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Resumen

En el presente documento, se describen algunos avances obtenidos en el estudio de tres macroalgas marinas
colectadas en el sur de Sonora, México, identificando algunos compuestos con actividad bioldgica, asi como su
efecto en la supervivencia y respuesta inmune en camarones infectados con el virus de la mancha blanca
(WSSV) o V. parahaemolyticus. En el extracto metandlico de Gracilaria vermiculophylla se encontr6 acido
fertlico en mayor cantidad, seguido por resveratrol, &cido cumarico y catequina; asi mismo, se logr6 separar
una fraccion activa del extracto cuya naturaleza del componente activo corresponde a la estructura de los
terpenos. Ademas se encontr6 un efecto positivo en la sobrevivencia y en la respuesta inmune al ser infectados
con Vibrio parahaemolyticus o con WSSV. El extracto metanélico de Caulerpa sertularioides presentd una
mortalidad acumulada significativamente menor que el control infectado sin macroalga, en presencia de V.
parahaemolyticus. El perfil fitoquimico del extracto metandlico de C. sertularioides, indicd la presencia de
flavonoides, alcaloides y cumarinas. Se cuantificé la actividad antioxidante, encontrando 28.97+0.24 de fenoles
totales (mMeq AG/mg muestra) y 1.01+0.06 de actividad antioxidante determinada por DPPH (mMeq
TROLOX/mg muestra). Ulva lactuca, usada en extracto metandlico o bien, en co-cultivo mejord la

sobrevivencia de L. vannamei cuando fue infectado con WSSV o con V. parahaemolyticus.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, respuesta inmune, sindrome del virus de la mancha blanca, Vibrio

parahaemolyticus.
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l. Introduccion

La acuacultura sigue creciendo a mayor velocidad que otros sectores de produccion de
alimento. El impacto social y econdémico, sigue aumentando mediante la contribucion a los
medios de subsistencia y la generacion de ingresos. Sin embargo, cuando es mal administrada
puede afectar la estabilidad de los ecosistemas, que se reflejan en trastornos ambientales y
repercuten negativamente en aspectos sociales y econdmicos (FAO, 2018). La acuicultura es
una de las actividades con mayor potencial y desarrollo en los ultimos afios en México.
Aporta beneficios sociales y econdmicos, ademas de ser una fuente de alimento con un
elevado valor nutricional y costos accesibles (Alvarez et al., 2012). A medida que la
intensificacion en los cultivos incrementa, las enfermedades infecciosas dentro de los
cultivos han sido mas frecuentes, generando pérdidas econdmicas importantes. En los
cultivos de camaron, las més agresivas son de origen viral y bacteriano, ya que han causado
mortalidades elevadas (Varela et al., 2014). Se han registrado alrededor de 20 virus que
afectan a los cultivos de camaron (Lightner et al., 1998), entre de los que destacan el,
Bacolovirus penaei, Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHN) (Gomez et
al., 2001) y el Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WSSV); este tltimo es el de mayor
realce a nivel nacional. En cuanto a las enfermedades de origen bacteriano, se tiene que, las
cepas patdgenas del género Vibrio pueden causar mortalidades severas como el caso del
sindrome de la muerte temprana o sindrome de la necrosis hepatopacreatica aguda, que es
causada por una cepa patdgena de Vibrio parahaemolyticus (Lightner et al., 2014).
Actualmente se realizan diversas investigaciones sobre diversas alternativas para proponer
soluciones o modelos de prevencion contra el ataque de dicho microorganismo. Al respecto
las algas marinas, recientemente han recibido gran atencion, por ser fuentes potenciales de
metabolitos secundarios con un amplio espectro de actividades bioldgicas, incluyendo
propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales y antioxidantes (Zhang et al., 2010).
Existen algunos estudios donde se han aislado diversos compuestos bioactivos de macroalgas
marinas con propiedades antimicrobianas, biomoduladoras, antioxidantes y como
estimuladoras del crecimiento (Paniagua-Michel et al., 2009; Cen-Pacheco et al., 2010;
Guven et al., 2010; Pallela et al., 2010).
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En el presente documento, se describen algunos avances obtenidos en el estudio de tres
macroalgas marinas colectadas en el sur de Sonora, México, identificando algunos
compuestos con actividad bioldgica, asi como su efecto en la supervivencia y respuesta
inmune en camarones infectados con el virus de la mancha blanca (WSSV) o V.

parahaemolyticus.

1. Enfermedades del camardn

Las bacterias del género Vibrio que se han identificado como las principales causantes de
severas enfermedades en camarén son: V. harveyi (Liu-Chung et al., 1996), V. damsela
(Song-Ling y Lee, 1993), V. alginolyticus (Lee-Kau et al., 1996) y V. parahaemolyticus
(Sung-Hung et al., 1999). Ademas, en Meéxico, diversos virus han provocado pérdidas
econdémicas importantes en las empresas, entre los mas importantes se encuentran:
Baculovirus penaei en 1998, infeccion hipodérmica y necrosis hematopoyética (IHHNV)
entre 1989 y 1990, sindrome del Taura (TSV) a partir de 1995, mas recientemente la
enfermedad de la cabeza amarilla (YHV) (De la Rosa-Vélez, 2001) y sindrome de la mancha
blanca. El virus de la mancha blanca 0 WSSV, es hasta el momento la méas devastadora
enfermedad reportada para camarones peneidos cultivados (Ligtner, 1996; Flegel, 1997).

La enfermedad mas recientemente detectada en los cultivos de camaron es el sindrome de la
muerte temprana o sindrome de la necrosis hepatopancreéatica que por sus siglas en ingleés,
conocida como EMS y AHPNS, respectivamente. Los primeros brotes de esta enfermedad
se registraron en 2009, en granjas de China, seguida por la isla de Hainan en 2010, después
en Vietnam, Malasia y Tailandia (Flegel, 2012; Zorriehzahra y Banaederakhshan, 2015). En
México se detectd por primera vez en el 2013, el primer brote ocurrié en Nayarit, seguido
por Sonora y Sinaloa, estos eventos se registraron por primera vez en los tanques de
postlarvas (Nunan et al., 2014). Esta enfermedad ha sido reportada en P. monodon, L.
vannamei y P. chinensis. El patdgeno responsable es Vibrio parahaemolyticus, el cual es una
bacteria Gram (-), es un habitante comdn de los ambientes costeros y estuarinos de todo el
mundo. Esta bacteria al ser infectada por un fago genera una potente toxina. De ahi que a

menudo se encuentra naturalmente asociada con los sistemas de acuicultura de camaron.
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Ciertas condiciones ambientales pueden ser mas favorables para el establecimiento, la
supervivencia y el crecimiento de esta bacteria, tales como la temperatura, la salinidad, el
zooplancton, el lavado de las mareas y el oxigeno disuelto (FAO, 2013). La infeccion de V.
parahaemolyticus, se da por via oral. La bacteria puede estar mezclada en los detritus que
estan en el fondo del estanque o flotando en la columna de agua y a través del consumo de
tejido infectado. La infeccion comienza con la colonizacion del tracto digestivo, donde
produce toxinas y causa, en la fase aguda, una disfuncion de las células del hepatopancreas
(HP), en donde se destruyen las células embrionales (E), Reabsorbentes (R), fibrilares (F) y
tipo vesicula (B), y ademas producen el desprendimiento de las células epiteliales tubulares,
inflamacion hemocitica y necrosis muy marcada del HP. En la fase terminal, adicional al
desprendimiento de las células epiteliales, se presenta una infeccion secundaria bacteriana
masiva (Cuellar-Anjel, 2014; Zorriehzahra y Banaederakhshan, 2015). EI primer paso para
prevenir la propagacion de una enfermedad recientemente reconocida, es identificar el agente
causal (Nunan et al., 2014). Seguido por el cumplimiento del protocolo de sanidad
establecido, ya que se ha comprobado con otras enfermedades como WSSV, que el
seguimiento de estas practicas ayuda a disminuir la presencia de patdgenos especificos
(Flegel, 2012). Otra medida que se ha considerado necesaria, como lo describen Cuellar-
Angel et al. (2014), es el uso de antibidticos efectivos contra Vibrio parahaemolyticus, en
los cuales se incluyen oxitetraciclina, flofenicol, enroflocina, romet 30, entre otros. Sin
embargo, el uso de antibi6ticos puede generar algunos problemas de salud publica (efecto
residual), asi como generar bacterias resistentes a estos quimicos. Por otro lado, con el uso
de antibidticos, se incrementa la posibilidad de eliminar bacterias benéficas en los tanques
de cultivo, las cuales potencialmente pueden ayudar en el control de V. parahaemolyticus.
Los retos a futuro para mitigar el sindrome de la muerte temprana, seran: mejorar la
epidemiologia, diagndstico, patogenicidad y virulencia, infecciones mixtas, medidas de
control no antimicrobianas, medio ambiente, tecnologias de policultivo. Por este motivo es
necesario aplicar las buenas practicas en las granjas, laboratorios y plantas de procesamiento
de camaron. Por otro lado, se debe tener mayor vigilancia y control en las importaciones y
exportaciones de camaron. Adicionalmente se deben aplicar alternativas amigables con los

organismos y con el ambiente. Esto permitird minimizar el dafio econémico en las empresas
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productoras, mantendra los mercados abiertos y no afectara la salud de los consumidores
finales (FAO, 2013). Para mitigar las altas tasas de mortalidad, se requiere contar con
productos naturales que permitan cultivar organismos sanos, capaces de responder de manera
favorable ante agentes infecciosos como bacterias y virus. Los compuestos bioactivos pueden
ser una alternativa viable. Los productos marinos se consideran una gran fuente de

compuestos bioactivos (Blunden, 2001; Layse et al., 2011).

I11.  Avances en el uso de macroalgas marinas para el control de enfermedades del
camaron.

I11.1. Avances con Gracilaria vermiculophylla

Mendivil-Morales (2018) identifico compuestos bioactivos en G. vermiculophylla (Tabla 1).
El acido ferdlico se encontr6 en mayor cantidad, el cual fue superior a la encontrada en la
macroalga roja Chondrus crispus reportada por Farvin et al., 2013, quienes reportaron 0.1
mg/g de extracto; los mismos investigadores encontraron 0.2 mg/g de extracto de acido
cuméarico en la macroalga verde Ulva lactuca, cantidad inferior a la cuantificada en G.
vermiculophylla; también reportaron 4.1 mg/g de acido p-hidroxi en G. vermiculophylla la
cual fue cuantificada en extracto con agua y fue muy superior a la que se obtuvo con G.
vermiculophylla colectada en Sonora, México, no obstante en el extracto etandlico se
encontro ausente el acido p-hidroxi. Cabe mencionar que la polaridad del solvente utilizado
durante el proceso de extraccién influye significativamente en el tipo y abundancia de los
compuestos que son extraidos. Por ejemplo, en el estudio de Farvin et al. (2013) se analizaron
dieciséis especies de macroalgas incluidas rojas, café y verdes, usando dos solventes, agua y
etanol; los investigadores obtuvieron mayor concentracion de acidos fendlicos en los
extractos etanolicos, pero mayor diversidad de acidos fenolicos en los extractos con agua, la

tendencia fue la misma en todas las especies estudiadas.
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Tabla 1. Compuestos bioactivos en Gracilaria vermiculophylla (mg/g muestra seca).

Acido p-hidroxi Catequina Acido cumarico Acido ferulico Resveratrol

0.45+0.04 1.38+0.26 1.41+0.03 4.50+0.75 2.75+0.03

(Mendivil-Morales, 2018)

En otro estudio con algas colectadas en el sur de Sonora, Herndndez-Alegria (2019), evalud
la actividad inhibitoria in vitro de un extracto metanolico crudo de la macroalga G.
vermiculophylla, del cual se obtuvieron cinco fracciones por medio de cromatografia en
columna, a cada una de las fracciones se les determind el perfil fitoquimico, asi como la
actividad antimicrobiana in vitro con V. parahaemolyticus. Una vez identificada la fraccion
mas activa, se obtuvieron cuatro subfracciones, las cuales fueron analizadas por resonancia
magnética nuclear (RMN) para identificar los compuestos bioactivos. El extracto metanolico
crudo de G. vermiculophylla tuvo un rendimiento de extraccion de 8.7 g de extracto/100g de
harina seca. El extracto crudo y la fraccion 3 presentaron una MICso de 1400 pg/mL. Los
resultados del analisis de RMN indican que dentro del espectro de la subfraccion 4 de la
fraccion 3, existen sefiales caracteristicas de los compuestos terpenos, que sumado al
resultado de las pruebas fitoquimicas indicé la presencia de compuestos de tipo terpeno.

Diferentes estudios han demostrado la actividad de las macroalgas contra microorganismos
y se han logrado identificar el tipo de metabolitos secundarios presentes en los extractos de
las macroalgas que son responsables de esta actividad. Cyriac y Eswaran (2015) publicaron
un estudio en donde identificaron por medio de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS) 13 compuestos bioactivos del extracto metandlico de
Gracilaria dura, la mayoria fueron de tipo acido graso como acido oleico, &cido palmitoleico
y el &cido 9-octadecanoico; también se identificaron dos compuestos de tipo terpeno, fitol y
escualeno, los cuales ya se han reportado como compuestos con actividad antibacteriana,
antioxidante y antitumoral. Anaya-Rosas y colaboradores en el 2019, evaluaron a G.
vermiculophylla en co-cultivo con L. vannamel, y su efecto en la supervivencia y respuesta
inmune después de la infeccion con V. parahaemolyticus y el virus de la mancha blanca

(WWSV). Encontrando que la supervivencia del camarén en co-cultivo con la macroalga,
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mejoro significativamente, comparada con el control infectado con el virus de la mancha
blanca; en otro ensayo los organismos fueron infectados con V. parahaemolyticus y los
resultados similares. EI conteo total de hemocitos y la actividad de la enzima superdéxido
dismutasa (SOD) y catalasa, se incrementaron significativamente después de la infeccion con
WSSV y V. parahaemolyticus. Félix-Mufioz (2018) evalué el efecto del extracto metandlico
crudo de G. vermiculophylla en la supervivencia de L. vannamei infectado con el virus de la
mancha blanca. Utilizé dos dosis: 150 y 300 mg/L, la aplicacion fue por inmersion, y los

resultados obtenidos se presentan en la figura 1.
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Figura 1. Mortalidad acumulada de juveniles de L. vannamei en presencia del virus de la
mancha blanca y con extractos metandélicos de G. vermiculophylla (C1 = Control sin
infectar; C2 = Control infectado sin extracto; Gv150 = Tratamiento con 150mg/L de

extracto metandlico de G. vermiculophylla; Gv300 = Tratamiento con 300mg/L de extracto

metanolico de G. vermiculophylla). Fuente: Félix-Mufioz (2018).

Diversos estudios han demostrado que uno de los beneficios del uso de las macroalgas como
alimento en el cultivo de camaron, es la mejora en la respuesta inmune y una mayor actividad
enzimatica en repuesta al estrés oxidativo, ocasionado por la presencia de organismos
patogenos. Esto se debe a la incorporacion de compuestos bioactivos, principalmente

polisacaridos sulfatados, compuestos fendlicos y antioxidantes. Estudios indican que el uso
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de estos compuestos tiene actividad antimicrobiana en L. vannamei y P. monodon (Chotigeat
et al., 2004; Selvin et al., 2011; Layse et al., 2011; Rebecca et al., 2012; Esquer-Miranda et
al., 2016), y han mejorado la respuesta inmune y la supervivencia, con respecto a los

organismos testigo.

1VV.2 Avances con Ulva lactuca

Esquer-Miranda y colaboradores (2016) evaluaron el efecto de extractos metanolicos de U.
lactuca en la sobrevivencia de L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus, los cuales
fueron expuestos a dos dosis del extracto de U. lactuca. Los organismos tratados con U.
lactuca a una dosis de 300 mg/L, presentaron menor mortalidad (80%) con respecto al
tratamiento infectado y sin macroalga. Immanuel y colaboradores (2004) encontraron una
disminucion en la mortalidad de P. indicus infectado con V. parahaemolyticus aplicando un
extracto butandlico de Ulva lactuca (utilizando artemia enriquecida con 400 mg/L de
extracto). Sus resultados coinciden con lo encontrado en el presente estudio; a pesar de que
en el trabajo mencionado se utilizd un solvente con menor polaridad que el metanol. La
evidencia indica que la supervivencia de los camarones infectados se debid a los compuestos
bioactivos extraidos de U. lactuca.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Mortalidad acumulada (%)

40 60 80 100 120
Tiempo (h)
C1 @ C2 ® U150 —@— U300

Figura 2. Mortalidad acumulada (%) de L. vannamei infectados de V. parahaemolyticus,

después de la inmersion en extractos metanolicos de Ulva lactuca (U) a dos
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concentraciones: 150 y 300 mg/L, ademas de un control sin infeccion (C1) y un control

infectado (C2), durante 120 horas postinfeccion. Fuente: Esquer-Miranda et al., 2016.

El género Ulva se ha relacionado con un alto contenido de fenoles totales. Ulva rigida
presentd 160 mg de equivalentes de GAE/100 g (Chernane et al., 2014), mientras que U.
lactuca mostré 470 mg de equivalentes de GAE/100 g (EI-Baky et al., 2008), similar a lo
encontrado en el presente trabajo donde se determind un total de 24.03+0.41 de Fenoles
totales (mMMeq AG/mg muestra) y 4.22+0.20 de actividad antioxidante por DPPH (mMeq
TROLOX/mg muestra), esto probablemente a que las condiciones ambientales entre los
lugares de extraccion son similares (Khairy y EI-Shika, 2015; Massoumeh et al., 2013; Trigui
etal., 2013).

