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Asunto: Voto aprobatotio sobre trabajo
de tesis de grado de Maestria

Pra. Ilvone Giffard Mena
Coordinadora de Investigacion y
Posgrado, F.C.M.

Presente

Estimada Dra. Giffard:

Me dirijo a usted en mi calidad de Sinodal encargado de revisar la tesis de Maestria
presentada por el estudiante Manuel Jacob Casariego Martinez, como parte de los
requisitos para obtener el grado de Maestro en Ciencias en Oceanografia Costera.

Tras llevar a cabo una revisién minuciosa y exhaustiva del trabajo mencionado, es mi
deber informarle que he emitido mi Voto Aprobatorio sobre la tesis titulada:

EVALUACION DEL EFECTQ DEL PHYTOBUTYRIN EN LA MICROBIOTA Y LA CALIDAD
DEL AGUA DE UN SISTEMA BE CULTIVO BIOFLOC,

He realizado esta revisién con el compromiso de asegurar gue el trabajo cumple con los
estdndares de calidad y excelencia académica requeridos por nuestro programa de
posgrado. Después de un anélisis detenido, he llegado a la conclusién de que el trabajo
de tesis satisface plenamente estos criterios y representa una contribucién valiosa al
campo de la Oceanografia Costera.

El trabajo exhibe una sdlida base tedrica, una metodologia rigurosa y una presentacion
coherente de los hallazgos. Las referencias bibliograficas estdn actualizadas vy
pertinentes, y las figuras y tablas son claras y respaldan eficazmente los argumentos del
texto. La seccién de conclusiones proporciona un resumen solido de los resultados y sus
implicaciones, la referencias y citas estan actualizadas y son pertinentes,

Ensenada, B. C, a 16 de mayo de 2024

Atentamentlyd,

Dr. Ernesto Larios Soriano
Sinodal

c.c.p. Expediente
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Resumen de tesis para obtener el grado de MAESTRO EN CIENCIAS EN
OCEANOGRAFIA COSTERA que presenta Manuel Jacob Casariego Martinez, como
requisito parcial para su titulacion en la Facultad de Ciencias Marinas. Ensenada, Baja

California, México. Marzo 2024

EVALUACION DEL EFECTO DEL PHYTOBUTYRIN EN LA MICROBIOTA Y LA

CALIDAD DEL AGUA DE UN SISTEMA DE CULTIVO BIOFLOC

Resumen aprobado por:

Dr. Samuel Sanchez Serrano Dr. André Luiz Braga de Souza

Los fitogénicos son extractos de plantas que se utilizan en la dieta de los animales de
consumo, debido a los beneficios que presentan, como son: antiestrés, antimicrobianos,
antioxidantes y promotores de crecimiento lo que en conjunto ayuda al bienestar de los
organismos cultivados, sin embargo, el uso de fitogénicos con propiedades antimicrobianas
en conjunto con sistemas de produccién biofloc es un tema poco explorado, por lo que en
este trabajo se evaluo el efecto que tiene el Phytobutyrin en la microbiota y su influencia en
la calidad del agua de un sistema de cultivo BFT expuesto a distintas concentraciones de
Phytobutyrin tanto de manera crénica como aguda. El disefio experimental fue de 1 factor
y 4 niveles (C, T1, T2 y T3), en donde se afiadieron 0, 0.5, 1 y 2 mg Kg"' de Phytobutyrin
respectivamente directamente al sistema. Se utilizaron 12 unidades experimentales de 19L
(23 x 23 x 15 cm) en donde se mantuvieron constantes la temperatura, el oxigeno disuelto
y la salinidad y se evaluo la concentracion de amonio, nitrito y nitrato, asi como el pH y la

alcalinidad del biofloc, se evalud la normalidad de los datos con una prueba de Shapiro-



Wilk y para evaluar los datos obtenidos de la calidad del agua de cada una de las unidades
experimentales se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA), y si se encontraban
diferencias significativas se realizé una prueba de Tukey. Para evaluar la estructura de la
comunidad bacteriana, se tomo6 una muestra de cada unidad experimental y se extrajo el
ADN metagendémico, y se secuenciaron los genomas completos. Se descartaron las
secuencias de baja calidad (Q < 30) y se realiz6 la asignacién taxonémica utilizando la
herramienta KAIJU y la base de datos del NCBI. Se evalud la riqueza, abundancia y
diversidad a de especies de cada una de las unidades experimentales, para después
evaluar la diversidad B para buscar diferencias entre las comunidades. Se encontraron
diferencias significativas en el consumo de alcalinidad en el T3, pero no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) en la concentracion de amonio (2.6 £ 0.6), nitrito (0.3
0.3) y nitrato (80.1 + 46.0), asi como en el pH (7.9 + 0.1) de las unidades experimentales.
No se encontraron diferencias significativas en la riqueza de especies (11,803 + 2482) o la
diversidad a de especies (6.754 + 0.04) mientras que los analisis de diversidad B indican
que la microbiota presente en los distintos tratamientos es similar (p >0.05) y el PCoA indico
que las diferencias encontradas no fueron provocadas por el efecto de Phytobutyrin (stress
= 0.0014). Se concluye que el fitogénico Phytobutyrin no provoco cambios significativos en
la microbiota del biofloc, en donde se mantuvieron los principales phylums bacterianos, lo

