por "Tratamiento". A) Probidtico
Heterotrofico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probidtico Quimiotréfico y D)
Maduracion tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacioén estandar (+/- 2x y 3x) respecto a la media general.
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Figura 11. Grafico de la volatilidad temporal de la cantidad de floc por "Tratamiento". A)
Probidtico Heterotrdéfico, B) Probidtico Quimiotréfico-Microalga, C) Probiético Quimiotréficoy D)
Maduracidn tradicional sin probidtico especifico. Las lineas punteadas indican multiplos de la
desviacioén estandar (+/- 2x y 3x) respecto a la media general.
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Figura 12. Abundancia relativa de taxones ordenada por dias de cultivo muestreados.
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.Figura 13. Modelo de volatilidad de caracteristicas a nivel taxonémico de Clase.
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