IVV.3 Avances con Caulerpa sertularioides

Esquer-Miranda y colaboradores en el 2016, evaluaron el efecto de extractos metandlicos de
C. sertularioides colectada en el Sur de Sonora, en la supervivencia y respuesta inmune de
L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus. Encontrando que la inhibicion in vitro de la
bacteria ocurrié con una concentracién minima inhibitoria (MICgo) de 1500 pg/mL, esta
cantidad se considera alta, si se compara con las encontradas en plantas terrestres, donde la
actividad se ha determinado en 100 pg/mL (Pretto et al., 2004). En la figura 3, se muestran
los resultados obtenidos después de infectar a L. vannamei con V. parahaemolyticus, los
cuales fueron expuestos a dos dosis del extracto metandlico de C. sertularioides (Esquer-
Miranda et al., 2016). Se observa que el tratamiento con 300 mg/L de extracto metanolico
aplicado por inmersién presentd una mortalidad acumulada del 70%, significativamente
menor a la que presentaron los tratamientos sin macroalga y con 150 mg/L de extracto
metandlico. El perfil fitoquimico del extracto metandlico de C. sertularioides, indico la
presencia de flavonoides, alcaloides y cumarinas. Se cuantifico la actividad antioxidante,
encontrando 28.97+0.24 de fenoles totales (mMMeq AG/mg muestra) y 1.01+0.06 actividad
antioxidante por DPPH (mMeq TROLOX/mg muestra) (Esquer-Miranda, 2018).
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Figura 3. Mortalidad acumulada (%) de L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus,
después de la inmersién en extractos metanolicos de Caulerpa sertularioides a dos
concentraciones: 150 y 300 mg/L, ademas de un control sin infeccién (C1) y un control
infectado (C2), durante 120 horas postinfeccion. Fuente: Esquer-Miranda et al. (2016).

Las macroalgas también son ricas en compuestos fendlicos, los cuales tienen propiedades
antioxidantes, su presencia se ha reportado en algas rojas (Ghannadi et al., 2016) cafés
(Sanchez-Machado et al, 2002) y verdes (Panayotova et al., 2013). En un estudio donde se
evalu6 el contenido de fenoles totales (provenientes de extractos metandlicos) se
cuantificaron 96.5 mg de equivalentes de GAE. 100 g* de harina de Caulerpa racemosa
(Chew et al., 2008). Asi también, en el estudio realizado con Caulerpa lentillifera se
obtuvieron 130 mg de equivalentes de GAE-100 g* de harina (Tang-Nguyen et al., 2011),
estos resultados son inferiores a los obtenidos en el presente estudio con C. sertulariode (409
mg de equivalentes de GAE-100 mL™). Las diferencias en el contenido de compuestos
bioactivos, para las mismas especies colectadas en distintos periodos de tiempo o distintas
ubicaciones, se deben probablemente a las variables presentes en cada estacion del afio

(Khairy y El-Shika, 2015) y en cada zona geografica (Massoumeh et al., 2013).
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V. Conclusiones

Gracilaria vermiculophylla en co-cultivo o por inmersién en L. vannamei mejora la respuesta
inmune y la sobrevivencia en presencia de WSSV o V. parahaemolyticus.

El extracto metandlico de G. vermiculophylla contiene acido ferulico, resveratrol, acido
cumérico y catequina.

Los extractos metandlicos de C. sertularioides y U. lactuca aplicados por inmersion a una
concentracion de 150 y 300 mg/L, respectivamente, a juveniles de L. vannamei en presencia
de V. parahaemolyticus, mejoraron significativamente la supervivencia.

Las tres macroalgas marinas colectadas en el sur de sonora, presentan un alto potencial para

ser utilizadas en el control de enfermedades de L. vannamei.

Rivas-Vega, Martha Elisa, Miranda-Baeza, Anselmo, Osuna-Amarillas, Pablo Sergio y Nieves-Soto, Mario. 2019. Avances en el uso de Macroalgas Marinas Colectadas en Sonora,
México, para el Control de Enfermedades Virales y Bacterianas en Camarén. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D.
A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de

los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 333-347.



344

V. Literatura citada

Alvarez, T.P., F. Soto., Q.S, Avilés., L.C. Diaz., C.L. Trevifio. 2012. Panorama de la investigacion y su
repercusién sobre la produccién Acuicola en México. Secretaria de Medio Ambiente Recursos
Naturales y Pesca -Instituto Nacional de la Pesca. 30 pp.

Anaya-Rosas, R.E., Rivas-Vega, M.E., Miranda-Baeza, A., Pinna-Valdez, P., Nieves-Soto, M. 2019. Effects of
a co-culture of marine algae and shrimp (Litopenaeus vannamei) on the growth, survival and immune
response of shrimp infected with Vibrio parahaemolyticus and white spot virus (WSSV). Fish and
Shellfish immunology. 87: 136-143.

Blunden, G., 2001. Biologically active compounds from marine organisms. Phytotherapy Research, 15:89.

Cen-Pacheco, F., Nordstrom, L., Souto, M. L., Martin, M. N., Fernandez, J. J. y Daranas, A. H. 2010. Studies
on polyethers produced by red algae. Marine Drugs, 8, 1178-1188.

Chernane H. Mansori M., Latique C. y El Kaoua M. 2014. Evaluation of antioxidant capacity of methanol
extract and its solvent fractions obtained from four moroccan macro algae species. European Scientific
Journal. 1857 — 7881.

Chew, Y.L.y Lim, Y.Y. 2008. Antioxidant activity of three edible seaweeds from two areas in South East Asia.
LWT-Food Science Technology, 41(6): 1067-1072

Chotigeat W., S. Tongsupa, K. Supamataya y A. Phongdara. 2004. Effect of fucoidan on disease resistance of
black tiger shrimp. Aquaculture; 233:23-30.

Cuéllar-Anjel, J. 2013. Sindrome de mortalidad temprana (EMS). Enfermedad de la necrosis aguda de la
hepatopancreas (AHPND). Center of Food security and public health. 2-7.

Cyriac B. y K. Eswaran. 2015. GC - MS determination of bioactive components of Gracilaria dura(C.Agardh)
J. Agardh. Science Research Reporter 5: 100-105.

De la Rosa-Vélez, J. 2001. Virus de la mancha blanca (WSSV) y cabeza amarilla (YHV), dos amenazas
potenciales a los cultivos camaronicolas en México. Panorama acuicola 6:18-19.

El-Baky H. H., El Baz F. K. y E | Baroty G. S. 2008.Evaluation of Marine Alga Ulva lactuca as a Source of
Natural Preservative Ingredient. American-Eurasian J. Agric. & Environ. Sci., 3 (3): 434-444.,
Esquer-Miranda, E, M. Nieves-Soto, M.E. Rivas-Vega, A. Miranda-Baeza y P. Pifia-Valdez. 2016. Effects of
methanolic macroalgae extracts from Caulerpa sertularioides and Ulva lactuca on Litopenaeus

vannamei in the presence of Vibrio bacteria. Fish Shellfish Immunol. 51: 346-350.

Esquer-Miranda, E. 2018. Compuestos bioactivos de las macroalgas Caulerpa sertularioides y Ulva latuca y

su aplicacién en el control de enfermedades de Litopenaeus vannamei. Tesis de doctorado, Universidad

Auténoma de Sinaloa. 102 pp.

Rivas-Vega, Martha Elisa, Miranda-Baeza, Anselmo, Osuna-Amarillas, Pablo Sergio y Nieves-Soto, Mario. 2019. Avances en el uso de Macroalgas Marinas Colectadas en Sonora,
México, para el Control de Enfermedades Virales y Bacterianas en Camarén. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D.
A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de

los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 333-347.



345

FAO. 2018. The State of World Fisheries and Aquaculture 2018 - Meeting the sustainable development goals.
Rome Italy. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO.

Flegel TW. 1997. Major viral diseases of the black tiger prawn (Penaeus monodon) In Thailand. World J
Microbiol Bio-technol. 13:433-42.

Flegel, T.W. 2012. Historic emergence, impact and current of shrimp pathogens in Asia. Journal of invertebrate
Pathology, 110: 166-173.

Ghannadi, A., Shabani L., Yegdaneh A. 2016. Cytotoxic, antioxidant and phytochemical analysis
of Gracilaria species from Persian Gulf. Adv Biomed Res 5: 139-142.

GAomez-Gil, B., Roque, A. y Guerra, A. 2001. Enfermedades infecciosas mas comunes en la camaronicultura
en México y el impacto del uso de antimicrobianos. En: PAEZ-OSUNA, F. (Ed.). Camaronicultura y
medio ambiente. México: Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, 273-274.

Guven, K. C., Percot, A. y Sezik, E. 2010. Alkaloids in marine algae. Marine Drugs, 8, 269-284.

Hernandez-Alegria, A.S. 2019. Aislamiento y evaluacién de compuestos bioactivos con actividad
antibacteriana in vitro de extractos metanolicos de Gracilaria vermiculophylla contra Vibrio
parahaemolyticus. Tesis de maestria. Universidad Estatal de Sonora. 52 pp.

Immanuel, G., Vincibai, V.C., Sivaram, V., Palavesam, A. y Marian, M.P. 2004. Effect of butanolic extracts
from terrestrial herbs and seaweeds on the survival, growth and pathogen (Vibrio parahaemolyticus)
load on shrimp Penaeus indicus juveniles. Aquaculture, 236 (1-4): 53-65.

Khairy, H. M., EI-Sheikh, M. A. 2015. Antioxidant activity and mineral composition of three Mediterranean
common seaweeds from Abu-Qir Bay, Egypt. Saudi Journal of Biological Sciences, 22, 623-630.

Layse C., Almeida, H., Falcdo, G., Lima, C., Montenegro, N., Lira, P., Athayde-Filho, L., Rodrigues, M.,
Souza, J., Barbosa-Filho y Lednia M. 2011. Bioactividades de algas marinas del género Gracilaria.
Department of Pharmaceutical Sciences, Laboratory of Pharmaceutical Technology, Federal
University of Paraiba, Jodo Pessoa, PB 58051-900, Brazil.

Lee-Kau, K., Yu-Shiang, R., Chen, F.R., Yang T.l. y Liu-Ping, C. 1996. Virulence of Vibbrio alginolitycus
isolated from disea tiger prawn, Penaeus monodon. Curr Microbiol. 33: 229-232.

Lightner D.V 2013. Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS/AHPNS). Videoconferencia de la Organizacién
Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria. OIRSA.

Lightner DV. 1996. A handbook of pathology and diagnostic procedures for diseases of penaeid shrimp. In:
Special Publication of the World Aquaculture Society. LA: Baton Rouge.

Lightner, D.V., Redman, R., Pantoja C., Noble, B. y Tran, L. 2012. Early mortality syndrome affects shrimp in
Asia. Global Aquacult Advocate Jan/Feb 2012:40

Liu-Chung, P., Lee-Kau, K. y Chen, S.N. 1996. Pathogenicity of different isolates of Vibrio harveyi in tiger
prawn Penaeus monodon. Left Appl Microbiol, 22:413-416.

Rivas-Vega, Martha Elisa, Miranda-Baeza, Anselmo, Osuna-Amarillas, Pablo Sergio y Nieves-Soto, Mario. 2019. Avances en el uso de Macroalgas Marinas Colectadas en Sonora,
México, para el Control de Enfermedades Virales y Bacterianas en Camarén. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D.
A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de

los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 333-347.



346

Massoumeh Farasat, Ramazan-Ali Khavari-Nejad, Seyed Mohammad Bagher Nabavi and Foroogh
Namjooyan.2013. Antioxidant properties of two Green seaweeds from nNorther Coasts of Persian
Gulf. Jundishapur J Nat Pharm Prod:8(1); 47-52.

Mendivil-Morales, M. 2018. Determinacion De Compuestos Bioactivos Y Actividad Antioxidante De La
Macroalga Gracilaria vermiculophylla. Tesis de maestria. Universidad Auténoma de Durango. 102
Pp.

Nunan, L., Lightner, D., Pantoja, C., Gomez-Jimenez, S. 2014. Detection of acute hepatopancreatic necrosis
disease (AHPND) in Mexico. Dis Aquat Org, 111: 81-86.

Pallela, R., Na-Young, Y., y Kim, S. K. 2010. Anti-phatoaging and photoprotective compounds derived from
marine organisms. Marine Drugs, 8, 1189-1202.

Paniagua-Michel, J., Capa-Robles, W., Olmos-soto, J. y Gutierrez-Millan, L.E. 2009. The carotenogenesis
pathways via the isoprenoid-beta-carotene interference approach in a new strain of Dunaliella salina
isolated from Baja California México. Marine Drugs, 7, 45-56.

Pretto, J. B., Cechinel-Filho, V., Noldin, V.F., Sartori, M.R., Isaias, D.E. and Bella-Cruz, A. 2004.
Antimicrobial activity of fractions and compounds from Calophyllum brasiliense
(Clusiaceae/Guttiferae). Z. Naturforsch, 59 ¢, 657-662.

Sanchez-Machado D. ., Lépez-Hernandez J., Paseiro-Losada P. 2002. High-performance liquid
chromatographic determination of alpha-tocopherol in macroalgae. J Chromatogra, 976 (2):277-84.

Selvin J., Manilal A., Sujith S., Seghal Kiran G., Premnath Lipton A. 2011. Efficacy of marine green alga Ulva
fasciata extract on the management of shrimp bacterial diseases. Lat. Am. J. Aquat. Res., 39(2): 197-
204.

Song-Ling, Y.y Lee SP. 1993. Characterization of ecological implication of luminous Vibrio Harveyi isolated
from tiger shrimp (Penaeus monodon). Bulletin Institute of Zoology Academia Sinical, 32:217-220.

Sung-Hung, H., Li, H.C., Tsai-Feng, M., Ting-Yuan Y. y Chao, W.L. 1999. Changes in the composition of
Vibrio communities in pond water during tiger shrimp Penaeus monodon cultivation and in the
hepatopancreas of healthy and disease shrimp. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 236:261-271.

Tang-Nguyen V, Jinn-Pyng Ueng, y Guo-Jane Tsai. 2011. Proximate Composition, Total Phenolic Content,
and Antioxidant Activity of Seagrape (Caulerpa lentillifera) Journal of Food Science, 76(7): 950-958

Trigui M., Gasmi L., Zouari I., Tounsi S. 2013. Seasonal variation in phenolic composition, antibacterial and
antioxidant activities of Ulva rigida (Chlorophyta) and assessment of antiacetylcholinesterase
potential. J Appl Phycol, 25:319-328.

Varela A. y Pefia, N. 2014. El Virus del Sindrome de las Manchas Blancas (WSSV): una revision y su impacto
en la camaronicultura costarricense. Revista Ciencias Veterinarias. Escuela de Medicina Veterinaria.
Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad Nacional de Costa Rica. 28 (2): 51-69.

Rivas-Vega, Martha Elisa, Miranda-Baeza, Anselmo, Osuna-Amarillas, Pablo Sergio y Nieves-Soto, Mario. 2019. Avances en el uso de Macroalgas Marinas Colectadas en Sonora,
México, para el Control de Enfermedades Virales y Bacterianas en Camarén. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D.
A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de

los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 333-347.



347

Zhang Z., Wang F, Wang X, Liu X, Hou Y, y Zhang Q. 2010. Extraction of the polysaccharides from five algae
and their potential antioxidant activity in vitro. Carbohyd. Polym., 82: 118-121.

Rivas-Vega, Martha Elisa, Miranda-Baeza, Anselmo, Osuna-Amarillas, Pablo Sergio y Nieves-Soto, Mario. 2019. Avances en el uso de Macroalgas Marinas Colectadas en Sonora,
México, para el Control de Enfermedades Virales y Bacterianas en Camarén. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D.
A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de

los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 333-347.



348

Cultivos Multitroficos con la Tecnologia de Biofloc: Incrementando la
Eficiencia del Uso de los Nutrientes de la Dieta

Eficiencia de Nitrogeno y Fosforo con IMTA en BFT

Esmeralda Chamorro Legarda, Felipe do Nascimento Vieira, Claudia Machado, Walter
Quadros Seiffert
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de
Aquicultura, Laboratorio de Camardes Marinhos. Serviddo dos Coroas, 503, Barra da
Lagoa, Floriandpolis, SC. CEP 8061-600. E-mail: felipe.vieira@ufsc.br

Resumen

El sistema de biofloc al trabajar con altas densidades de cultivo y hacer el control de los niveles de amonio téxico
con el uso de las cadenas microbianas, es una alternativa sostenible para produccion, una vez que disminuye el uso
de agua. Sin embargo, la ausencia de renovacion de agua genera un acumulado? de s6lidos suspendidos, nitrégeno y
fosforo en el sistema, una vez que de estos dos Ultimos los camarones retienen solamente 30% y 11%,
respectivamente. La incorporacion de los principios de la Acuicultura Multitréfica Integrada (AMTI) en el sistema
de biofloc puede auxiliar en la mitigacion de este problema. Asi, el objetivo de este trabajo es demostrar los beneficios
de la aplicacion de los conceptos de AMTI en la mejoria del uso de los nutrientes (N e P) en el cultivo del camarén
blanco del Pacifico en sistema de biofloc. Seran abordados los resultados de cinco experimentos: 1) Acuaponia de
camarén y salicornia, 2) cultivo integrado de camarones Yy tilapias, 3) cultivo AMTI de camarones, tilapias y
salicornia; 4) cultivo integrado de camarones y lisas, 5) cultivo AMTI de camarones, lisas y Ulva sp. En el trabajo
evaluando la acuaponia de camarones y salicornia, fue observado que la produccién de biomasa de plantas fue el
doble de la biomasa de camarén, incrementando la retencion de nitrogeno en 25%. Ya en la integracion de camarones
y tilapia, se incremento la productividad en 31,3%, resultando en una retencion de nitrégeno y fosforo 27,9% y 223%,
respectivamente. Con la incorporacién de la salicornia en el sistema integrado de camarones y tilapias, resultd en
12% de incremento en la productividad, sin embargo, sin incrementar la retencion de nitrégeno y fésforo. En el
sistema integrado de camarones y lisas, la retencién de fosforo fue 16,8% superior en el sistema con lisas. Similar, la
incorporacién de la Ulva sp. al sistema integrado de camarones y lisas resultd en el incremento de la retencién de
nitrogeno en 5,5% y de fosforo en 7,5% en relacion con el sistema sin macroalgas (Ulva sp.). De este modo, queda
demostrado que la utilizacion de los conceptos de AMTI al sistema de biofloc aumentan la eficiencia del uso de

nitrdgeno y fésforo de la dieta en el cultivo de camaron blanco del Pacifico en sistema de biofloc.