cual permite al sistema mantener una buena calidad del agua.

Palabras clave: Fitogénicos, Biofloc, Microbiota



Phytogenics are plant extracts used in the diet of livestock animals due to their beneficial
properties, such as anti-stress, antimicrobial, antioxidant, and growth-promoting effects,
which collectively contribute to the well-being of cultured organisms. However, the use of
phytogenics with antimicrobial properties in conjunction with biofloc production systems is
an underexplored area. Therefore, this study evaluated the effect of Phytobutyrin on the
microbiota and its influence on water quality in a Biofloc Technology (BFT) cultivation system
exposed to different concentrations of Phytobutyrin, both chronically and acutely. The
experimental design involved a single factor with four levels (C, T1, T2, and T3), where 0,
0.5, 1, and 2 mg Kg™' of Phytobutyrin were added directly to the sistem, of each expermiental
unit. Twelve experimental units of 19L (23 x 23 x 15 cm) were used, maintaining constant
temperature, dissolved oxygen, and salinity. The concentrations of ammonia, nitrite, and
nitrate, as well as pH and alkalinity of the biofloc, were evaluated. Normality of the data was
assessed using the Shapiro-Wilk test, and one-way analysis of variance (ANOVA) was
performed to evaluate water quality data from each experimental unit. If significant
differences were found, a Tukey test was conducted to analyze the differences. To assess
the community structure, a sample was taken from each experimental unit, and
metagenomic DNA was extracted and sequenced. Low-quality sequences (Q < 30) were
discarded, and taxonomic assignment was performed using the KAIJU tool and the NCBI
database. Richness, abundance, and a diversity of species in each experimental unit were
evaluated, followed by [ diversity analysis to identify differences between communities.
Significant differences were found in alkalinity consumption in T3, but no significant
differences (p > 0.05) were observed in the concentrations of ammonia (2.6 + 0.6), nitrite
(0.3 £ 0.3), and nitrate (80.1 £ 46.0), as well as pH (7.9 £ 0.1) of the experimental units. No
significant differences were found in species richness (11,803 + 2482) or a diversity (6.754
t+ 0.04), while B diversity analyses indicated that the microbiota present in different
treatments were similar (p > 0.05). Principal Coordinates Analysis (PCoA) indicated that the

\"



differences found were not caused by the effect of Phytobutyrin (stress = 0.0014). In
conclusion, Phytobutyrin did not induce significant changes in the biofloc microbiota,
maintaining the major bacterial phyla, thereby allowing the system to maintain good water

quality.

Key words: Phytogenics, Biofloc, Microbiota
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1. Introduccién

En el 2020 la acuicultura aport6 el 49.2% del volumen total de productos acuicolas
que se consumieron en el mundo; incluyendo la produccion de peces, crustaceos, algas y
moluscos (FAO, 2022). Estos productos son de alto valor nutricional, una excelente fuente
de proteina, acidos grasos, vitaminas y minerales. Por lo tanto, la acuacultura se percibe
como una actividad econémica viable en sus diferentes escalas de produccion ya sea desde

unidades productivas de traspatio, o como grandes empresas (Campos et al., 2012).

Gracias a los distintos sistemas de produccion, la industria de la acuicultura ha
tenido un crecimiento estable de 8% anual en los ultimos afios, en 2020 se produjeron 122.6
millones de toneladas en peso vivo y siguiendo esta tendencia se estima que para 2050 la
acuicultura sera la fuente principal de proteina animal del mundo (FAO, 2022). Aunque para
cumplir con estas expectativas, existen problematicas que hacen falta solucionar,
principalmente el uso eficiente del agua, un adecuado tratamiento de los desechos, las
descargas de los desechos, el control de patdégenos, el aumento en la diversidad de
especies cultivadas, encontrar ingredientes alternativos a la harina y aceite de pescado de

pescado, entre otras (Costa-Pierce y Chopin, 2021).

En México la acuicultura representa el 18% de la produccidon pesquera nacional
(CONAPESCA, 2020). Aunque este porcentaje incluye a distintas especies, la acuicultura
mas desarrollada es la de crustaceos, en especifico el camarén blanco (Penaeus
vannamei), donde en 2020 la produccion fue de 214,546 toneladas, representando el 79 %
de la pesqueria total de dicha especie. Comparando esta produccién con otros paises,
México ocupa el séptimo lugar a nivel mundial en la produccion de crustaceos, siendo
superado en el Continente americano solo por Ecuador (FAO, 2022). Estos niveles de

produccion han sido alcanzados a pesar de la limitacion tecnolégica que existe en el sector



acuicola, dado que la mayoria de las unidades productivas del pais operan bajo sistemas
de produccién extensiva. Lo cual limita la eficiencia del cultivo, generando bajos

rendimientos (Platas y Vilaboa, 2014; Secretaria de Agricultura y Desarrollo rural, 2015).

Dada la importancia de la acuicultura en México, el Plan Nacional de Desarrollo
considera distintas estrategias para que el pais se encuentre a la vanguardia biotecnolégica
internacional en acuicultura. Dentro de ellas, se plantea el desarrollo y aplicacion de nuevas
tecnologias que contribuyan no solo a la seguridad alimentaria del pais, sino el crecimiento
econdmico mediante el impulso a esta industria (Campos et al., 2012). En este sentido, se
buscan tecnologias que reduzcan los costos de produccién, favorezcan el bienestar animal
y sean mas responsables con el medio ambiente (Calabrese et al., 2017; Shourbela et al.,
2021).

En afos recientes los sistemas de cultivo intensivos han sido considerados
alternativas prometedoras para volver a la acuicultura mas eficiente, lo cual, puede impulsar
la industria acuicola (Barraza et al., 2009). En este mismo sentido, el control de los
parametros de calidad del agua dentro del sistema de produccién es crucial. Dentro de
estos parametros, los compuestos nitrogenados reciben especial atencién ya que pueden
acumularse y ser toxicos para los organismos cultivados (Murray et al., 2014). Dentro de
los parametros de mayor importancia a contemplar en la acuicultura se encuentran: el pH,
salinidad, temperatura, oxigeno disuelto, las concentraciones de nitrégeno amoniacal total
(NH4+, NH3), nitrito (NO2) y nitrato (NO3), los sélidos suspendidos y la alcalinidad (Mohanty

et al., 2018).

Entre los compuestos nitrogenados de mayor importancia en los sistemas acuicolas
se encuentran el amonio (NH4*) y el amoniaco (NHs), esta Ultima es mucho mas tdxica para

los organismos acuaticos (Thurston y Russo, 1981). La suma de ambos compuestos se



representa como el nitrdgeno amoniacal total (NAT) y la relacion entre ambos es

representada con la siguiente férmula:

NHs + HoO < NH4* + OH-

El equilibrio del amonio en una solucion es dependiente de factores como: la temperatura,
fuerza iénica y pH influyen en el equilibrio del NAT (Ip et al., 2001). Los ambientes acidos
favorecen la protonacion del amoniaco hacia amonio, sin embargo, en ambientes basicos,
la presencia del ion hidréxido genera un cambio hacia amoniaco (Duborow et al., 1997). En
ambientes con un pH mayor a 7.5 el 95% del nitrégeno amoniacal total se encontrara en
forma de amonio, este es el caso del pH fisiolégico de muchos organismos usados en
acuicultura (Wilkie, 2002). Por ende, la misma cantidad de amonio seria 10 veces mas

téxica para los peces a un pH de 8.5 que a 7.5 (Thurston y Russo, 1981).

Se estima que los peces y camarones asimilan solamente alrededor del 25% del
nitréogeno agregado en la dieta, el resto termina siendo excretado como amonio 0 como
nitrdgeno organico en las heces y restos de alimento (Avnimelech, 1999), siendo las
branquias, donde se lleva la mayor parte de la excrecion de amonio a través de un
intercambio sodio — amonio (Na* / NH4*) (Wilkie, 2002). La acumulacién del amonio en el
sistema puede provocar una intoxicacién de los organismos cultivados, causando dafos en
las branquias, estrés oxidativo, problemas en la regulacién ionica, disminucién en el
intercambio de gases, neurotoxicidad, convulsiones y finalmente la muerte del organismo

(Wilkie, 2002).