Palabras Clave: AMTI, BFT, Litopenaeus vannamei, Oreochromis niloticus, Sarcocornia ambigua, Mugil sp., Ulva

sp.
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1. Introduccion

La acuicultura dentro del sector de comida animal es el sector que mas crece, produciendo
111 millones de toneladas y alrededor de 249 millones de dolares en 2017 (FAO-FIGIS,
2019). La produccion de camarén ha crecido constantemente en los Gltimos afios, alcanzando
una produccion de 5,5 millones de toneladas en 2017 (FAO-FIGIS, 2019). La FAO proyecta
que la acuicultura continte creciendo rapidamente, debido a la intensificacion de los sistemas
de produccion, la diversificacion de especies y la introduccién de nuevas tecnologias
innovadoras para hacer que la produccion sea mas eficiente (FAO, 2018). La tecnologia de
biofloc (BFT, las siglas en inglés de Biofloc Technology) es una tecnologia que contribuye a
la intensificacion de la produccion. El sistema de BFT se ha usado en la produccion del
camarén blanco del pacifico (Litopenaeus vannamei) con altas densidades de siembra y
minima, o cero, renovacion de agua, reduciendo considerablemente el &rea de cultivo usada
para cultivo y también el recurso agua en comparacién con un sistema semi-intensivo
(Samocha et al., 2012). Por ejemplo, es posible producir un kilogramo de camaron en solo
100 litros de agua en sistema de biofloc, mientras que en un sistema tradicional de cultivo se
usa aproximadamente 64.000 litros para producir el mismo kilogramo de camarén (Otoshi et
al., 2007).

El sistema de BFT estéa basado en la formacién de agregados microbianos que se inician por
colonizacidn bacteriana heterotrofica estimulada por la adicion de una fuente externa de
carbono (Avnimelech, 2015). La bacteria heterotrofica absorbe el nitrogeno inorgénico y el
ortofosfato, tornandolo como biomasa celular y, consecuentemente, reduciendo los
recambios de agua y aportando bioseguridad (Mclintosh, 2000). Adicionalmente, los
agregados microbianos pueden ser usados como una fuente de alimento por los propios
animales cultivados (Xu et al., 2012). Durante el cultivo las bacterias nitrificantes se
establecen las bacterias nitrificantes en el sistema, estas bacterias oxidan el amonio para
nitrito y el nitrito para nitrato (Ebeling et al., 2006).

No obstante, la implementacién del sistema de BFT puede enfrentar algunos obstaculos,
especialmente la alta concentracién de soélidos generados y altas concentraciones del

nitrégeno y fosforo en el agua. La excesiva acumulacion de solidos suspendidos totales en el
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agua pueden perjudicar el crecimiento del camaron y deben ser removidos del sistema
(Schveitzer et al., 2013). De la misma manera, estos sélidos son ricos en nitrogeno y fosforo.
Los organismos de cultivo tienen una baja fijacion de nutrientes en promedio solamente
retienen entre el 25 y 27% del nitrogeno y entre 6 y 21% del fosforo proveniente de la dieta
(Avnimelech, 2012; Crab et al., 2007) y lo restante permanece en el agua en forma de
efluentes.

En ese sentido, la utilizacion de un sistema multitréfico integrado (IMTA, por sus siglas en
inglés Integrated Multi-Trophic Aquaculture) puede mejorar el desarrollo del camaron en
biofloc. IMTA es un sistema el cual integra diferentes niveles tréficos en el mismo ambiente
de cultivo, resultando en una conversion de los residuos, de las principales especies que son
alimentadas con balanceado, en alimento o fertilizante para otras especies de diferentes
niveles troficos (Chopin et al., 2001). La aplicacién de los conceptos de IMTA podria
contribuir al incremento de la productividad, basado en la diversidad de niveles tréficos.
Adicionalmente, la utilizacion de especies de diferentes niveles troficos podria permitir la
maxima utilizacién de nutrientes presentes en las dietas.

El presente trabajo presenta varios casos de estudio de sistemas IMTA en BFT, con una

perspectiva productiva y ecoldgica.

2. Materiales y Métodos

Acuaponia de camardén y salicornia

Fue realizado un experimento por 73 dias comparando dos tratamientos: uno con cultivo de
camarén en biofloc (sin plantas) y otro adicionando al cultivo de camaron un sistema
acuaponico con Salicornia ambigua (con plantas), cada grupo con cuatro repeticiones. Las
unidades experimentales consistieron en tanques de 800 L, un decantador de 40 L y un
sistema hidropdnico con 0,4 m? en cada unidad experimental con plantas se dispuso 40
plantas y en el tratamiento sin plantas, solamente se dispuso el sistema hidropdnico, sin las
plantas. El agua del tanque de los camarones fue bombeada continuamente para el decantador
y distribuida en las camas hidroponicas para irrigar las plantas, después retornaba por

gravedad para el tanque de cultivo de camarén (es sistema se describe en la figura 1, adaptada
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de Pinheiro et al., 2017). Los tanques fueron poblados con 250 camarones m= (peso
promedio de 1,4 g). Los camarones fueron alimentados con balanceado comercial con 35%
de proteina bruta, cuatro veces al dia. Al final del experimento fue determinado el nitrogeno

y fosforo de los camarones, plantas y del balanceado comercial.

Plant support
Hydroponic bench

Irrigation channels

Overflow outlet

Water return N\ ~— Water inlet

Substrate —. Y

Settling chamber

Sludge return pump

Submerged pump
T Aeration

™
“— Shrimp tank

Figura 1. Unidad acuapoénica utilizada en el experimento. Adaptada de Pinheiro et al., 2017.
Cultivo integrado de camarones y tilapias

Fue realizado un experimento por 57 dias, donde fueron evaluados cuatro niveles de densidad
de peces para camarones en biofloc: 0, 8, 16 y 24 peces por tanque (90 L de volumen util),
cada nivel con cuatro repeticiones. El peso inicial fue 4,8 + 0,1 gy 9,6 £ 0,1 g de camarones
y peces, respectivamente. Los camarones fueron alimentados de acuerdo con tabla de
alimentacion y los peces fueron alimentados con 1% de la biomasa de peces, para estimular

el consumo de biofloc por parte de las tilapias. Al final inicio y al final del experimento fue
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evaluada la concentracion de nitrégeno y fosforo en los camarones, peces y el balanceado.

La descripcion se encuentra en la figura 2, adaptada de Poli et al., 2019a.

Figura 2. Esquema del cultivo experimental de tilapia y camardn, adaptado de Poli et al., (2019a).

Cultivo AMTI de camarones, tilapias y salicornia

El sistema multitréfico consistio en un tanque para el cultivo de camarén en tanques de 800
L, un tanque de cultivo de tilapia de 90 L y un sistema hidropénico de 0,33 m?2 para plantar
la haléfita Salicornia ambigua. Una bomba sumergible constantemente circulaba agua del
tanque de camardn para el tanque de tilapias, seguidamente por gravedad irrigaba las
canaletas hidroponicas y retornaba para el tanque de camardn. El sistema hidroponico fue
dispuesto con 32 plantas, los camarones fueron estocados con una densidad de 312
camarones m= y las tilapias fueron estocadas con 445 tilapias m=. EI mismo sistema fue
utilizado para el control, pero sin las plantas haléfitas. EI peso inicial fue para el camarén
4,09 + 0,025 g; tilapia 1,16 + 0,02 g; y salicornia 1,17 + 0,175 g. Los camarones fueron
alimentados con tabla de alimentacidn, los peces con 1% de la biomasa inicial, para estimular
el consumo del excedente de biofloc del sistema. La metodologia completa se encuentra en
la figura 3, adaptada de Poli et al., 2019b.
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Figura 3. Cultivo AMTI de camarones, tilapias y salicornia, adaptada de Poli et al., 2019b.

Cultivo integrado de camarones y lisas en BFT

Fueron comparados dos sistemas de cultivo, el primer sistema consiste en el cultivo de
camaron y lisas en biofloc (tratamiento Camardn+Lisa) y el segundo sistema solamente el
camaron sin lisas (tratamiento Camaron) durante 53 dias. Se utilizé un tanque de 800 L de
volumen Util para el cultivo de camarén con 250 camarones m=2y otro tanque de 90 L de
volumen util destinado al cultivo de lisa (15 peces por tanque) en el tratamiento
Camaron+Lisa. El tratamiento Camardn también usé el tanque de 90 L, pero sin los peces.
El agua recirculaba desde el tanque de los camarones hacia el tanque de las lisas por medio
de una bomba y retornaba por gravedad para el tanque de los camarones. Los camarones
fueron alimentados cuatro veces al dia. Fue usada una tabla de alimentacion para ajustar
semanalmente la cantidad de alimento de los camarones y las lisas fueron alimentadas con
relacién de 1% de la biomasa inicial para estimular el consumo de biofloc. La descripcion de
la metodologia completa se encuentra en la figura 4, adaptada de Legarda et al., 2019.
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Figura 4. Esquema de la unidad experimental del Cultivo integrado de camarones y lisas en BFT. A) cultivo

de camardn sin lisa (Camarén). B) cultivo de camaroén y lisas (Camardn+Lisas). Adaptado de Legarda et al.,
2019.

Cultivo AMTI de camarones, lisas y Ulva sp.

Fue realizado un experimento por 55 dias cultivando camarones en sistema de biofloc (250
camarones m), lisas (10% de la biomasa final estimada de camaron) y ulvas (2g L), fueron
comparados dos tratamientos: el primero el sistema de cultivo de camarén, lisa y ulva
(tratamiento ulva), con otro tratamientos con camaron, lisas y sin ulva (tratamiento control),
cada tratamiento con cuatro repeticiones. Fue utilizado un tanque de 800 L para el cultivo de
camaron, un tanque de 90 L para el cultivo de lisas y un tanque con fondo en U para el cultivo
de Ulva sp., las unidades experimentales que destinadas al cultivo control (sin Ulva) tenian
también el tanque pero sin la macroalga. ElI Agua circulaba contantemente desde el tanque
de cultivo de camarén para el tanque de los peces por medio de una bomba y por gravedad
volvia para el tanque de los camarones, para el tanque de las macroalgas semanalmente se
paraba esta recirculacion y se retornaba el agua para el tanque de los camarones y del tanque
de los peces se tomaban 15 L que correspondian a 25% de biofloc, este biofloc era filtrado y

los lodos filtrados eran retornados al tanque de los camarones.

3. Resultados y Discusion

La baja absorcién de nitrogeno es uno de los principales problemas técnicos, econémicos y
ambientales de la acuicultura. En promedio, solo el 25% del nitrégeno es absorbido por los
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organismos acuaticos (Avnimelech, 2015). El resto de este nitrogeno se excreta en el agua
en forma de amoniaco, que, a su vez, se vuelve toxico para los animales acuaticos. Ademas,
el alimento representa mas del 50% de los costos de produccidn acuicola, y el nitrégeno es
el ingrediente alimenticio mas caro. En el trabajo evaluando la acuaponia de camarones y
salicornia, fue observado que la produccién de biomasa de plantas fue el doble de la biomasa

de camaron, incrementando la retencion de nitrégeno en 25% Figura 5.
50+ Sarcocornia ambigua

= Camarén
404

304

% N

20+

104

04

L) L)
Plantas (Control

Figura 5. Retencidn de nitrdgeno (%) en la biomasa de camarones y plantas cultivadas en sistema acuaponico
por 73 dias. Imagen adaptada de Pinheiro et al., 2017.

El fosforo, junto con el nitrégeno, también es una fuente principal de contaminantes en
ambientes acudticos. Su recuperacion en camarones es aproximadamente del 11%
(Avnimelech y Ritvo, 2003), mientras que el resto se excreta y deposita en ambientes
adyacentes. En el ensayo que evalud la integracion de camarones y tilapias, se incremento la
productividad en 31,3% (Tabla 1), resultando en una retencion de nitrégeno y fosforo 27,9%
y 223%, respectivamente (Figura 6)., esto podria explicarse por la cantidad de estructura 6sea
presente en los peces, este resultado fue la mayor ganancia ecolégica del sistema. De esta
manera, estos resultados representan un avance econémico y ambiental para los camarones

criados en un sistema de biofloc.
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Tabla 1. Rendimiento de Litopenaeus vannamei y Oreochromis niloticus en un sistema

biofloc integrado con diferentes densidades de poblacion de peces durante 57 dias. Tabla
adaptada de Poli et al., 2019a.

TO T8 T16 T24 p ANOVA
Camaroén
Peso promedio final (g) 150%0.2 149+04 148+11 149%0.6 0.8354
Sobrevivencia (%) 92417 93.6+1.6 96.1+88 92.7+59 0.9313
FCR 1.8+0.0 18+0.1 1.7+0.1 1.8+0.1 0.0680
Tasa de crecimiento (g semana ) 12+0.1 1.2+0.0 1.2+£0.0 1.2+0.1 0.8730
Biomasa Final (kg) 3.1+0.0 31+01 3.2+01 31+£01 0.2895
Productividad (kg m) 3.9+0.0 3.9+0.2 40+0.1 3901 0.2895
Tilapia
Peso promedio final (g) - 66.4+11.7 59.7+97 59.6%6.7 0.5432
Sobrevivencia (%) - 845+185 89.0+31 100+x0.0 0.0826*
FCR - 0.21+0.1 0.24+£00 0.22+0.0 0.4724*
SGR (% dia 1) - 35+04 3.2+01 3.2+£0.2 0.3288
Biomasa final (kg) - 044+01° 067+01° 14012 0.0000

159+

productividad (kg m) - 49+11°  75+1.1° e 0.0000
Camarén + Tilapia
Biomasa final total (kg) 3.1+0.0¢ 3.6+0.2¢ 40+0.1°> 45+0.1*  0.0000
Productividad total (kg m™) 3.5+0.0¢ 4.1+0.2° 46+0.1° 51+0.2° 0.0000

Valores presentados en promedio * desvio estandar. Letras diferentes en la misma linea indican diferencias

estadisticas por la prueba de Tukey test (p <0.05).* P valor por la prueba de Kruskal-Wallis. FCR: tasa de

conversion alimenticia. SGR: Tasa de crecimiento especifico.
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Figura 6. Retencion de nitrogeno y fosforo en camarones y peces cultivados en un sistema biofloc integrado

durante 57 dias: A) regresion lineal para la retencion de nitrogeno en el sistema; B) regresién lineal para la

retencién de fosforo en el sistema; C) Retencidn de nitrégeno (%) en camarones y peces; D) Retencion de

fésforo (%) en camarones y peces. Figura adaptada de Poli et al., 2019a.

Con la incorporacién de la salicornia en el sistema integrado de camarones y tilapias, resulto

en 12% de incremento en la productividad (Tabla 2), sin embargo, sin incrementar la

retencion de nitrogeno y fosforo. El valor alcanzado en el presente estudio fue mas alto que

los valores reportados en un monocultivo de camarones biofloc (Poli et al., 2019a). De

manera similar, en un estudio en el que los camarones integrados se criaron en un sistema
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biofloc con la halofita Sarcocornia ambigua, Pinheiro et al. (2017) informaron un aumento
del 25% en la recuperacién de nitrogeno en relacion con el tratamiento con monocultivo, lo
que respalda la idea de que la integracion puede lograr un mejor uso del nitrégeno de los

piensos.

Tabla 2. indices productivos de Litopenaeus vannamei y Oreochromis niloticus en un
sistema biofloc integrado con diferentes densidades de poblacion de peces durante 57 dias.
Tabla adaptada de Poli et al., 2019b.

IMTA Control p-valor
Camaron
Peso promedio final (g) 146+04 141+0.2 0.0906
Sobrevivencia (%) 88.0+£4.0 89.3+24 0.6083
FCR 1.7+0.1 1.7+0.1 0.6535
Tasa de crecimiento (g Semana ) 15+0.1 1.4+£0.0 0.1313
Biomasa Final (kg) 3.2+15 3.1+£09 0.5886
Tilapia
Peso promedio final (g) 114+12 115+11 0.8589
Sobrevivencia (%) 91.3+3.2 87574 0.4453
FCR 0.15+0.02 0.16 +0.01 0.6535
SGR (% dia 1) 4.41+0.17 4.39+0.20 0.8943
Biomasa final (kg) 0.42 £ 0.06 0.40+£0.03 0.5737
Salicornia
Peso promedio final (g) 23.0+6.26
Sobrevivencia (%) 92.19+4.03
Biomasa (kg) 0.68 £0.20
Camarén + tilapia + salicornia
Biomasa final total (kg) 4.30 + 0.34° 3.56 +0.08° 0.0051
Productividad final total (kg m?) 4.83 +0.38° 3.99+0.09° 0.0051

Valores presentados en promedio * desvio estandar. Letras diferentes en la misma linea indican diferencias
estadisticas por la prueba de T-test (p <0.05). FCR: tasa de conversidn alimenticia. SGR: Tasa de crecimiento
especifico.
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Los animales cultivados en acuicultura fijan en sus tejidos pequefios porcentajes de
nutrientes, por ejemplo, los camarones fijan del 6 - 21% del fosforo del alimento
(Avnimelech, 2015), y los peces 27.3% (Crab et al., 2007; Avnimelech, 2015), el resto se
pierde en los efluentes y también representa pérdidas economicas. En el sistema integrado de
camarones Y lisas, la retencion de fosforo fue 16,8% superior en el sistema con lisas (Tabla
3). Probablemente como resultado del deposito de fosforo en la estructura 6sea del pez, segun
lo observado por Hoang et al. (2018) y Poli et al. (2019a) Por lo tanto, la integracion de
especies aumenta la retencion de fosforo, puede disminuir el impacto ambiental y genera
biomasa de peces que se puede cosechar para la alimentacion humana o como ingrediente

para la alimentacién animal.