En un sistema acuicola el amonio puede ser asimilado por las algas o ser oxidado
por bacterias en la nitrificacién, donde el amonio es oxidado a nitrito (NO2) seguido de una
segunda oxidacién para formar nitrato (NO3) (Duborow et al., 1997). El nitrato NO3 solo

puede ser metabolizado en condiciones anaerobias para ser reducido a través de la



oxidacion anaerobia del amonio (Anammox) formando 6xido nitroso (N2O) o nitrégeno

molecular (N2) los cuales, al ser gaseosas se liberan a la atmdsfera (Fig. 1) (Thamdrup,

2012).
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Figura 1. Ciclo del nitrogenoTomado de (Thamdrup, 2012)

La implementacién de un sistema de filtracion biolégica, donde los compuestos

nitrogenados son removidos del sistema a través de la nitrificacion, disminuye el consumo

de agua en los sistemas acuicolas (Otte y Rosentha, 1979). Este proceso es llevado a cabo

por dos grupos bacterianos diferentes, las bacterias oxidantes de amonio y las bacterias

oxidantes de nitrito, los cuales acoplan sus metabolismos y controlan el nivel de amonio en

el sistema (Ruiz et al., 2020).

Las bacterias oxidantes de amonio obtienen energia al catabolizar amonio a nitrito,

estas bacterias pertenecen a dos linajes B-proteobacteria (Nitrosomonas, Nitrosovibrio,

Nitrolobus, y Nitrospira) y y-proteobacteria (Nitrosococcus), el segundo paso es la oxidacién

de nitrito a nitrato la cual es realizada por bacterias oxidantes de nitrito las cuales




pertenecen a 7 géneros diferentes (Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrospira, Nitrococcus,

Nitrospina, Nitrolacea y Nitromaritima) (Daims et al., 2016).

Estas bacterias pueden vivir en suspension o formar parte de una biopelicula, la cual
es definida como una comunidad de microorganismos adheridos a un sustrato (Emparanza,
2009). El sustrato puede ser sélido o liquido, y esta inmerso en una matriz extracelular
generada por la misma comunidad bacteriana (Malone 2013). Esta asociacion les confiere
a las bacterias una mayor resistencia al estrés ambiental (Davey et al., 2000). Dentro de
esta matriz los distintos grupos bacterianos, compiten por espacio, sustrato, fuentes de
carbono y oxigeno (Ruiz etal, 2020). Las primeras capas en los biofims estan
conformadas en su mayoria por bacterias heterotroficas las cuales son consideradas
neutrales o benéficas para los organismos en la acuicultura y ayuda a las bacterias

nitrificantes a asegurarse al sustrato (Ragder et al., 2016).

La tecnologia biofloc (BFT, por sus siglas en inglés), es un sistema de cultivo
acuicola en donde se promueve el crecimiento de microorganismos y el metabolismo de los
compuestos nitrogenados mediante la adicion de carbohidratos (sucrosa, glucosa, celulosa)
(Emerenciano et al., 2013). Dependiendo de la relacién Carbono / Nitrégeno el metabolismo
de la comunidad puede favorecer el metabolismo heterotréfico con una relacién alta,
mientras que relaciones bajas promueve un metabolismo autotréfico (Liu et al., 2019),
aunque la presencia de ambos metabolismos siempre estara presente en cierta proporcion
en el sistema (Xu et al., 2016). En el caso de los sistemas BFT en donde se favorece un
metabolismo quimioautotréfico por parte de bacterias oxidantes de amonio a nitrito y
posteriormente a nitrato, este tipo de metabolismo consume fuentes inorganicas de carbono
como el carbonato de calcio (CaCOs) y a diferencia del metabolismo heterotréfico la

produccion de biomasa bacteriana es reducida. (Ebeling et al., 2006).



Se ha identificado que las especies pioneras en los sistemas BFT son del género
Bacillus jugando un papel importante en la formacion de los primeros floculos, lo que da
lugar al establecimiento de los siguientes grupos funcionales. (Zhao et al, 2012). La
disponibilidad de carbohidratos también influye en la abundancia de distintos grupos
heterotroficos como el phylum Actinobacteria (Mycobacterium, Mycrobacterium), las cuales,
a través de la produccion de micelio promueven la formacién de los floculos, ademas de
estar relacionados con la degradacion de carbohidratos complejos (polisacaridos, celulosa,
almidon, quitina) (Liu et al., 2019; Hazarika & Thakur, 2020). El phylum Proteobacterias
(Nitrobacter, Nitrospira) tiende a ser el grupo dominante no solo en el ambiente si no en el
intestino de las especies cultivadas, los grupos B y y — proteobacteria juegan un papel muy
importante en la mineralizacién de compuestos organicos y oxidacion de compuestos

nitrogenados (Liu et al., 2019; Robles-Porchas et al., 2020)

Cuando los organismos cultivados consumen los fléculos, reciben una contribucion
de lipopolisacaridos, peptidoglicanos y 3-glucanos de origen bacteriano, los cuales, se han
visto que estan relacionados con la estimulacion del sistema inmune no especifico de los
camarones (Kim et al., 2014). Estos efectos también se ven reflejados en el cultivo de
tilapias, donde se mejora la calidad y rendimiento de alevines y organismos reproductores,
siendo mas resistentes a infecciones y estrés osmatico (Ekasari et al., 2015). En general
los organismos cultivados en sistemas de cultivo biofloc tienen un mejor estado de salud

comparados con organismos cultivados en otros sistemas (Avnimelech, 1999a).

Los sistemas BFT han tenido especial éxito en el cultivo de tilapia (Oreochromis
spp.) 'y camarén (Penaeus vannamei) (Avnimelech, 1999a; Hopkins et al., 1993),
obteniendo un, menor factor de conversién alimenticia y una mayor productividad por m?
disminuyendo la demanda de espacio necesario para poder establecer unidades de

produccion funcionales (Luo et al., 2014; EI-Sayed, 2021).



Se ha demostrado que la microbiota del medio de cultivo ya sea tradicional, BFT o
RAS, son influenciadas por los organismos cultivados y viceversa (Gatesoupe, 1999). En
sistemas productivos con BFT se promueve un aumento en la diversidad bacteriana, tanto

en el medio de cultivo y especialmente en el intestino de los organismos (Liu et al., 2019).

La microbiota se define como el conjunto de microorganismos presentes en un
ambiente especifico (Berg et al., 2020). Se ha reportado que la microbiota tiene una gran
influencia en procesos fisioldgicos vitales como: la obtencion de nutrientes de dificil acceso
(Wu et al., 2015; Li et al., 2018), actividad inmunolégica (Tepaamorndech et al., 2020) y en
la produccion de neurotransmisores (Johnson y Foster, 2018). La modificacion de la
microbiota puede traer beneficios a la industria acuicola (lkeda-Ohtsubo et al., 2018) y
convertirse en una estrategia para mitigar enfermedades emergentes en la acuicultura

(Xiong et al., 2019).

En sistemas de cultivo intensivos como los sistemas BFT se busca un aumento en
la densidad de cultivo, lo cual se he reportado como una fuente de estrés cronico, esto
puede llevar a alteraciones en el comportamiento y fisiologia de los organismos cultivados
(Liu et al., 2018). Las altas densidades de organismos vuelven a los cultivos susceptibles a
enfermedades, aumentando la tasa de transmisién de vectores y facilitando la aparicion de
brotes infecciosos como salmonelosis y enfermedad de columnaris (Boyen et al., 2008;
Declerk, et al., 2013). Ante esta problematica, la solucién mas comun es la medicacion de
dichos cultivos, incrementando de manera excesiva el uso de antibiéticos. por lo que hoy

en dia se han buscado alternativas que ayuden a mitigar el uso desmedido de los farmacos.

Las recientes limitaciones en el uso de antibidticos en la acuicultura ha
incrementado el uso de fitogénicos en la produccion de alimentos (Kuppusamy et al., 2018),
ya que presentan diversos efectos benéficos como: antimicrobianos (Baba et al., 2016),

antiestrés (da Cunha et al., 2019), promotores de crecimiento (El-Hawarry et al., 2018),
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incentivar el apetito (Harikrishnan et al., 2003), estimulacién del sistema inmune (Sutili et
al., 2015), estimulacién del sistema digestivo, e incluso pueden modificar la composicién de
la microbiota (Sutili et al., 2018), en conjunto estos efectos promueven el bienestar de los

organismos cultivados (Franz et al., 2010)

Los fitogénicos se definen como compuestos extraidos de plantas e incorporados al
alimento con la finalidad de mejorar la productividad a través de la mejora en la
digestibilidad, absorcién de nutrientes y la eliminaciéon de patégenos (Alloui et al., 2014).
Los fitogénicos agrupan una gran variedad de metabolitos secundarios de plantas como:
alcaloides, flavonoides, pigmentos, fenoles, terpenos, esteroides y aceites esenciales. Los
fitogénicos juegan un papel importante en la adaptacion de las plantas al ambiente, y
representan una fuente importante de compuestos activos (Garcia-Beltran y Esteban, 2022)
por ello, los fitogénicos son comunmente usados como remedios alternativos a

enfermedades en muchas culturas (Arts y Hollman, 2005).