Tabla 3. Retencidn de nitrégeno y fosforo para camarones y lisas cultivados en un sistema
de biofloc integrado con Litopenaeus vannamei mas Mugil curema (Camaron+Lisa) y un
sistema de biofloc con camarones sin salmonetes (Camarén) durante 53 dias. Tabla
adaptada de Legarda et al., (2019).

Parametro Camarén+Lisa Camaron p
Retencion de nitrogeno (%)  28.1+0.37 27.7+2.19 0.75
Retencion de fésforo (%) 11.1+ 0.54* 9.5+0.74* 0.03

Valores presentados como promedio + desvio estandar. * Indican diferencias por la prueba T de Student (p < 0.05).

Similar, la incorporacién de la Ulva sp. al sistema integrado de camarones v lisas resulté en
el incremento de la retencidn de nitrogeno en 5,5% y de fosforo en 7,5% en relacién con el
sistema sin macroalgas (Ulva sp.), los resultados se pueden observar en la Tabla 4. Las
macroalgas son utilizadas para biorremediacién y en este caso observamos que integradas al
cultivo con camaron y lisas en sistema de biofloc pueden contribuir para disminuir los
efluentes y aprovecharlos para utilizarlos, por ejemplo, en dietas para los propios animales

ya que estas algas generando una economia circular.
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Tabla 4. Retencion de nitrdgeno y fosforo en un Litopenaeus vannamei, Mugil liza y Ulva
lactuca en un sistema de cultivo biofloc integrado durante 55 dias. Tabla adaptada de

Legarda et al. (datos no publicados).

Parametro Control Ulva p valor
Retencion de nitrégeno (%) 276+0.8 29.2+0.1* 0.005
Retencion de fosforo (%) 9.7+0.3 10.5+0.3* 0.019

Valores presentado como promedio +desviacion estandar. * Indican diferencias por la prueba T de Student (p
<0.05).

4. Conclusién

De este modo, queda demostrado que la utilizacion de los conceptos de AMTI al sistema de
biofloc aumentan la eficiencia del uso de nitrogeno y fosforo de la dieta en el cultivo de

camaron blanco del Pacifico en sistema de biofloc.
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Resumen

Las condiciones de alta densidad de peces durante la acuicultura producen estrés y una mayor susceptibilidad a los
patdégenos oportunistas en los animales. El desarrollo de la biotecnologia acuética ha generado varias estrategias
experimentales dirigidas a manipular el crecimiento de organismos acuéticos. El uso de suplementos nutricionales y
dietas adecuadas son de gran importancia en la acuicultura intensiva. En este trabajo informamos sobre la estimulacion
del crecimiento y el sistema inmune en larvas de tilapia tratadas con el péptido mimético de grelina GHRP-6. Acuabio
V es un suplemento nutricional donde se formula el péptido GHRP-6 y la via de administracion es mediante bafios de
inmersion. Estas cualidades hicieron que el producto fuera muy atractivo por ser utilizado para mejorar la tasa de
supervivencia, la calidad y las cantidades de organismos acuaticos en la etapa de larvas, un momento crucial cuando
se cultivan tales animales. Se expone la aplicacion de Acuabio V en larvas de camarones y tilapia, donde se obtuvo
un aumento de peso y altura. Finalmente, se muestran los resultados de la aplicacion del producto en condiciones de
produccion de larvas de camarones, donde hay evidencia de un aumento en la supervivencia de las larvas, en los
tanques tratados en comparacion con los controles. Para todos estos resultados, la aplicacion de estos suplementos

nutricionales podria ser muy Util en la acuicultura mundial.

Palabras clave: larva, crecimiento, suplementos nutricionales
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Introduccion

Con el aumento de la poblacion mundial, la demanda de alimento y especificamente de proteina
animal es cada vez mayor. Para satisfacer esta demanda, la produccion de proteina animal ha
crecido significativamente, entre ellos, el sector de la acuicultura ha experimentado un desarrollo
y crecimiento en los Gltimos afios. La cria de los peces es un proceso conformado por diferentes
etapas donde la etapa larvaria resulta de gran importancia, pues es donde ocurre la mayor
mortalidad, los animales no han desarrollado el sistema inmune completamente, por lo que es un
periodo vulnerable para los peces si aparecen en el cultivo, infecciones oportunistas, de bacterias,
virus u hongos.

En nuestro laboratorio hemos trabajado durante afios en la bisqueda y desarrollo de moléculas que
aumenten el crecimiento y el sistema inmune innato en el periodo larvario, tanto de peces como
crustaceos (1, 2, 3 ,4, 5, y 6). De tal forma, hemos estudiado la accion de péptidos secretagogos de
la hormona de crecimiento, tanto en la ganancia de peso y talla como en la estimulacion de
determinados parametros del sistema inmune innato.

El péptido sintético GHRP-6 (Growth Hormone-Releasing Peptide 6) es un péptido sintético de 6
aminoacidos (His-(D-Trp)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH2, MW = 872.44 Da) y constituye un
agonista del receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento. Los secretagogos enddgenos
de la hormona de crecimiento y los compuestos analogos a los secretagogos, poseen numerosas
funciones, que no se limitan a la liberacion controlada de hormona de crecimiento, sino que
incluye: el control y regulacion del apetito y la ganancia de peso, la estimulacion del sistema
inmune, la cardioproteccion, entre otras. La mayoria de los efectos de estos compuestos se han

observado en mamiferos, aves y peces

Empleando el péptido GHRP-6 hemos demostrado en estudios previos la estimulacion de la
liberacion de la hormona de crecimiento enddgena en tilapias adultas, asi como la estimulacion del
crecimiento al administrar el péptido por via oral, bafios de inmersion y por la dieta. Al realizar
estudios en estos animales se ha evidenciado la estimulacion del sistema inmune innato en los

peces. Con la experiencia acumulada se ha generado un producto novedoso para ser administrado
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por bafios de inmersion en larvas de peces y crustaceos, llamado Acuabio V, que permite aumentar

crecimiento, resistencia a enfermedades y sobrevida de las larvas tratadas.

Materiales y Métodos

El producto Acuabio V se produce en el CIGB, se utiliza segun las recomendaciones del producto,
bafios de inmersion, el sobre que posee 5.3 g, para tratar 500 L. EI producto es un polvo blanco,
homogéneo, que se disuelve en agua. El ingrediente activo de este producto es el péptido GHRP-
6 junto a otros componentes, que permiten mantener su estabilidad quimica y accion bioldgica por
2 afios después de ser producido.

El ensayo con las larvas de tilapia (Oreochromis sp) se llevé a cabo en el Centro Acuicola de
Mamposton, y las larvas de langosta de agua dulce Cherax fueron obtenidas en la Mini estacion
acuicola del CIGB en la mini estacion acuicola del CIGB.

Las larvas de tilapia y de langosta de agua dulce, fueron seleccionadas para formar un grupo
control y un grupo tratado. No habia diferencias significativas entre los pesos de ambos grupos.
El ensayo con los nauplios de camarédn fueron obtenidos en el Centro de Desove de Yaguanabo,
perteneciente a la empresa YAGUACAN de la provincia Cienfuegos, Cuba

En todos los casos se mantuvieron las condiciones de manejo y alimentacion de las larvas,

incluyendo en el proceso los bafios de inmersion con el producto, durante 1 hora.

Resultados y Discusion

Los bafios de inmersién son una practica comin en la acuicultura para administrar hormonas,
péptidos, antibidticos, inmunoestimulantes y vacunas. Por tal razon se escogié esta forma de
administracién ademas de constituir una manera segura y generar menor estrés en los animales.

Se bafaron las larvas tres veces por semana, durante tres semanas, al final se pesaron, y se obtuvo
diferencias significativas en la ganancia de peso del grupo tratado con respecto al control. El conteo
de ectoparasitos en estos grupos arrojé que en los animales tratados era menor la presencia de los

patdgenos, con respecto al control.
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Este resultado demuestra la accion inmuno estimulante del producto en los peces en este periodo

que se evalla.

Tabla 1. Accion de Acuabio V en larvas de tilapia después de 21 dias de crecimiento

Peso (g) Talla (cm) Altura (cm)

Control 0,23+0,17 2,34+0,48 0,63+0,17

Acuabio V 0,41 £ 0,22* 2,81+ 0,48* 0,74 £0,21*
TRICHODINNS

Fig 1 . Resistencia a patdégenos en las larvas de
tilapia tratadas con el producto Acuabio V en
comparacion con los peces controles. Se
evaluaron dos tipos de ectoparasitos,
Trichodinas y Enterogyrus. N= 15

i KooV

El ensayo realizado con larvas de langosta de agua dulce, Cherax cuadricarinatus, confirmo la

accion de este producto en crustaceos. Se evidencié una buena sobrevida de las mismas.
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Fig 2: Acuabio V es capaz de incrementar el peso de las larvas de langosta dulce, Cherax cuadricarinatus dulce
después de 21 dias de tratamiento. Las diferencias obtenidas son estadisticamente significativas p= 0.03.

Estudios previos que se realizaron experimentos para evaluar el efecto biologico del péptido
sintético GHRP-6 en el crecimiento de larvas (protozoea I) de Litopenaeus schmitii (incremento
del peso y la talla) demostraron que el grupo tratado con 100 pg L-1 de péptido mostro un

incremento significativo en estos parametros comparado con el grupo control.
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Figura 3. Experimento de crecimiento en larvas de Litopenaeus schmitii inmersas en el péptido sintético GHRP-6
durante 24 horas. (a) Talla en centimetros (cm). (b) Peso corporal en miligramos (mg). El grupo control negativo

recibié BSA como una proteina no relacionada. *** indica p<0.001.

El nimero de espinas rostrales y arcos branquiales son una medida del crecimiento y la calidad de
las larvas en la cria de camarones. Particularmente, el desarrollo de las branquias es muy

importante y puede inducir la proteccion contra el estrés osmotico, especialmente durante periodos
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criticos de sus ciclos de vida. En este estudio las larvas del grupo tratado con la mayor dosis del

péptido GHRP-6 mostraron un incremento en el nimero de arcos branquiales y de espinas rostrales

(Figura 4) y a su vez tuvieron mayores niveles de supervivencia, comparado con el grupo control.
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Figura 4. (a) Namero de espinas rostrales y (b) arcos branquiales el dia 24 del experimento de crecimiento de
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Litopenaeus schmitii, mediante bafios de inmersion El grupo control negativo recibié BSA como una proteina no

relacionada. *** indica p<0.001.

El efecto del péptido GHRP-6 en el crecimiento de post-larvas de Litopenaeus vannamei fue

evaluado mediante el peso corporal y el incremento de la talla. La administracion del péptido (200

ug L-1) mediante bafios de inmersion permitio un incremento significativo en el peso corporal y

la talla comparado con el grupo control
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Figura 5. Experimento de crecimiento en post-larvas de Litopenaeus vannamei inmersas en GHRP-6 durante 35

dias. Eje izquierdo: peso corporal (w en la leyenda) en gramos (g). Eje derecho: tamafio (s en la leyenda) en

centimetros (cm). La figura arriba corresponde a muestras a los 35 dias de tratamiento. * indica p<0.05; *** indica

p<0.001.
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En camarones peneidos, un mayor contenido de proteinas solubles ha sido asociado con los
animales que muestran la mayor tasa de crecimiento. En este trabajo, el mayor contenido de
proteinas se observo en las larvas tratadas con GHRP-6 (Figura 6A), indicando una conexion con
el metabolismo proteico.

Por otra parte, el conteo total de hemocitos (THC, por sus siglas en inglés) ha sido informado como
un indicador potencial de la respuesta inmune en crustaceos, especialmente en camarones, y un
namero superior al normal de hemocitos circulantes en estos organismos se correlaciona con una
resistencia incrementada a los patdgenos. En este estudio, los THC resultaron incrementados en L.
vannamei tratados con GHRP-6, comparado con el grupo control (Figura 6 B).
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Figura 6. (a) Concentracion de proteinas totales en homogenados de camarones. (b) Nimero total de hemocitos en la
hemolinfa de camarones en el dia 35 del experimento de crecimiento en Litopenaeus vannamei. * indica p<0.05; ***
indica p<0.001.

El ensayo que se realizé aplicando el producto Acuabio V en nauplios de camaron, Litopenaeus
vannamei,se realizé en colaboracion con los especialistas que realizan el cultivo de larvas de
camaron en Yaguacam, Cienfuegos, se aplico en dias alternos el producto en piscinas de 20 L
durante la primera semana , y después se distanciaron los bafios, hasta completar la a etapa a post
larva 10. Se obtuvo un incremento de la sobrevida de las larvas tratadas al compararlas con el
control y la diferencia mayor se observa al comparar el estadio de Nauplio a PL 2, es mayor el
rendimiento alcanzado al emplear Acuabio V.
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Fig. 7 Resultados de la aplicacion de Acuabio V en las etapas iniciales del cultivo de las larvas de camarén

Litopenaeus vannamei

En la industria de la acuicultura, se persigue la prevencion de enfermedades mediante la
vacunacion o empleando inmuno estimulantes, siendo este un método apropiado para el control de
patdgenos tanto desde el punto de vista econdmico como el ambiental. Es por ello que constituye
un objetivo de esta industria la busqueda de moléculas alternativas o ciertas combinaciones de
ellas que estimulen el sistema inmune con el fin de incrementar el bienestar de los animales sin

reducir los niveles de proteccion.

Conclusiones

El producto Acuabio V es capaz de incrementar peso, talla y sobrevida en larvas de peces y
crustaceos, asi como incrementa estimula el sistema inmune y la resistencia a patogenos aumenta
en esta etapa de gran importancia para el proceso de cria de los peces, es por ello que se recomienda
el uso de este producto novedoso en la acuicultura.
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Abstract

The aim of the present work was to assess the effect of probiotic addition growth performance and immune system
through meta-analysis, we also discuss about the probiotic mechanism.. PubMed, SciELO and Google Scholar
databases were searched in all languages from 1980 to 2019. Phenoloxidase, specific growth rate (SGR) and feed
conversion ratio (FCR) were selected as outcomes. We evaluated experimental design, penaeid shrimp species, larval
or postlarval stage, probiotic strain, modes of administration among others. A total of 100, 60 and 49 studies were
included to assess probiotic effects on SGR and FCR, respectively. Probiotics improved SGR (SMD = 3.811) and FCR
(SMD = -3.194) in the pooled standardized mean difference random effect model, considering the source of
heterogeneity and publication biases. Of these, 68 met the inclusion criteria for the immune response. Among these
are 59 articles that evaluated the activity of phenoloxidase and 11 the expression of genes in proPO. Both prebiotics
and probiotics stimulate proPO and phenoloxidase. The plant extracts were the ones that most modified this activity
and the Bacillus was the most stimulated among the probiotics. Phenoloxidase, SGR and FCR were improved in

shrimps treated with probiotic.

Keywords: Probiotic, shrimp, meta-analysis
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Introduction

The shrimp industry is one of the fastest-growing aquaculture sectors. Crustaceans have an annual
production exceeding 7.35 million metric tons, having a first-sale commercial value of $38.5 USD
billions. Litopenaeus vannamei (Pacific white shrimp) and Penaeus monodon (Black tiger shrimp)
are the most commonly farmed shrimp. Calculated by production, white leg shrimp is the most
successful marine crustacean in aquaculture. In 2015, L. vannamei reached 75.7% of the world
production of all cultivated marine shrimp species (FAO 2017).

Probiotics are living microorganisms that have a beneficial effect on the host by modifying the
host-associated or ambient microbial community, by enhancing the feed nutritional value to the
host, by enhancing the host response to diseases, or by improving the quality of its ambient
environment (Verschuere et al. 2000). The main production parameter targets for the use of
probiotic organisms are host health, bioremediation, water quality and growth promotion.

The isolation and characterization of new probiotic strains is an open research field, particularly
concerning isolates from the environment and/or final host (Wang and Gu 2010; Franco, Martin,
et al. 2016; Franco, Arenal, et al. 2016). The development of suitable probiotics is not a simple
task, and requires full-scale experiments, as well as development of appropriate monitoring tools
and controlled production (Decamp, Moriarty, and Lavens 2008; Luis-Villasenor et al. 2013; Luis-
Villasefior et al. 2011).

A probiotic may have one or several modes of action: production of inhibitory compounds;
competition for adhesion sites; enhancement of the immune response; improvement of water
quality; interaction of phytoplankton; source of macro and micronutrients; and enzymatic
contribution to digestion (Ninawe and Selvin, 2009). Consequently, probiotics can contribute
towards improving the zootechnical performance through nutrition. Moreover, probiotics could
mitigate the effect of stress factors and improve nutrient assimilation by the detoxification of
potentially harmful compounds in the diet through hydrolytic enzymes, including amylases and
proteases, and the production of vitamins such as biotin and vitamin B1> (Irianto and Austin 2002).
The beneficial effects of probiotic microorganisms are influenced by several related factors such
as rearing conditions, method of administration, dosage, probiotic strain and shrimp species. As a
result, most of the reported literature show inconsistent results concerning the efficacy of probiotic

treatments on shrimp survival and growth performance. Meta-analysis is the use of statistical
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methods to summarize the results of independent studies and it connotes a rigorous alternative to
the causal, narrative discussions of research studies which typify our attempts to make sense of the
rapidly expanding research literature (Glass 1976). The aim of the present work was to investigate
the effects of probiotics on shrimp survival, growth and phenoloxidase performance by means of a

meta-analysis, we also discuss about the probiotic mechanism.

Material and Methods
This meta-analysis was conducted according to the Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) guidelines (Moher et al. 2015).