Una ventaja de los fitogénicos en comparacion con los antibidticos sintéticos es que
suelen estar presentes en la naturaleza como una mezcla compleja en lugar de presentarse
como compuestos aislados, disminuyendo las probabilidades de que se genere una
resistencia a estos compuestos por parte de los patégenos (Franz et al., 2010) y generando
sinergias en los efectos obtenidos (Zhou et al., 2007). Entre los fitogénicos mas estudiados

podemos encontrar el carvacrol y el cinamaldehido.

Aunque el uso de fitogénicos en la acuicultura va en aumento, la informacion disponible
sobre: los efectos, los mecanismos de accidn y las sinergias que pueden presentar estos
compuestos aun es escasa, y es necesario desarrollar investigaciones que ayuden a
soportar la demanda de los fitogénicos en la industria. Existen diversos estudios que
demuestran los beneficios de los fitogénicos en la acuicultura como la modulacion de la

respuesta inmune en camaron, aumentando la expresion de genes relacionados con el

8



sistema inmune (Faikoh et al., 2014), estimulando la actividad de enzimas como AKP, ACP,
SOD Yy lisozima (Shan et al., 2021) lo que, sumado a su poderoso efecto antioxidante, puede

prevenir infecciones de distintos patogenos (Y. Wang et al., 2021).



2. Antecedentes

2.1. Microbiota

El estudio de la microbiota, se ha visto beneficiado con el desarrollo de técnicas de
secuenciacién de ultima generacion (NGS), permitiendo la identificacion de especies
minoritarias, mismas que no han podido ser cultivadas (Scholz et al., 2012) o que debido a
los nichos ecoldgicos que habitan su abundancia en el ambiente tiende a cambiar con el
tiempo (Berg et al., 2020) y facilitado el entendimiento de la capacidad metabdlica de la

comunidad, asi como sus potenciales interacciones con el hospedero (Barko et al., 2018).

En los sistemas de cultivo BFT el metabolismo de la comunidad bacteriana se ve
reflejado en la dinamica de los nutrientes, por lo que, si se observa una alteracién en la
dindmica de estos, es posible que exista una perturbacion comunidad bacteriana. (Ferreira
et al., 2021). De manera particular, en los sistemas de produccién BFT al existir una gran
diversidad bacteriana, existe una redundancia metabdlica lo que le confiere al sistema una
gran resiliencia ante algun disturbio, y de la misma manera las bacterias patégenas pueden
quedar excluidas de su nicho ecoldgico por competencia interespecifica (Abakari et al.,

2021; Emerenciano et al., 2013).

Se han descrito de manera general la estructura de la comunidad microbiana tanto
del tracto digestivo como de los medios de cultivo (Egerton et al., 2018). Se han identificado
los cambios en la comunidad en distintas partes del desarrollo de los organismos (Stephens
et al., 2016), asi como los principales factores que pueden modificarla siendo estos la
especie hospedera, su alimentacion y el ambiente donde se desarrollan. Se ha reportado
que la microbiota puede variar al interior de una unidad de produccion, manteniendo una
presencia constante en los phylums mas abundantes (Proteobacteria, Tenericutes,

Bacteroidetes y Cyanobacteria) (Zhang et al., 2019).
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Los estudios sobre la microbiota también incluyen la descripcién de la comunidad
bacteriana del biofloc. Tepaamorndech et al., (2020) describié la comunidad bacteriana
presente en los floculos de un sistema de cultivo biofloc para cultivo de camardn (Penaeus
vannamei), describiendo que el sistema era dominado por el género Vibrio, el cual
representaba 90.2 + 9.8% de la poblacion total. Se encontraron diferencias entre los
distintos muestreos a lo largo del ciclo de cultivo indicando que en la comunidad del biofloc
ocurre un proceso de sucesion durante el periodo de cultivo, y esta comunidad tiene efecto
sobre la microbiota de los camarones cultivados en este cultivo, encontrado diferencias

significativas en la microbiota del tracto digestivo de camarones.

Por otro lado, Meenakshisundaram et al., (2021) describe la comunidad bacteriana
de un sistema de cultivo biofloc para un cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus),
describiendo que el 70% de la comunidad estaba conformada por bacterias, 5% de
eucariotas, 0.6% de arqueas, 0.1 % de virus. Siendo los phylums mas abundantes:
Proteobacteria (46%), Actinobacteria (14%) y Bacteroidetes (8%). Las clases mas
abundantes fueron Alphaproteobacteria (20%), Betaproteobacteria (16%) y Actinobacteria
(15%). Las familias mas abundantes fueron Streptomyces (13%), Mycrocistis (7%) y
Caldilinea (6%). Estos resultados indican que el sistema al ser dominado por el filo
proteobacteria se impone principalmente el metabolismo de carbohidratos, y concluye, que
la descripcién de la comunidad presente en el biofloc puede ayudar a en un futuro promover

ciertos taxones que puedan mejorar el crecimiento de las especies cultivadas.