Search strategy

PubMed, Google Scholar and SciELO databases were searched for relevant articles published from
1980 to 2019 without language restriction. The databases were searched for relevant articles from
12/20/2017 to 7/20/2019. Keywords included “probiotics”, “shrimp” AND “survival”, “feed
conversion ratio (FCR)” OR “specific growth rate (SGR)” OR “Phenol-oxidase”. The scientific
articles that met the a priori inclusion criteria were selected after evaluation of the abstract. The
inclusion criteria allowed the preliminary screening of titles and abstracts. We followed the Jocelyn
Clark, in British Medical Journal blog, to avoid predatory journals (Clark, 2015).

Study selection

Two reviewers independently selected eligible primary studies, with disagreement resolved by
consensus. To be included in this meta-analysis, studies had to be on shrimps without any apparent
disease and the study results had to have been published in peer-reviewed journals, with any data
dispersion measure. The term “study” was applied to identify each scientific article, which can
include one or more experiments (each experiment being a controlled experiment to compare a
particular combination of probiotic fed and control groups of shrimp). The authors of articles that
otherwise satisfied the inclusion criteria, but lacked clear dispersion measures, as SD or SEM were

contacted for extra information.
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Data extraction

The same two reviewers independently extracted the data from the full text of the selected primary
studies by using Excel spreadsheet. When the article had more than one probiotic or different doses
of the same probiotic, we included each treated group with the control group as an independent
experiment in the analysis. Survival, feed conversion ratio and specific growth rate were obtained
from each study for both control and probiotic treated groups. Information on the study design,
country, stocking density, salinity, method of probiotic administration, number of the strain, and

probiotic species were extracted from each article.

Risk of bias within individual studies

Risk of bias within the individual studies was independently evaluated by two reviewers using the
Cochrane collaborations tool. The risk of selection bias, performance bias (randomized
experiments), multiple publication bias (the multiple publication of research findings related with
the number of experiment per article and articles per author), reporting bias (incomplete outcome
data SGR, survival or FCR) publication bias (the publication of positive results for probiotic) were
judged as high, low or unclear (Higgins et al., 2011). The reviewers resolved uncertainty and

disagreement by discussion and consensus.

Statistical analysis

Statistical analysis used Comprehensive Meta-Analysis version 3.0. Due to continuous variables
being analyzed, the effects was quantified as standardized mean differences (SMD) between control
and treatment group by a random effects model which assumes different size effects among studies
(Higgins and Green 2011). Also, 95% confidence intervals (Cls) using a random effects model
were calculated.

Additionally, subgroup analyses were planned depending on factors that could potentially
influence the magnitude of the treatment: (1) method of probiotic administration, (2) monostrain
or multistrain, (3) bacterial species in the probiotic, (4) shrimp spp., (5) study duration, (6) stocking
density, (7) plastic tank or earthen plastic tank or cage and (8) larval or postlarval stage.

The presence of publication bias was investigated using funnel plots. An adjusted rank correlation
test using the Egger method (Egger et al. 1997) and the Begg’s test (Begg and Mazumdar 1994)
was used to assess publication bias. Bias was considered to be present if at least one of the statistical
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methods was significant (P < 0.10). If there was any evidence of publication bias, from either the
statistical tests or the funnel plot, the “trim-and-fill” method (Duval and Tweedie 2000) was used

to estimate the quantity and magnitude of missing studies and resultant unbiased effect size.

Results
Overview of included studies

The literature search yielded 220 scientific articles on probiotics evaluation in shrimp. Thirty-five,
21 and 19 articles fulfilled inclusion criteria previously established for survival, SGR and FCR as
outcomes, respectively (Figure 1). The majority of the studies were low on all examined items of
the Cochrane risk of bias tool except for publication bias, where positive effect of the probiotics
were declared in the survival (82.9%), FCR (94.4%), SGR (90.5%) studies. The randomized

experiments were stated in 31 from the total of 39 articles included in the meta-analysis.

220 potencially relevant studies were
identified from the search strategy

174 reports excluded on the basis of publication type

«  With 18 studies involving other species of animals
With 4 studies adding other additives and/or prebiotics
With 38 reviews

With 39 studies due to lack of statistical information
With 20 studies in which shrimp was experimentally
challenged

+  With 55 reports about other types of study

| 1
35 articles included for survival 21 articles included for SGR. 19 articles included for FCR
with 100 experiments with 60 experiments with 49 experiments

Figure 1. Flowchart on selection of probiotic studies in shrimp for meta-analysis study.
The stocking density per volume was variable, with 44 experiments including up to 500 animals/m?3
and 29 experiments with more than 500 animals/m?. Shrimp species studies were L. vannamei (22),
P. monodon (7), P. latisulcatus (2), F. indicus (2), L. stylirostris (1) and F. chinensis (1). Only five
experiments included shrimp larvae (5). Twenty studies used monostrain inoculum and the
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remaining 15 studies used multistrain inoculum. Bacillus species and LAB were most frequent
strains used with 21 and 9 studies, respectively. Probiotics were administrated via feed (25) or
water (10). Twenty-five studies were conducted for >30 days and 10 studies <30 days.
Litopenaeus vannamei was the most frequent (17) species in the experiments where specific growth
rate were performed. Ten studies used multistrain inoculum whereas 11 used monostrain inoculum.
Most studies preferred Bacillus species (11) or LAB (6) as probiotic strain. Only postlarvae stages
were part of these studies. Eighteen studies included up to 500 animals/m? and only 3 more than
500 animals/m®. The main way of probiotics administration was as feed additives (16) whereas
only 5 studies used the probiotics addition directly to water. Studies were carried out lasting < 30
(4) or >30 days (17).

For feed conversion ratio fifteen articles used L. vannamei, 2 studies P. monodon and 2 studies P.
latisulcatus. Seven studies used multistrain inoculum and 12 used monostrain inoculum to
investigate probiotic effects. All selected experiments used postlarvae. Probiotic impact of Gram-
positive bacteria like Bacillus spp. (9) and Lactic-acid bacteria (6) was frequently investigated.
Fifteen articles provided probiotics with feed and only fourth added probiotics directly into rearing
water. Experiments included less than 500 animals/m3 (17) or more than 500 animals/m? (2). Of

the reviewed articles only one lasted less than 30 days.

Excluded studies

Of the 220 articles identified at the beginning of the meta-analysis, 173 were excluded on the basis
of publication type (involving other species of animals being mostly Artemia sp. and
Macrobrachium sp.; inclusion of prebiotics, immunostimulants or both in the diets; or reviews; or

lack of statistical information for conducting a meta-analysis, Figure 1).

Survival

Of the 35 articles found to satisfy inclusion criteria, 100 experiments were identified in which a
probiotic-treated group was compared to a control untreated group with survival as an outcome.
The pooled standardized mean difference showed that probiotics increased survival in comparison
to controls (SMD = 3.068, 95% CI 2.594 to 3.543; Figure 2) in the random effects model.
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Figure 1. Forest plot of 100 randomized, controlled experiments to study the effect of probiotic supplementation on
survival of penaeid shrimps (Standardized mean differences, SMD). Horizontal line in each point represent the
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From the 21 articles satisfying inclusion criteria, 60 experiments were identified which evaluated

probiotic effects on specific growth rate. The global effect of probiotic administration shows an
improvement in SGR (SMD = 3.811, 95% CI 3.269 to 4.354; Figure 3).
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Figure 3. Forest plot of 60 randomized, controlled trials to study the effect of probiotic supplementation on specific

growth rate (SGR) of penaeid shrimps (Standardized mean differences, SMD). Horizontal line in each point represent

the 95%CI. Discontinuous line indicates the global effect.
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Figure 3. Forest plot of 49 randomized, controlled trials to study the effect of probiotic supplementation on feed

conversion ratio (FCR) of penaeid shrimps (Standardized mean differences, SMD). Horizontal line in each point

represent the 95%CI. Discontinuous line indicates the global effect.

Feed conversion ratio

Nineteen articles satisfying the inclusion criteria were identified, with forty-nine experiments in

which probiotic and untreated groups were compared for feed conversion ratio. FCR improved
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when probiotics were supplied, according to the global estimate effect (SMD = -3.194, 95% CI -
3.469 to -2.920; Figure 4).

Phenoloxidase

Of the 59 articles included for the phenoloxidase activity, 46 experiments were identified that used
prebiotics and 19 probiotics. The difference in combined standardized means showed that
immunostimulants increase PO activity compared to controls (Fig. 5). Of the 11 articles included
for gene expression in proPO, 10 experiments were identified that used prebiotics and 5 probiotics.
The combined standardized mean difference showed that immunostimulants increase proPO
compared to controls (Fig. 5). It was possible to verify by a meta-analysis that both phenoloxidase
activity and gene expression are stimulated with the supplementation of immunostimulants in
penetrated shrimp. Proenzyme had a greater effect concerning the enzyme, this is because the DNA
is replicated, transcribed into RNA, which is the expression, and then translated, that is, converted
from RNA to protein. It may be that there is a high stimulation of gene expression, but it does not
translate, and therefore does not become a protein. Besides, the RNA detection methods are by
real-time rt-PCR, from the English reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction in Real-Time,

with greater sensitivity because it is fluorometric and the protein is colorimetric.
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Figure 5. Forest plot of 49 randomized, controlled trials to study the effect of probiotic supplementation on
Phenoloxidase acitivity of penaeid shrimps (Standardized mean differences, SMD). Horizontal line in each point

represent the 95%CI. Discontinuous line indicates the global effect.
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Discussion

Meta-regression analysis showed that the probiotic effect on survival rate was dependent of the
shrimp stage (larvae or postlarvae). Maybe due to the larger number of experiments in postlarval
stages. It may be envisaged that probiotics exert a better effect during early life, when a stable gut
microflora has not yet been established, when larvae and early post-larval stages are more
vulnerable to environmental pathogens. Initial colonization by probiotic organisms can modulate
expression of genes in epithelial cells, thus creating a favorable environmental interface for the
host (Hooper 2015). Effects on growth performance variables, SGR and FCR, were only evaluated
for the post-larval stages. Most of the published literature using probiotics in shrimp culture
concerned post-larval stages. This concentration of effort is justified based on the global concern
about feed availability, especially for protein sources such as fish meal, and reduction of feeding
cost (Troell et al. 2014; Rana, Siriwardena, and Hasan 2009). Conversely, little has been
investigated on how early probiotic administration could influence further development (Xue et al.
2016).

Our observation that probiotic treatment is less effective in earthen containers could be related to
the difficulty of exerting control over variables (probiotic access, temperature, dose, farm hygiene).
By the other hand, when stocking density increases the positive impact of probiotics on SGR and
survival is higher.

Probiotic effect on FCR was impacted by the duration of the experiments as shown by a direct
relationship between these variables in the meta-regression analysis. Besides, the low variation
among the longer studies evidences that the longer the experimental period the higher the chances
of finding true probiotic effects on FCR. In contrast, shorter experiments showed greater effects on
SGR. Additionally, this meta-regression analysis revealed an inverse relation between these two
variables. In fact, by definition, the relationship between SGR and FCR is proportionally inverse.
Probiotic effects on survival were higher in short experiments, but it was only observed in
postlarvae stage.

Multistrain probiotics were better for survival and SGR. Commercial probiotics on the market are
in most cases comprised of complex mixtures of species or at least strains. This could increase
likelihood of gut colonization and host innate immunity stimulation by means of several

mechanisms. Multistrain and multi-species probiotics have proven to result in synergistic effect
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based on the putative complementary modes of action to enhancing protection (Timmerman et al.
2004).

Gram positive bacteria belonging to the LAB group, and Bacillus genus, are among the
microorganisms most frequently used as probiotics. Bacillus-based probiotics showed greater
improvement in survival, SGR and FCR of treated shrimps in comparison to LAB. Moreover, the
decrease of FCR was similar among these groups. Bacillus has been reported as a very versatile
genus in relation to the number of mechanisms available for exerting probiotic action, including:
antagonistic activity, gut colonization, digestive enzyme secretion, organic waste removal and
production of many supplemental nutrients such as biotin, vitamin B12, fatty acids, essential amino
acids and other necessary growth factors (Farzanfar 2006; Verschuere et al. 2000; Xue et al. 2016).
Particularly important is the sporulation capacity and high-temperature tolerance which simplifies
industrial processes. On the other hand, lactic-acid bacteria are slow growers and could be more
sensitive to temperature during pelleting process (Mondet et al. 2014; Sosa et al. 2016). Besides,
bearing in mind cost-effectiveness of any commercial product culturing these anaerobic bacteria
may result in more expensive media and equipment.

Probiotic administration via feed was better than via water for all the variables analyzed. Addition
of probiotics with feed could be more productive because the probiotic strains can directly
modulate digestion and nutrient absorption in the shrimp gut (Chai et al. 2016; Van Hai, Buller,
and Fotedar 2009). Furthermore, probiotics could serve as a source of nutrients, so direct,
concentrated ingestion could be beneficial (Qiu and Davis 2017; Deng et al. 2013). This constant
oral administration favors microbial colonization, preventing pathogen establishment (Castex,
Daniels, and Chim 2014; Luis-Villasefor et al. 2011; Javadi and Khatibi 2017; Sha et al. 2016).
Another fact is that most of the commercial products available are powders, which increases shelf
life and facilitates simultaneous administration of probiotics with other products (Dash et al. 2014).
Also this alternative provides higher stability through encapsulation, which improves assimilation
(Nimrat, Boonthai, and VVuthiphandchai 2011).

Several authors confirm the beneficial effects of probiotics (Zorriehzahra et al. 2016) and prebiotics
(Dawood, Koshio, and Esteban 2018) in aquaculture. The use of immunoprophylaxis is also
proposed as the best alternative for protection against bacterial diseases in shrimp (Ajadi et al.
2016), in the same way, it was also proposed as a prophylactic for viruses and fungi (Sivasankar et
al. 2017).
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Action mechanisms

The beneficial effects of Probiotics are through multiple mechanisms, not only on the target
organisms, but also on the surrounding environment. The main action mechanisms described for
probiotics in aquaculture are, the capacity to colonize and adhere to the intestinal tract, modulation
of the immune system, production of beneficial compounds, production of pathogen antagonistic

substances, and improvements in the aquatic environment.

Colonization and adhesion in the gastrointestinal tract

The ability of bacteria to adhere and survive in the enteric mucus is pivotal to establish the
gastrointestinal microbiota. The adherence capacity is a feature of probiotic and pathogenic
bacteria. It is one of the most important criteria for selection and application of probiotic bacteria
in aquaculture whereas for the pathogenic bacteria, it is associated with virulence and is considered
the first sign of infection (Defoirdt, 2014).

Production of antimicrobial and antiviral compounds

Microorganisms with probiotic activity can also have the capacity to generate extracellular
products that inhibit or kill other potentially pathogenic bacteria and virus, such as, antimicrobial
substances (Ming et al., 2015).

Production of beneficial compounds

Marine bacteria and yeasts may become important sources of protein to improve the nutritional
contribution of certain cultured aquatic species (Achupallas et al., 2015). Similarly, the lipids
produced by marine microorganisms have been recommended to improve the nutrition
of important aquatic species (Hoseinifar et al., 2016). The production of lipases,
chitinases, and proteases by selected microorganisms may contribute to the digestive
process of cultured organisms, and have a positive impact on their productive behavior
(Shen et al., 2010).
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Immunomodulation

The defense against crustacean pathogens is mainly based on innate immunity mechanisms (Song
and Li, 2014). The immune system of shrimps involves hemocytes (for encapsulation, nodule
formation, and phagocytosis), several plasmatic components (antimicrobial peptides, histones,
lysosomal enzymes, lipopolysaccharide binding proteins, and B-1.3 glucans, and recognition
molecules), and multimeric systems (coagulation cascade proteins, and the prophenoloxidase

system) (Aguirre-Guzman et al., 2009).

Conclusions

Probiotic supplementation improves survival, specific growth rate (SGR), feed conversion ratio
(FCR) and phenoloxidase activity of Penaeid shrimps. A significant proportion of the evaluated
articles lacked proper dispersion measures, or data dispersion was ambiguously stated. In spite of
the large number of studies included, we found evidence for publication biases so these results
should be interpreted with caution. However, this meta-analysis shows that both the data quality
and the approach used were relevant.

Probiotics are involved in the productive parameters of shrimp, such as greater nutrient intake,
enhanced immune system, and greater animal survival. Easy handling and safety make probiotic
use an increasingly accepted practice; it improves the culture medium conditions and offers

advantages for expansion and optimization of sustainable shrimp culture.
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Resumen

En este documento se presentan los avances mas recientes sobre la caracterizacion, manejo y aplicaciones de
los consorcios microbianos asociados a biopeliculas y biofléculos, asi como los efectos en el cultivo de
diferentes organismos, especialmente camarones y peces. Se incluyen las experiencias de nuestro grupo de
trabajo en los aspectos referidos, en donde podemos destacar la caracterizacion metagendémica de biofloculos
formados a partir de diferentes sustratos y las propiedades funcionales de los mismos; la caracterizacion
taxonémica y bioguimica de biopeliculas formadas sobre diferentes superficies; el efecto de biofloculos y
biopeliculas en la respuesta productiva y fisiolégica de camarones cultivados intensivamente; el efecto de
biopeliculas de diferentes condiciones troficas en la expresidn génica de camarones, entre otros. En términos
generales se concluye que los consorcios microbianos asociados tanto a biopeliculas como a biofldculos,
presentan una amplia diversidad de organismos y que son muy cambiantes de acuerdo al in6culo y condiciones
prevalentes, y que por lo tanto pueden ser manipulables para aplicarse a condiciones especificas. Ambos tipos
de consorcios tiene efectos benéficos sobre la calidad del agua, la respuesta productiva, la condicién fisioldgica,

la expresién génica y la calidad post-cosecha de los organismos cultivados.
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Introduccion

El uso de microorganismos benéficos es una practica ancestral que se ha venido utilizando a
través de la historia de la humanidad en diversas actividades productivas tales como
panaderia, obtencion de bebidas con contenido alcoholico, fabricacion de productos

derivados de la leche (quesos, yogurts etc.), entre otras.

En el ambito de las ciencias agricolas y pecuarias, su uso es mucho mas reciente y menos
generalizado, sobre todo en el caso de la acuacultura. Los primeros reportes en este sentido,
son referentes al empleo de diversos microorganismos como probidticos, para mejorar las
condiciones de salud de organismos cultivados, asi como la calidad del agua y sedimento
(Martinez-Cruz et al., 2012).

Sin embargo con los estudios de diversos investigadores sobre todo el Dr. Avnimelech, se ha
dado una apertura para el uso de comunidades microbianas como biomasa alimenticia directa,
para el cultivo de organismos acuaticos, principalmente de crustaceos y peces (Avnimelech,
1990).

Actualmente muchas de las granjas que cultivan camarones y peces, estan utilizando
consorcios microbianos para mejorar sustancialmente sus sistemas productivos,
especialmente en términos de crecimiento mas acelerado, mayores sobrevivencias,

organismos mas resistentes a enfermedades y con mejor calidad post-cosecha.
Los Consorcios Microbianos

Cuando hablamos de consorcios microbianos, nos estamos refiriendo a un conglomerado de
microorganismos de muy diversos grupos, asociados a una matriz que los mantiene unidos y
que incluye materiales organicos e inorganicos. Dentro de esta comunidad se dan una gran
diversidad de interacciones, algunas de ellas complementarias y otras divergentes, que en
suma determinan el efecto del consorcio en la columna de agua, el sedimento, o en el tracto

digestivo del organismo que los ingiere.

La comunidad microbiana es muy dindmica y va cambiando rapidamente dependiendo de

diversos factores tales como el tiempo, la temperatura, la disponibilidad de nutrientes

Martinez, R., Morales, A., Herrera, F., Gonzélez,0., Hernandez, L., Vinjoy, M., Cabrera, H., Lowery, Y., Perez, L., Estrada, M.P. 2019. Empleo de Suplementos Nutricionales en
Larvas de Peces y Crustaceos, Acuabio V Caso Especifico. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-
Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuaticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza,
Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 390-409.



392

(particularmente la relacion C:N), la disponibilidad y tipo de sustrato para adherirse, la luz,
la salinidad, el pH, la alcalinidad, entre otros (Martinez-Cérdova et al. 2016). Estos cambios
I6gicamente se traducen también en variaciones notables en la composicion bioquimica de
los consorcios y consecuentemente en su valor nutricional para los organismos que

eventualmente los ingieren.

Normalmente los peces y camarones no tienen la capacidad de consumir microorganismos
libres en la columna de agua, sobre todo en sus etapas postlarvales; sin embargo la mayoria
de ellos pueden hacerlo eficientemente cuando estos microorganismos estan inmovilizados
en diferentes tipos de sustratos. Cuando el sustrato es fijo, los consorcios asociados son
conocidos como biopeliculas (biofilms en inglés) o también como perifiton cuando estan
mayormente formados por organismos vegetales. Cuando el sustrato es flotante, los
consorcios son llamados biofloculos (bioflocs en inglés). Ambos tipos de comunidades son
similares en algunos aspectos, pero difieren en otros, como la estabilidad y el tipo de
organismos que los pueden consumir. Las biopeliculas son mayormente aprovechadas por
moluscos gasterépodos (caracoles, abuldn, etc.) y algunos crustdceos como camarones. Los

biofl6culos son consumidos mas eficientemente por peces y camarones.

Los consorcios microbianos pueden formarse sobre muy diversos tipos de materiales tanto
naturales como: piedras, raices, madera, bambu y otros; asi como sobre materiales sintéticos:
vidrio, plastico, telas diversas, metales y otros. Sin embargo algunos materiales son mas
adecuados que otros respecto a la facilidad de formacién y la estabilidad. Un estudio llevado
a cabo en nuestra institucion, demostr6 que materiales plasticos tipo malla, son mas
adecuados en cuanto a la estabilidad de las peliculas sobre ellos formados, que otros
materiales como madera y tela de yute (Gomez-Ramirez et al., 2019). Para el caso de los
biofloculos, hemos encontrado que las semillas de amaranto, el salvado de avenay el salvado

de trigo, son los sustratos flotantes mas eficientes (Peiro et al, 2019).

Los primeros colonizadores de un determinado sustrato son normalmente aquellos capaces
no solo de adherirse a él, sino de desdoblar los carbohidratos (Martinez-Cordova et al. (2016),
generando asi condiciones para la colonizacion de otros microorganismos capaces de ligarse

a la matriz de exopolisacaridos y metabolizar el nitrégeno y el carbono de la columna de
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agua, en tanto sean compatibles con las condiciones de la misma. Subsecuentemente su perfil
taxondmico ird cambiando hasta alcanzar una estabilidad funcional que es cuando se

considera que el consorcio (biofléculo o biopelicula) esta maduro.

La conformacion tréfica de los consorcios puede ser muy variable y manipulable de acuerdo
al indculo inicial que se apliquen y las condiciones en que se lleve a cabo la maduraciéon.
Para la formacion de consorcios basados mayormente en organismos foto-autotroficos, se
inocula al inicio una o mas microalgas bentonicas, que van a conformar una biopelicula que
posteriormente ira siendo colonizada por otros microorganismos e inclusive por metazoarios.
Para la formacién de consorcios basados mayormente en organismos heterotroficos, el
indculo inicial consiste en bacterias heterotréficas, aunque posteriormente pueden agregarse
organismos autotroficos. En los estudios que hemos realizado en nuestra institucion, los
indculos que mejores resultados han dado para consorcios autotroficos son las microalgas
bentonicas Navicula incerta y Navicula sp., con las que se lograron biopeliculas bien estables
y con una adecuada composicion bioquimica como alimento de camarén (Gémez-Ramirez
et al. 2019).

Rutas Metabdlicas

Los consorcios microbianos asociados a biofloculos o biopeliculas tienen multiples rutas
metabdlicas para procesar el nitrégeno y el carbono, lo cual facilita su adaptacion a diferentes
tipos de sustratos y superficies. Vargas-Albores et al. (2019) reportaron evidencias de
metabolismos de metano (RuMP y Serine pathways) y nitrogeno (via fijacion,
denitrificacion, nitrificacion, and detoxificacion) en biofléculos producidos con amaranto o
trigo como sustratos flotantes. La fijacion del CO2 fue también detectada, incluyendo rutas
metabdlicas como las del ciclo de Calvin; sin embargo, otras rutas metabolicas como el ciclo
reductivo del &cido citrico, el ciclo dicarboxilato-hidrobutirato, 3-hydroxypropionato-biciclo
and y la ruta de Wood-Ljungdahl, fueron también detectados. La presencia de taxones
particulares y de funciones, depende de las condiciones prevalentes en cada sistema,

incluyendo cada uno de los pardmetros anteriormente mencionados.

Caracterizacion de Consorcios Microbianos

Martinez, R., Morales, A., Herrera, F., Gonzélez,0., Hernandez, L., Vinjoy, M., Cabrera, H., Lowery, Y., Perez, L., Estrada, M.P. 2019. Empleo de Suplementos Nutricionales en
Larvas de Peces y Crustaceos, Acuabio V Caso Especifico. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-
Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuaticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza,
Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 390-409.



394

La caracterizacion taxondmica y funcional de consorcios microbianos es actualmente posible
gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion. Aunque existen varios genes considerados
como marcadores taxondmicos, el mas utilizado es el gen ribosomal 16S (16S-ARNr). Este
es un componente de la subunidad menor (30S) de los ribosomas procariotas y se utiliza para
la reconstruccion de filogenias debido a su baja tasa de evolucion y a las regiones variables
que posee (Ortiz-Estrada et al. 2017). Ademas, las bases de datos més robustas con las de
16S-ARNI, tales como RDP (Ribosomal Database Project), SILVA, Greengenes, entre otras.

Esta aproximacion ha sido Util para estudiar de manera mas profunda a los consorcios
microbianos que constituyen a los biofléculos y biopeliculas. Incluso, ha sido posible
predecir las funciones presentes en estos consorcios, llevando a cabo una reconstruccion
filogenética y tomando como referencia el genoma del pariente mas cercano (Zaneveld et al.
2013). Por ejemplo, Garibay-Valdez et al. (2019) reportaron los cambios causados en la
microbiota intestinal del camar6n blanco (L. vannamei) a causa del consumo de biopeliculas
autotroficas; sin embargo, las funciones predichas de estos mismos datos revelaron que el
potencial funcional de la microbiota se mantenia similar durante el desarrollo del camaron,
con lo cual se demostrd que el hospedero trata de mantener una redundancia funcional de su
microbiota. Existen sin embargo, aproximaciones que ofrecen mayor certidumbre para
conocer el perfil taxonémico y funcional de un consorcio microbiano, incluyendo la
metagendmica (secuenciacion escopeta; shotgun) que ofrece un panorama mas detallado
acerca de las funciones potenciales; la metatranscriptomica, que revela cuales funciones estan
siendo ejercidas por un consorcio microbiano en un determinado momento; la
metaprotedmica, que tedricamente considera todas las proteinas recuperadas directamente de
fuentes ambientales y se usa para clasificar y complementar con todos los genes identificados
de comunidades complejas, donde los individuos no pueden agruparse en especies u

organismos.

La siguiente figura presenta el resultado de una caracterizacion metagenémica de biofldculos

suplementados con probioticos comerciales y no comerciales (Huerta-Rabago et al. 2019)
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Figura 1. Caracterizacion de microorganismos en biofléculos suplementados con probidticos comerciales y no

comerciales por medio de metagendémica.

También se tiene resultados para el caso del camaron, en estudios llevados a cabo dentro de

nuestro grupo (Garibay et al, 2019)
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Figura 2. Caracterizacion de microorganismos en agua y en biopeliculas foto-autotrdficas y heterotroficas, por

medio de metagendmica.

Efectos Principales en la Calidad del Agua

Los principales efectos de los consorcios microbianos sobre la calidad del agua, son aquellos
relacionados con el consumo o transformacion de metabolitos nitrogenados como N, NAT,
NO2 y NO3, asi como con la degradacion de la materia orgénica y la produccion y
transformacion de metano y acido sulfhidrico. Bernardes Martins et al (2018) reportan que
el amonio y nitritos, disminuyen significativamente en sistemas de cultivo de tilapias con

bioflocs y que la disminucion esta relacionada al pH. (Figura 1)
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Figura 3. Dinamica del NAT y NO2 en un sistema de biofl6culos para tilapia a diferentes pH (Tomada de

Bernardes Martins et al. 2019).

En el mismo sentido, Wang et al. (2019) probaron diferentes proporciones de C:N para la

formacion de biofldculos y ver el efecto en la remocion de NAT vy nitritos, encontrando que

a mayor proporcién, la remocion de ambos componentes fue mayor (Figura 3)
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Figura 4. Remocién de NAT y NO2 en biofloculos con diferente proporcion C:N

Estudios realizados en nuestra institucion han demostrado también la eficiencia tanto de los

biofloculos como de las biopeliculas en la remocion o transformacion de compuestos

nitrogenados, principalmente por el proceso de nitrificacion
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Gomez Ramirez et al (2019, en revision), reportan la dinamica de los compuestos

nitrogenados y fosfatos en un sistema de cultivo de camaron utilizando biopeliculas formadas

con microalgas y con microalgas y bacterias (Figura 5).
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Figura 5. Dinamica de compuestos nitrogenados y fosforo en sistemas con biopeliculas de microalgas (),

microalgas/bacterias () y un control ().

Fuerte Alvarado (2018) estudié los cambios temporales ocurridos en la diversidad

microbiana del intestino de camarones (L.vannamei) sanos, antes y después de ser

alimentados con tres dietas distintas y complementadas con biofldculos, en comparacién con

un control. Se analiz6 la comunidad microbiana presente en el biofloculo, y en la columna

de agua y se llevaron a cabo andlisis de compuestos nitrogenados en el agua (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de componentes nitrogenados y fosfatos en el cultivo

Contrariamente a lo esperado las dietas disminuyeron nitritos y nitratos y aumentaron NAT.

Sin embargo los valores en donde se utilizaron biofl6culos fueron menores que el control

Respecto a la diversidad microbiana encontrada en los biofldculos, se observé una diferencia

significativa respecto a Bacteroidetes respecto al control (Figura 7).
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Nguyen et al. (2019) probaron la remocion de solidos suspendidos totales y de nutrientes en
un sistema con biofléculos formados por microalgas y bacterias a diferentes concentraciones,

encontrando porcentajes de remocion de hasta 88 % (Figura 8)
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Figura 8. Remocidn de sélidos suspendidos totales y nutrientes en un sistema de biofléculos con microalgas y
bacterias a diferentes concentraciones.

En nuestro grupo de trabajo hemos también utilizado biofl6culos mixotréficos formados con
microalgas bentonicas y bacterias probioticas, los cuales mostraron igualmente una buena

capacidad de remocion de compuestos nitrogenados (Gémez-Ramirez, enviado).
Efectos en la Respuesta Productiva

Existen maltiples investigaciones sobre el efecto del uso de biofléculos (y en menor medida
de biopeliculas) en la respuesta productiva de organismos cultivados, mayormente crustaceos

y peces. Algunas de las mas recientes se presentan a continuacion.

Guemez-Sorhouet et al. (2019) evaluaron el efecto de tres sistemas: agua clara, bioflocs y
bioflocs més sustratos artificiales (biopeliculas), sobre el desempefio productivo de L.
vannamei, en la fase de maternizacion, cultivado a densidades de 300, 600 y 900 org/m®. Los
resultados mostraron que en términos generales el crecimiento fue mejor a méas bajas
densidades y ligeramente mejor con el uso de biofloculos o biofloculos y biopeliculas, en

comparacion con el control (Figura 9).
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Figura 9. Crecimiento (g/semana), sobrevivencia (%) y biomasa (Kg) de L. vannamei cultivado en agua clara
(1, 2y 3), con bioflocs (4, 5y 6) y con bioflocs y sustratos (7, 8 y 9), a densidades de 300 (1,4 y 7), 600 (2, 5
y 8) y 900 (3, 6, 9) organismos/m?. (Tomada de Guemez-Sorhouet et al. 2019).

La sobrevivencia igualmente mostré ser mejor a densidades mas bajas, pero en el sistema

con bioflocs y sustratos se obtuvieron los mejores valores (Figura 5)

Respecto a la biomasa final obtenida, los mejores resultados se presentaron légicamente a
mayor densidad, pero fueron mas altos en el sistema con bioflocs y sustratos, seguido del

sistema con solo bioflocs y finalmente el control (Figura 6)

El FCA no observo un patrén definido tal como se presenta en la figura 7. En general los
valores menores se presentaron a las densidades medias, pero no se observa un efecto de
biofl6culos o sustratos en este parametro, contrariamente a lo que otros investigadores y

nuestro grupo han encontrado.

Por ejemplo Peiro et al. (2019 En prensa), reportan un FCA mucho més bajo en sistemas con
biofléculos utilizando salvado de avena como nucleador, en comparacion con un cultivo sin
biofloculos (Tabla 1)
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Tabla 1. Parametros de produccion de L. vannamei en pre-engorda en sistemas con

biofl6culos utilizando como nucleadores salvado de trigo (ST), Semillas de amaranto (SAm)

y Salvado de avena (SAv), en comparacién con un control sin biofléculos (C)

Treatment Final Weight (g) SGR Survival (%) FCR
%l/day
ST 1.28+0.15%® 6.20+0.31° 95.3+4.8a 1.06+0.09°
SAmM 1.29+0.10° 6.24+0.20° 93.7+6.0a 1.06+0.08°
SAv 1.38+0.04° 6.43+0.08° 98.8+2.0a 0.92+0.05*
C 1.10+0.01° 5.83+0.03% 98.5+1.5a 1.20+0.02¢

En otro estudio, Vazquez Euan et al. (2019 en prensa), se encontrd que sin importar el origen

de la biopelicula, la sobrevivencia, crecimiento, biomasa final y FCA de camarén, L.

vannamei, fue mejor comparada con un grupo control, que no incluyo ningin tipo de

biopelicula (Tabla 2).

Tabla 2. Respuesta productiva de L. vannamei cultivado en presencia de tres tipos de

biopeliculas: biopelicula de consorcio microbiano inespecifico de origen marino (BMC),

biopelicula de diatomea Navicula incerta (BFA) y biopelicula de probiético comercial (BPC)

Parametros Control BMC BFA BPC

Peso inicial (g) 6.10 +0.3% 6.32 + 0.062 6.08 +0.17% 5.34 +0.72°
Peso final (g) 9.44 +0.84° 11.93 +0.56° 10.57 +1° 9.40 +0.99°
Peso ganado (g) 3.31£0.542 5.60 £ 0.522 4.42 +£0.892 4.00 +0.812
Biomasa ganada (%) 8.69 £5.792 58.28 + 8.05" 60.21 + 15.29° 58.04 + 14.84°
FCA* 2.21 £ 0.662 1.60 +0.162 1.60 +0.412 1.86 + 0.542
Sobrevivencia (%) 68.68 £ 17.32° 7747+25° 85.80 + 14.43? 87.93 £ 10.40?