Se tienen evidencias que los organismos sanos presentan comunidades
microbianas con indices de diversidad alfa mayores en comparacion con los enfermos (Nie
etal., 2017). La reduccién en la diversidad de la comunidad bacteriana en organismos
enfermos puede ser debido a que los patdgenos desplazan a las poblaciones de bacterias

comensales disminuyendo la diversidad (Xiong et al., 2019). En adicion a lo anterior, el uso
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de antibidticos suele afectar de manera considerable la diversidad de la microbiota, dejando
a los organismos susceptibles a una disbiosis por la colonizacion de patégenos externos
(He et al., 2017) por otro lado, se ha reportado que los fitogénicos como alicina, timol y
carvacrol pueden modificar la composicion de la microbiota y promover el bienestar de los
organismos cultivados (Sutili et al., 2018; Franz et al., 2010) favoreciendo la presencia de
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia y Fusobacteria phylums que se
han asociado con organismos con un alto rendimiento en cultivos (Zaminhan-Hassemer et
al., 2022). y aunque no existe evidencia de su efecto directo sobre la comunidad bacteriana
del biofloc, una mayor abundancia de bacterias benéficas en el sistema de cultivo biofloc

podria mejorar el rendimiento del cultivo.

2.2 Carvacrol

El carvacrol (2-Metil-5-1[1-metil etil]-fenol) es un fenol aromatico, isomérico con el
timol, su férmula quimica es CsH3zCHs (OH) (CsH7) y esta presente de manera natural en el
tomillo (Thymus vulgaris), la bergamota (bergamia Lois var. Citrus auratium), la pimienta
(Lepidium flavum) y el orégano (Origanum vulgare), representando entre un 50 y 70% del
aceite esencial del orégano. (Imran et al.,, 2022). Aunque los aceites esenciales son
antioxidantes de manera natural, la presencia de un grupo hidroxilo en su estructura es la
principal razén de su potencial de absorber radicales libres, esto sumado a su naturaleza
como un acido débil, facilita la donacion de electrones de los atomos de hidrégeno con

electrones sobrantes (Mir et al., 2020).

Se ha reportado que el carvacrol tiene distintos efectos como: mejorar la eficiencia
en la absorcidbn de nutrientes, digestion, crecimiento, efectos antiinflamatorios vy
antimicrobianos, antioxidantes y modulacién del sistema inmune, (Alagawany et al., 2021).

Se ha reportado que la actividad antimicrobiana del carvacrol se debe a la interaccién que
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tiene con la membrana celular tanto de bacterias gran positivas como negativas, en donde
a través de la formacién de puentes de hidrogeno con la membrana celular, forma poros
que la permeabilizan, impidiendo que puedan mantener el balance osmético y terminan por
liberar el contenido citoplasmatico (Imran et al., 2022) incluyendo a bacterias como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus (Zhou, Ji, Zhang, Jiang,

Yang, Li, Li, Ren, et al., 2007).

También se ha visto que el carvacrol tiene la capacidad de inhibir la formacién de
biofilms, y la actividad de Aeromonas hydrophila (da Cunha et al., 2019; J. Wang et al.,
2022), presentando sinergias con otros fitogénicos y antibiéticos (Bandeira Junior et al.,
2018) lo cual es una ventaja en el tratamiento de patdgenos con resistencia a multiples
antibiéticos. Aunque se desconoce con precision el mecanismo de accion en contra de la
formacion de biofilms, la teoria mas aceptada es que debido a la parcial estructura
hidrofilica, le puede ayudar a difundirse por la matriz de polisacaridos del biofilm, mientras

que la parte hidrofébica es la que interactua con la membrana celular (Raei et al., 2017).