* Factor de conversién alimenticia
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Efectos en la Condicion Fisiolégica y Estado Inmune

Algunos estudios recientes se han enfocado a evaluar el efecto de consorcios microbianos
sobre la condicion fisioldgica y estado inmune de organismos cultivados. Xu and Pan (2013),
probaron dos proporciones de C:N (15 y 20) en un sistema de cultivo con biofl6culos para
camaron y evaluaron su efecto en la condicidn fisiologica e inmune, encontrando que los
hemocitos totales, la actividad fagocitica, antibacterial y bacteriolitica, fue mayor en los
sistemas con biofloc (sobre todo con un C:N de 20), en comparacion con el control (Figura
10).
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Figura 10. Condicion fisiolégica y estado inmune de camardn en sistemas de biofléculos y diferentes
proporciones C:N. (Tomada de Xu and Pan, 2019)

También nuestro grupo de trabajo ha constatado el efecto de los consorcios microbianos en
la condicidn fisioldgica y estado inmune de camarones en cultivo. Becerra-Dorame et al.
(2014) probaron el efecto de consorcios microbianos asociados a biopeliculas y biofloculos
basados en organismos autotréficos y heterotréficos sobre varios metabolitos hemolinfaticos
indicadores de condicion fisioldgica e inmune del camarén durante su pre-engorda y
encontraron que fueron mejores en los tratamientos con la inclusion de consorcios, respecto
al control, pero en algunos aspectos fueron ain mejores en aquéllos basados en organismos
autotrdficos (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto consorcios microbianos asociados a biopeliculas y biofloculos basados en

organismos autotroficos y heterotroficos en parametros hematicos (mg mL™) de L. vannamei.

Proteina Glucosa Colesterol | Acilglicéridos Lactato SOD

Control 75.06 0.18 0.20 0.10 0.08 16.4
Autotréfico 130.0 0.28 0.33 0.18 0.05 27.3
Heterotrofico 93.7 0.34 0.24 0.35 0.05 50.0

En el mismo sentido, Gomez-Ramirez et al. (2019 en revision) reportan los siguientes

resultados para la evaluacion de metabolitos hematicos en camarones alimentados con

biopeliculas foto-autotréficas y mixotréficas (microalgas-bacterias probioticas) (Figura 11).
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Figura 11. Metabolitos hematicos en camarones alimentados con biopeliculas de microalgas (BFN);

microalgas/bacterias (BFNP) y control (A).
Efectos en la Expresion de Genes de Importancia Acuicola

Se encuentran en la literatura diversos estudios sobre el efecto del consumo de consorcios
microbianos asociados a biofldculos o biopeliculas, sobre la expresion de genes de interés en

diversos organismos de importancia acuicola.

Los cambios en la condicion fisioldgica y el estado inmune de los camarones en sistemas de
cultivo con biofléculos y/o biopeliculas pueden ser evaluados en el nivel més temprano de
respuesta de los seres vivos, es decir, en la expresion de los genes relacionados con las rutas
metabolicas que son afectadas por el ambiente y la alimentacion, como, por ejemplo, el
sistema inmune y el sistema digestivo. Al respecto, son numerosos los trabajos de
investigacion que han demostrado que por medio de la manipulaciéon de los consorcios
microbianos que conforman los biofl6culos y/o biopeliculas, ya sea por el origen de los
mismos, por las proporciones de carbono/nitrogeno, el uso de diferentes suplementos
alimenticios, fuentes de carbono, salinidad, etc. es posible aumentar la expresion de genes
claves que pueden incrementar el aprovechamiento del alimento, la talla y el peso, la
supervivencia y resistencia a patdgenos (Crab et al., 2012; Ekasari et al., 2014; Kin et al.,
2014; 2015; Cardona et al., 2015). Kheti et al., (2017), reportan que el consumo de
biofloculos activo la respuesta inmune, le expresion de genes relevantes al estado inmune y

la resistencia a enfermedades del rohu, Laveo rohita.
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En nuestro grupo de trabajo evaluamos el efecto en la respuesta productiva, sobrevivencia y

la expresion de los genes del sistema inmune, antioxidante y digestivo; profenol-oxidasa

(proP0O), catalasa, tripsina y quimotripsina, respectivamente, de tres tipos de biopeliculas

formadas con microorganismos heterotréficos o autotréficos de distinto origen; una con un

consorcio de microorganismos marinos, otra con microalgas diatomeas Navicula incerta y

otra con microorganismos de un probi6tico comercial.

La expresion relativa de los genes proPO, catalasa, tripsina y quimotripsina se analizé por

PCR en tiempo real en el hepatopancreas de camarones que fueron alimentados con los tres

tratamientos con biopeliculas (BFA, BCM y BPC) y un control sin biopelicula. En la figura

9 se puede observar que, aunque en la mayoria de los casos no hubo una diferencia

significativa entre la expresion relativa de los cuatro genes en los tratamientos con

biopeliculas, si se encontraron diferencias con respecto a la expresion detectada en el grupo

control (Figura 12).
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Figura 12. Expresidn relativa de los genes proPO (a), Catalasa (b), tripsina (c) y quimotripsina (d) en

hepatocitos de camardn cultivados con las diferentes biopeliculas.
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Los resultados positivos obtenidos en los cultivos de camaron con biopeliculas fue
probablemente una suma de los efectos directos de los microorganismos asociados a ellas, lo
cual incluye la presencia de bacterias nitrificadoras que mejoraron la calidad del agua, a la
excrecion de menor cantidad de amonio por parte de los camarones al alimentarse de
organismos vivos de las biopeliculas en sustitucion de una parte del alimento comercial, a la
colonizacion del tracto digestivo de un mayor numero de especies de microrganismos
benéficos que se sabe que directa o indirectamente inducen la expresion y actividad de
enzimas digestivas que mejoran la asimilacion del alimento, asi como de otros genes que
aumentan la resistencia de los animales cultivados a diversos estreses bidticos y abidticos
(Porchas-Cornejo et al. 2012; Zokaeifar et al. 2012; Anand et al. 2017; Duan et al. 2017).

Conclusiones

De la revision realizada y de las experiencias de nuestro grupo de trabajo podemos concluir

que:

1. La caracterizaciéon de los consorcios microbianos se ha facilitado grandemente con las
nuevas herramientas metagendmicas y softwares que permiten no solamente la identificacion

de microorganismos a niveles muy especificos, sino ademas elucidar sus perfiles funcionales.

2. Es factible la manipulacion de los consorcios mediante cambios inducidos en términos
de: ind6culos iniciales, suplementacion de nutrientes especificos y manejo de sus
proporciones, variacion de las condiciones ambientales y fisicoquimicas de la columna de

agua, introduccion de sustratos fijos o flotantes de diferente origen, entre otros.

3. Independientemente del origen de los microorganismos formadores de biopeliculas, su uso
mejora la calidad del agua, asi como las condiciones fisiologicas y del sistema inmune de
camarones Yy peces, la cual puede medirse inicialmente por los cambios en la expresion de

los genes de rutas metabolicas claves.

4. Los efectos anteriormente mencionados se reflejan en una mejor respuesta productiva de
los organismos cultivados en términos de crecimiento, sobrevivencia, FCA, biomasa final

obteniday calidad postcosecha.
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Resumen

Este estudio analizd la correlacione reciproca ente la temperatura y la dieta en la estructura de la microbiota
intestinal de Seriola lalandi. Los juveniles se aclimataron a 20 y 26°C durante 30 dias, durante este tiempo, los
peces fueron alimentados con dietas con tres niveles de inclusion de lipidos (7, 14 y 21%). La microbiota fecal
de S. lalandi se caracterizé utilizando la secuenciacién de alto rendimiento de la region V3 del gen 16S rRNA.
Se observo un cambio significativo en la microbiota fecal en relacién con temperatura de aclimatacion en donde
en la temperatura de 26°C las Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs) identificadas pertenecian a las
familias Pseudomonadacea, Alcaligenaceae y Microbacteriaceae mientras que las en 20°C fueron Micavibrio,
Comamonadaceae y Saprospiraceae. Ademas, se observaron diferencias significativas entre las OTUs
identificados en los tratamientos dietéticos, en los que Actinobacterias (7% de lipidos), Gammaproteobacterias
(14% de lipidos) y Betaproteobacterias (21% de lipidos) fueron los phylum identificados preferentemente a
partir de cada dieta. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la importancia de la temperatura
ambiental y los componentes de las dietas para mantener un equilibrio en la microbiota intestinal de Seriola
lalandi. Actualmente estamos desarrollando un proyecto con Totoaba macdonaldi donde analizaremos el efecto
de la temperatura de aclimatacién y la inclusion de soya en su dieta sobre la estructura y posible funcion de la

comunidad microbiana.

Palabras clave: Microbiota intestinal, Seriola lalandi, Totoaba macdonaldi, Temperatura de aclimatacion
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Introduccion

La microbiota intestinal puede ser definida como el conjunto de microorganismos que
habitan el intestino de cualquier vertebrado (Sommer and Backhed, 2013). Dentro de estos
microorganismos se pueden distinguir levaduras, hongos, protozoarios y virus, sin embargo,
las bacterias son los microorganismos a los que se refiere el término microbiota intestinal
debido a su abundancia y diversas funciones (Nayak, 2010; Serra et al., 2019). Aunque la
microbiota intestinal asociada a los vertebrados es muy diversa, se pueden reconocer a los
phylum Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes como los principales grupos bacterianos
asociados al intestino (Ikeda-Ohtsubo et al., 2018).

El metabolismo de los diferentes microorganismos que habitan el intestino de los vertebrados
puede favorecer la nutricion de los hospederos al mejorar la absorcion de los nutrientes. Estos
microorganismos pueden solubilizar los elementos de las dietas a través de enzimas
extracelulares lo que facilita la absorcion de las moléculas simples a traves del epitelio
intestinal del hospedero (Nayak, 2010; Ikeda-Ohtsubo et al., 2018; Butt and VVolkoff, 2019).
Asi mismo, pueden proveer de enzimas que el hospedero no presenta, y a traves de estas,
digerir compuestos de las dietas que los hospederos no pueden aprovechar (Butt and VVolkoff,
2019). De esta manera, la microbiota intestinal puede llegar a ser un componente del sistema
digestivo de suma importancia para la nutricion de los hospederos y un mecanismo a través
del cual, es posible mejorar la asimilacion de elementos alternativos en las dietas formuladas.
Aparentemente el rol que la microbiota intestinal desempefia dentro del intestino de los
hospederos es significativo para el desempefio fisioldgico intestinal éptimo de los peces y
asi, generar el méximo aprovechamiento posible de los nutrientes de la dieta. Las dietas para
el cultivo de peces carnivoros deben de presentar una calidad y cantidad adecuados de las
porciones proteicas y lipidicas ya que las proteinas son una fuente de aminoacidos para la
formacion de tejido nuevo, mientras que los lipidos son utilizados para la generacion de
reservas energéticas y mantenimiento de los requerimientos energéticos diarios (Cowey and
Sargent, 1972; Watanabe, 1987). En este caso, se conoce que algunos géneros bacterianos
gue comunmente forman parte de la microbiota intestinal de peces carnivoros como lo son

los Vibrio y las Photobacterias, producen proteasas que podrian contribuir a la solubilizacion
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de las proteinas de la dieta (Ikeda-Ohtsubo et al., 2018). Por otro lado, en estudios en el pez
cebra, se han identificado diversos microorganismos que podrian estar asociados a la
solubilizacion de lipidos y a la estimulacion de la formacion de gotas lipidicas en el epitelio
intestinal (Semova et al., 2012). Esta informacidn es relevante ya que estipula la participacion
de la microbiota intestinal en el mantenimiento de la homeostasis energética y la regulacion
del metabolismo de lipidos en peces.

La microbiota intestinal, al igual que todos los demés sistemas que conforman un organismo
vivo, sufre cambios al transcurrir el ciclo de vida del hospedero. Los primeros
microorganismos que tienen la capacidad de colonizar el tracto digestivo de los peces,
muchas veces estan asociados a los huevecillos, y por supuesto, al medio ambiente que rodea
a las larvas antes y después de eclosionar (Ringo, 1999; Austin, 2006). Cuando las larvas son
capaces de alimentarse por si mismas, es bien conocido que la estructura de la comunidad
microbiana es modificada por los elementos de la dieta. Existen diferentes investigaciones
donde se ha identificado la influencia de los elementos de las dietas en la estructura y
abundancia de la comunidad microbiana de diferentes peces, siendo este, uno de los factores
mas estudiados por la relevancia para la nutricion acuicola (Kotzamanis et al., 2007;
Ingerslev et al., 2014; Estruch et al., 2015; Grajardo et al., 2016; Neuman et al., 2016;
Villasante et al., 2019). Por otro lado, los factores abidticos como la temperatura y la
salinidad también pueden tener un impacto significativo en la microbiota intestinal, sin
embargo, la influencia de estas variables aun no es del todo comprendida. La influencia de
las variables fisicas del medio donde se desarrollen los peces, debera ser estudiada en relacion
a la nutricion de éstos debido a que repercuten significativamente en su desempefio
fisiol6gico.

La temperatura es uno de los factores abidticos mas importantes para el desempefio
fisiolégico de los organismos eco-termos como lo son los peces. En este caso, la temperatura
gobierna la tasa en la que se llevan a cabo los diferentes procesos metabdlicos (Schulte, 2015)
y repercute en la velocidad en la que se lleva a cabo la alimentacion, la asimilacion de los
nutrientes y, por lo tanto, el crecimiento (Secor, 2008; Miegel et al., 2010; Bowyer et al.,
2012; Bowyer et al., 2013). Al ser la temperatura un factor determinante de los procesos

fisiolégicos de los peces, esta variable fisica del agua, podria modificar la microbiota
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intestinal de manera directa o indirecta y afectar la homeostasis y funcionamiento intestinal.
Es por ello que en el presente trabajo de investigacion se estudio el efecto de la temperatura
de aclimatacion y la dite (dieta)? , sobre el metabolismo, el crecimiento y la microbiota
intestinal del jurel Seriola lalandi, con ello aportar informacidn que podria ser relevante para

la nutricion de especies carnivoras y su relacion con la microbiota intestinal.

Materiales y Métodos

Los experimentos fueron desarrollados en las instalaciones del Centro de Investigacion
Cientifica y Educacion Superior de Ensenada Baja California (CICESE), México, en
colaboracién con el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),
Mazatlan, México. Para ello, 400 juveniles (6 £ 0.5 g) de la especie S. lalandi se obtuvieron
de los laboratorios Baja Seas Aquaculture, Eréndira, Baja California, México. Los peces se
transportaron por via terrestre dentro de un estanque de 500 L hasta los laboratorios de
Biotecnologia Marina del CICESE.

Una vez en CICESE, los peces fueron distribuidos en seis estanques de fibra de vidrio de 500
L cada uno para su aclimatacion a 20, 23, 26, 29 y 32°C. Los estanques fueron conectados a
un sistema de recirculacién de agua marina el cual estd formado por un tanque de
compensacion de 100 m3, un sistema de filtracion (filtro bioldgico y luz UV) y una bomba
de 10-hp que distribuye el agua a los diferentes estanques. Asi mismo, cada estanque conto
con piedras de aireacién para el suministro de oxigeno a través de un Blower de 10-hp
(Regenair® Regenerative Blower, MI, USA), ademas, cada estaque contd con un sistema de
control de temperaturas el cual consiste en una resistencia de 1000 watts (Finnex, TH-800
POLUS, Chicago, IL, USA) y un controlador térmico digital (Finnex, HC-0810M, Chicago,
IL, US). Los peces fueron aclimatados durante 21 dias a las diferentes temperaturas. Una vez
concluido el periodo de aclimatacion se realizaron las mediciones de consumo de oxigeno
para determinar el efecto de la temperatura de aclimatacion en el metabolismo de los
juveniles.

El consumo de oxigeno se realiz6 en cdmaras respirométricas de 1000 ml de capacidad

colocadas dentro de un estanque de fibra de vidrio de 250 L. El estanque estuvo equipado
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con el sistema de control térmico antes referido con el objetivo de mantener las condiciones
térmicas del agua segun se requiriera durante las mediciones de consumo de oxigeno. Las
camaras respirométricas fueron provistas de un sensor de fibra optica (precision £ 0.005%
O2, limite de deteccion 0.03% O2) conectado a un mini amplificador OXY-10 (PreSens
Precision Sensing GmbH, Regensburg, DE) para registrar el oxigeno disuelto en el agua.
Cinco peces provenientes de una de las temperaturas de aclimatacion, fueron introducidos
individualmente en las cdmaras de respirométricas, después de un periodo de 20 min con el
sistema abierto, se procedio a cerrar las cAmaras respirométricas y a realizar un registro de
los valores de oxigeno disuelto dentro de las camaras cada 30 s por 5 min. Posteriormente se
extrajo a los peces de las cdmaras para ser pesados y finalmente ser regresados a sus
correspondientes estanques de aclimatacion.

En la segunda etapa del proyecto, 150 juveniles (15 + 2 g) fueron distribuidos en seis
estanques de fibra de vidrio de 500 L cada uno, para evaluar el efecto de la temperatura de
aclimatacion en la microbiota intestinal de los juveniles. Los peces fueron aclimatados a las
temperaturas de 20 y 26°C por 30 dias. Durante este periodo de aclimatacidon, los organismos

fueron alimentados con tres dietas diferentes (7, 14 y 21% de inclusion de lipidos; Tabla 1).

Table 1. Formulacion de las dietas experimentales y composicion proximal.

Ingredientes (g) 7%dieta  14%dieta  21% dieta

Harina de sardina 32,55 36,00 38,58
CPSP 13,00 25,00 30,00
Pasta de soja 10,00 10,00 10,00
Gluten de maiz 24,64 9,02 2,00
Harina integral de 15,18 9,21 3,27
trigo

aceite de higado de 0,20 2,83 5,22
bacalao

Lecitina de soya 0,50 4,00 7,00
Acido alginico 2,00 2,00 2,00
Premezcla mineral 1,00 1,00 1,00
Premezcla 0,70 0,70 0,70
vitaminas

Cloruro de colina 0,13 0,13 0,13
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Vitamina C Stay C 0,08 0,08 0,08
BHT antioxidante 0,02 0,02 0,02
Formulacion total 100,00 100,00 100,00
(9)

Humedad (%) 8.40 11.80 8.50
Proteina (%) 59.00 61.20 61.90
Extracto etéreo (%) 6.20 13.10 20.30
Fibra (%) 0.50 0.40 0.30
Ceniza (%) 9.20 10.40 11.00
Extracto libre de 26.10 16.90 9.90
nitrégeno (%)

Energia (Cal / G) 4756.30 4978.90 5179.10

CPSP- Concentrado de proteina soluble de pescado.

Una vez que termino el periodo de aclimatacion, se colectaron muestras de heces de cuatro
peces por tratamiento a través de stripping abdominal y se procedio a realizar la extraccion
de ADN genémico. EI ADN total de las heces se extrajo con CTAB (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, DE), utilizando 10 pl de lisozima, 20 pl de proteinasa K y tres choques térmicos
de 50 / -80°C para la lisis celular. Después de la precipitacion con etanol, la integridad del
ADN se verificd a través de geles de agarosa al 1%. Se utilizé un espectrofotémetro UV
NanoDrop ND-1000 para realizar las cuantificaciones de la biomasa del ADN (Nano-Drop
Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.) posteriormente se amplificé la regién V3 del gen
16S rRNA para su secuenciacion. Esta region se amplifico por PCR con los cebadores
propuestos por Huse et al. (2008); con adaptadores llumina (San Diego, CA, EE. UU): 16S-
V3_338f (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG acy cctacg ggr ggc
agcag) y 165V3_533r (GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTATAA GAG ACA G tta
ccg cgg ctg ctg gca c¢). El programa de amplificacién consisti6 en un paso de
desnaturalizacion a 95°C EIl programa de amplificacion consisti6 en un paso de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 35 s, alineamiento a 56°C durante 35 s y extension 72°C durante 30 min; y
extension final a 72°C durante 10 min. Los amplicones de PCR se purificaron con perlas

magnéticas Ampure XP y luego se agregaron indices llumina para cada muestra en una
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segunda PCR, seguido de una segunda limpieza con perlas magnéticas. Este grupo se
cuantifico con el ensayo HS para el Qubit y se ajusto a 4 nM para una mayor
desnaturalizacion, dilucién a 2 pM y secuenciacion en una celda de flujo de salida media
(300 ciclos) en un Ilumina Miniseq.Una vez que los archivos de secuenciacion se obtuvieron
en formato FASTQ, se procesaron con el pipeline metagendmica https:

/lgithub.com/GenomicaMicrob/metagenomic_pipeline.

Resultados

El efecto de la temperatura de aclimatacion sobre la tasa metabodlica de los juveniles fue
significativo (p < 0.05); cuanto mayor fue la temperatura de aclimatacion, se observéd un
incremento del consumo de oxigeno hasta la temperatura de 29°C (Figura 1). Aunque no se
presentaron diferencias estadisticas significativas entre los consumos de oxigeno en los
organismos aclimatados a las temperaturas de 20 hasta 26°C, se registré una tendencia a
incrementar con respecto al aumento de la temperatura de aclimatacion. En la temperatura
de aclimatacion de 29°C se presentaron los valores mayores de consumo de oxigeno,
mientras que en 32°C se registrd una disminucién de la tasa de consumo de oxigeno con

respecto a la temperatura de 29°C.
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Figura 1. Consumo de oxigeno de los juveniles de Seriola lalandi aclimatados a las temperaturas de 20, 23, 26, 29 y

32°C. Los valores de consumo de oxigeno son representados como los promedios + ES vy las diferencias estadisticas

significativas (p) son representadas con diferentes letras.

El crecimiento de los peces fue significativamente diferente (p < 0.05) respecto a las
temperaturas y las dietas suministradas (Tabla 2). Los peces con mayor tasa de crecimiento
fueron los alimentados con las dietas de 14 y 21% de lipidos lo que gener6 también mayor
incorporacion de lipidos en higado (datos no mostrados). En los peces alimentados con una
dieta del 7%, los valores de Pl, PG% y TCE fueron mas bajos en ambas temperaturas de
aclimatacion. Ademas, los organismos alimentados con la dieta del 7% no generaron reservas
de energia en el higado ya que no se observaron depdsitos de lipidos en las secciones
histoldgicas (datos no mostrados). Eso indica que la dieta de inclusion de lipidos al 7% no

fue suficiente para mantener el crecimiento de organismos juveniles.
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Tabla 2. Parametros de rendimiento de crecimiento inicial y final y utilizacion de alimento de S. lalandi alimentado

con dietas
T 20°C
DIETAS 7% 14% 21% 21%
Pl 535+4.2 525+34 53.2+45 535+6.4
PF 61.3+10.12 80.9 +12.5° 71.3 £13.6° 90.0+ 6.6¢
PG % 14.62 54.3° 34.0° 68.2¢
TCS 0.42 1.4° 0.9¢ 1.7¢
FC 0.9? 0.8% 0.92 0.92
TCA 3.20 1.6° 2.5° 1.2b

PI- Peso inicial (media = DE), PF — Peso final (media + DE), PG% - Porcentaje de ganancia de peso, TCS - Tasa de

crecimiento especifica, FC — Factor de conversion, TCA- Tasa de conversion alimenticia.

experimentales a las dos temperaturas de aclimatacion

Tras la secuenciacion masiva de la region V3 del gen 16S ARNr se obtuvieron 833,912
secuencias, de las cuales se asignaron a 2405 OTUs. Los grupos bacterianos que se

encontraron independientemente del tratamiento fueron Proteobacteria, Actinobacteria,

Firmicutes y Bacteroidetes. En los tratamientos a 26°C las principales familias fueron

Alcaligenaceae, Microbactetiaceae y Pseudomonadaceae, mientras que para los organismos

aclimatados a 20°C fueron Comamonadaceae, Micavibrio y Saprospiraceae (Figura 2).
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Cellvibrionaceae
Rubritaleaceae
Hahellaceae
Saccharospirillaceae
Hartmannibacter
Shewanellaceae
Bacillaceae
Micromonosporaceae
Micavibrio
Comamonadaceae
Saprospiraceae
Pseudomonadaceae
Alcaligenaceae
Microbacteriaceae
Unclassified Betaproteobacteria

Figura 2 Microbiota intestinal del jurel Seriola lalandi aclimatados a 20 y 23°C. Los peces se alimentaron con diferentes

proporciones de lipidos donde L0O7 fue el tratamiento con un porcentaje de inclusion del 7% de lipidos, L14 fue de 14% de

inclusion de lipidos y L21 fue la dieta con 21% de inclusion de lipidos.

Los OTUs identificados en 20°C correspondieron a las familias Enterobacteriaceae,

Bradyrhizobiaceae y Propionibacterium, los cuales pertenecen a los phylum Proteobacteria,

Actinobacteria respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Abundancia relativa de la microbiota intestinal asociada a las heces de Seriola lalandi aclimatados a 20°C.
Los peces se alimentaron con diferentes proporciones de lipidos donde LO7 fue el tratamiento con un porcentaje de inclusion
del 7% de lipidos, L14 fue de 14% de inclusion de lipidos y L21 fue la dieta con 21% de inclusion de lipidos.

Los organismos aclimatados a 26°C presentaron menores valores en los indices de riquezas
(Chao-1 = 1525, Shannon = 3.86) que los organismos aclimatados a 20°C (Chao-1 = 1603,
Shannon= 4.75) independientemente de la dieta que consumieron, sin embargo, mayor
ntmero de individuos (Individuos 941,106 en 26°C vs 360,543 en 20°C). En relacion al
efecto de las dietas, en los organismos aclimatados a 26°C fue mayor la riqueza de especies
en los organismos alimentados con las dietas con menor porcentaje de inclusion de lipidos
(Chao-1 = 965, 646, 551; Shannon = 4.15, 3.35, 3.33 respectivamente). Por otro lado, en
20°C con el incremento del porcentaje de inclusion de lipidos, se encontrd mayores indices
de riqueza (Chao-1 = 500, 431, 1117; Shannon = 3.06, 4.28, 4.41 respectivamente). Cabe
destacar que la dieta de 21% de inclusion de lipidos en los peces a 20°C presentd el mayor
numero de individuos en comparacion a los demas tratamientos (Individuos = 254,430).
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Discusion

En la presente investigacion se evalud primero el efecto de la temperatura de aclimatacion
en el consumo de oxigeno de Seriola lalandi como un indicador del estado metabolico de los
juveniles, con ello identificamos las temperaturas 6ptimas y sub-6ptimas para el desempefio
metabolico de esta especie. Posteriormente, se evalud el efecto de dos temperaturas
(temperatura 6ptimas y temperatura sub-0ptima) asi como el porcentaje de inclusion de
lipidos en sus dietas en su crecimiento y en la estructura de su microbiota intestinal. Estos
resultados son discutidos en relacion a la salud nutricional de esta especie en diferentes
condiciones térmicas.

Las tasas de consumo de oxigeno fueron influenciadas por las temperaturas de aclimatacion
donde observamos un incremento del consumo de oxigeno con respecto al aumento de la
temperatura desde 20 hasta 29°C, para finalmente disminuir a 32°C. Este efecto de la
temperatura de aclimatacion sobre la tasa metabdlica ya ha sido previamente caracterizado
(Brett, Groves, 1979; Dowd, 2006). Los estudios han sugerido que existe una relacion
intrinseca entre la tasa metabdlica de rutina de los peces y la temperatura ambiental, por lo
que la tasa metabdlica normalmente aumenta de la misma manera que la temperatura. Este
fendmeno se ha explicado con la curva de rendimiento térmico (segin la ecuacién de
Arrhenius) como un efecto termodindmico (Schulte, 2015). En este caso, los organismos
aclimatados a temperaturas de 29°C probablemente requirieron un aumento significativo en
las tasas de consumo de oxigeno para compensar la insuficiencia del suministro de oxigeno
celular, mientras que los organismos aclimatados a 32°C mostraron un estado de agotamiento
en esta temperatura durante el periodo de aclimatacion de 21 dias. Probablemente la
supervivencia de los juveniles en 32°C dependera de la capacidad bioguimica para la
produccién de ATP dependiente de oxigeno y la capacidad de reducir la demanda de energia
mediante la supresion controlada de la tasa metabolica (Rosewarne et al., 2016).

Cuando analizamos el efecto de la temperatura de aclimatacion y el porcentaje de lipidos
incluidos en la dite, observamos menor peso final y crecimiento especifico en los organismos
alimentados con las dietas de 7% de inclusién de lipidos independientemente de la

temperatura de aclimatacién. La disminucion en el crecimiento con respecto a una
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disminucion en la proporcién de lipidos en la dieta se ha observado en otras especies de peces
marinos como Sparus aurata (Caballero et al., 1999). Esta disminucion en el crecimiento
esta relacionada con la insuficiencia de los niveles de lipidos para mantener la energia
necesaria y con esto un uso posterior de proteinas en la dieta para generar energia (Cowey y
Sargent, 1977; Douglas, 2003). Esto sugiere en el uso de lipidos en la dieta para mantener la
energia, lo que impide la generacion de reservas de energia en tejidos como el higado.

Se ha informado que el aumento del porcentaje de lipidos puede contribuir a mantener la
deposicion de proteinas (Kaushik y Cowey, 1991; Kaushik y Médale, 1994; VVan der Meer et
al., 1997). De esta manera, nuestros tratamientos con 21% de inclusion de lipidos no parecen
dafar a los peces de ninguna manera. Este porcentaje de lipidos gener6 altos valores de
crecimiento, y también se observo la generacion de reservas de energia en el higado. Cabe
sefialar que diferentes estudios han informado que esta formacion de gotas de lipidos esta
asociada con un estado saludable y no con un sindrome patolégico (Mosconi-Bac 1987;
Segner y Witt 1990).

Los grupos bacterianos identificados a través de la secuenciacion masiva de la region V3 del
gen 16SARNTr han sido reportados anteriormente como parte de la microbiota intestinal de
peces marinos (Ikeda-Ohtsubo et al., 2018). En este caso, al realizar los analisis de los efectos
combinados de la temperatura y la proporcién de lipidos dietarios, es posible sefialar que el
factor que propicio el mantenimiento de la microbiota intestinal en los diferentes tratamientos
alimenticios a 26°C fue la temperatura ambiental; la disminucion de la temperatura del agua
de 26 a 20°C disminuy6 el numero de OTUs de los grupos bacterianos mas abundantes.
Segun nuestros resultados, la temperatura de 26°C podria considerarse la temperatura éptima
no sélo para el metabolismo de S. lalandi sino también para mantener la estabilidad en la
microbiota intestinal a pesar del hecho de que se suministraron dietas con diferentes
proporciones de lipidos.

Los grupos bacterianos que fueron diferencialmente identificados en los tratamientos con
mayor inclusion de lipidos fueron los generos Citrobacter y Enterobacter, estos dos grupos
son ampliamente conocidos por su contribucidn enzimatica durante los procesos de digestidn
en diferentes peces (Ray et al., 2012). Se sabe que la microbiota intestinal desempefia un

papel determinante en el estado de salud del huésped; en general, una comunidad bacteriana
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beneficiosa muestra altos valores de riqueza y abundancia relativa, que se asocia con una
mayor capacidad metabolica y bienestar (Dehler et al., 2017). De esta forma, es posible
sefialar que, en 20°C, la microbiota intestinal de S. lalandi requiere de la inclusion de mayor

porcentaje de lipidos para mantener altos niveles de riqueza y abundancia saludables.

Conclusion

Factores ambientales, como la temperatura, tienen un efecto determinante en la composicion
de la microbiota intestinal de Seriola lalandi. La temperatura de aclimatacion de 26°C
permitio el establecimiento de la microbiota intestinal a pesar de que se suministraron
diferentes dietas; en contraste, la temperatura de aclimatacién de 20°C se asocié a un aumento
en la riqueza de especies, pero una disminucion en la abundancia relativa de la microbiota
intestinal. No obstante, la inclusion de una cantidad de 21% de lipidos en la dieta permitid
mantener los valores altos de indices de riqueza y abundancia de la microbiota intestinal a

pesar de encontrarse en una temperatura sub-éptima.

Perspectivas a futuro: Totoaba macdonaldi

La Totoaba macdonaldi es un pez carnivoro marino endémico del Golfo de México que
puede llegar a crecer hasta 2 m y pesar 100 kg (Flanagan and Hendrickson, 1976; Roman-
Rodriguez, 1994). Desde los afios 90, este organismo ha sido de gran importancia para la
economia de esta region lo que eventualmente ocasiond la reduccion de sus poblaciones hasta
casi su extincion (Cisneros-Mata et al., 1995). Debido a ello, diferentes instituciones como
la Universidad Autdnoma de Baja California (UABC) dedican tiempo y recursos para su

estudio, recuperacion de poblaciones naturales y aprovechamiento sustentable.

Uno de los principales desafios para la acuacultura de peces carnivoros, es encontrar
alternativas nutricionales que sustituyan total o parcialmente los elementos convencionales
de las dietas (harinas de pescado). Por ejemplo, las fuentes proteicas vegetales, son una de

las alternativas para la produccion sustentable de alimentos para la acuacultura, siendo la
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soya ampliamente estudiada por su alto contenido proteico (Hardy 2010; Daniel, 2016;
Chakraborty et al., 2019). Si bien la soya puede aportar de 44 hasta 65% de proteina cruda,
la soya y los compuestos derivados de la misma, contienen diferentes compuestos anti
nutricionales que afectan la integridad del intestino, la actividad enzimatica y la absorcion de
nutrientes (Francis et al., 2001).

La microbiota intestinal puede ayudar a metabolizar los compuestos anti nutricionales de la
soya, asi como contribuir a la digestion de las proteinas de origen vegetal y mejorar su
absorcion. La investigacion en torno al efecto de los componentes de las dietas en la
microbiota intestinal de las diferentes especies, puede contribuir a dilucidar la relacién entre
los microorganismos en el intestino de los peces y su salud intestinal. De esta forma,
manipular la microbiota intestinal a través de la alimentacion para obtener las mejores
respuestas no solo en crecimiento, sino también en salud acuicola. Es por ello que en el
presente estudio se plantea investigar el efecto del concentrado proteico de soya sobre el
transcriptoma del higado y la microbiota intestinal de la Totoaba macdonaldi para generar
informacion relevante a lineas de investigacién como la nutricién acuicola que contribuiran
a la sumar de elementos para la toma de decisiones en el desarrollo de los proyectos de
nutricion acuicola.

Como primer objetivo, se determinard la biologia térmica de juveniles de Totoaba
macdonaldi, para ello se aclimataran por 20 dias 200 juveniles de un peso promedio de 50 g
a las temperaturas de 20, 23, 26, 29°C. Posterior al periodo de aclimatacion se avaluaran las
tasas de consumo de oxigeno, el crecimiento, y el efecto de las cinco temperaturas de
aclimatacion sobre la microbiota intestinal de los juveniles. Posteriormente se evaluara la
mejor condicion térmica y se suplementaran cuatro dietas diferentes con los porcentajes de
inclusion de soja de 0, 15, 30 y 45%. Al final de los bioensayos se evaluaran el crecimiento,
actividad enzimatica, histologia del intestino y finalmente el efecto de la soya en la estructura

de la comunidad microbiana.
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Resumen

Los peces de cultivo tendran un papel protagénico como fuente de proteinas para la humanidad en el futuro
inmediato. La sustentabilidad de la piscicultura podria potenciarse a través de una nutricién adecuada que vaya
de la mano con la diversidad y la modulacion de la microbiota intestinal de los peces. Dicha modulacion, a
través de la suplementacion dietética de probioticos, es una nueva alternativa para mejorar la salud intestinal,
potenciar el crecimiento y el bienestar de los peces de cultivo. Al estimular la microbiota, se mejora la
utilizacion de nutrientes, el metabolismo y la respuesta inmune. En este trabajo se revisan los efectos de los
probidticos en peces, con un enfoque nutrigenémico, asi como su influencia en la microbiota y sus efectos en
el hospedero. El futuro de la investigacién y la utilizacion de probiéticos, con el apoyo de ciencias 6micas
(nutrigenémica y microbiémica), nos llevara a la busqueda de probioticos autéctonos aislados de los propios
hospederos, que tienen el potencial de ser mas eficientes que los probioticos aldctonos. Con la generacién de

dietas con probidticos autéctonos se espera obtener mayor eficiencia en la nutricion y desempefio de los peces.
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