2.3 Cinamaldehido

El cinamaldehido consiste en un fenol aromatico con un aldehido insaturado
adherido (CgHsO). Principalmente se obtiene de la corteza interna de diversos arboles del
género Cinnamomum, siendo las mas comun Cinnamomum zeylanicum, la cual puede
contener entre 85.3 y 90.5 % de trans-cinamaldehido como aceite esencial (Zinn et al.,
2015). Entre los efectos que se han reportado sobre el cinamaldehido estan su efecto
antioxidante, antiinflamatorio, antifungico y antibacteriano, asi como su capacidad de inhibir

la transcripcion de genes y promover apoptosis en tumores cancerigenos (Zinn et al., 2015)
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El cinamaldehido tiene distintos sitios activos en la molécula, lo que le permite tener
distintas rutas de interaccidon con otras moléculas, facilitando su funcion como
antimicrobiano y antifingico, uno de estos mecanismos es a través de la inhibicién de las
proteinas FtsZ, las cuales son pieza clave en el proceso de divisién celular en bacterias y
arqueas, por lo que actua de manera especifica en estos grupos (Domadia et al., 2007).
También, se ha demostrado que tiene un efecto desestabilizador donde el mecanismo de
accion es la permeabilizacion tanto de la membrana celular de bacterias como de la pared
celular, afectando a las bacterias Gram positivas y negativas (Doyle y Stephens, 2018)
aunado a esto el cinamaldehido tiene la capacidad de provocar una oxidacion de los acidos

grasos que la componen, provocando la lisis de las bacterias (Shen et al., 2015)

Un efecto importante del cinamaldehido, es su capacidad de afectar la formacion de
biofilms por parte de las bacterias, actuando de dos maneras diferentes; la primera,
disminuyendo la expresidn del gen sarA, el cual, es un regulador de proteinas asociadas
con la formacién de biofilms, provocando una disrupcion en la arquitectura del biofilm y
reduciendo el numero de células viables que lo forman (Silva et al., 2018). La segunda,
inhibiendo la comunicacién intracelular de las bacterias (quorum-sensing), inhibiendo las
proteasas extracelulares, y la sintesis de moléculas Al-2, las cuales, son sefalizadores que
facilitan la comunicacion inter e intra-especies, la movilidad de las bacterias en el medio y

su agregacion (Shafreen et al., 2014).

Se ha reportado que el cinamaldehido puede limitar la transferencia horizontal del
virus de la mancha blanca (WSV), y aunque no se sabe cual es el mecanismo de accion, el
cinamaldehido inhibe la replicacién del virus y su transferencia horizontal, aumentando la
sobrevivencia de las larvas de camarén un 33% lo que podria interrumpir el brote de esta

enfermedad en cultivos de camardn. El efecto antiviral del cinamaldehido puede deberse a
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la interaccion que tiene con la membrana celular, compitiendo por sitios de ensamblaje

bloqueando la adsorcién de los virus (Zhang et al., 2023).

De manera general, se ha reportado que existen sinergias entre los efectos del
cinamaldehido y el carvacrol en su actividad antimicrobiana, donde el carvacrol podria
facilitar el transporte del cinamaldehido dentro de las células bacterianas, y con ello,
disminuir las dosis necesarias para tener el efecto deseado (Zhou et al., 2007). También se
ha reportado que la mezcla de cinamaldehido y carvacrol, puede modular la microbiota de
los organismos cultivados, inhibiendo el establecimiento de bacterias patdgenas en el
intestino y mejorando la absorcion de nutrientes, lo que genera una mejora en el crecimiento

de los organismos cultivados (Zaminhan-Hassemer et al., 2022).

2.4 Acido butirico

El acido butirico es un acido graso de cadena corta (4 carbonos), el cual es formado
por la hidrélisis del etil-butirato, el cual ha atraido la atencion por los multiples efectos que
tiene en el crecimiento y expresion de genes por lo que las investigaciones en este
compuesto tienen mas de 50 afios (Prasad, 1980). En general los acidos grasos de cadena
corta, como el acido butirico actuan de tres formas diferentes de actuar sobre la fisiologia
de los organismos que los consumen, como la acidificacién del tracto digestivo, lo cual
inhibe el crecimiento de bacterias gram (-), a través de la disociacion de los acidos, lo que
provoca la generaciéon de aniones al interior de las células bacterianas. (Hoseinifar et al.,
2017), esto se ha visto que modula la microbiota intestinal, aumentando la proporcién de

las bacterias Gram (+) reduciendo asi grupos patogénicos (da Silva et al., 2016).

La acidificacion del tracto digestivo debido a los acidos grasos de cadena corta,
facilitan la absorcion de minerales en intestino como por ejemplo el fésforo y otros

elementos traza (Sugiura et al., 1998). Se ha reportado que el acido butirico promueve la
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proliferacion de células epiteliales en la mucosa gastrointestinal, lo cual, aumenta la
superficie de contacto y por lo tanto aumenta el area de absorcion de nutrientes (Baruah et
al., 2007). También debe de considerarse el aporte energético que pueden tener estos
acidos grasos, ya sea directamente en la produccion de ATP en el ciclo del acido citrico o

como sustrato intermediario en el metabolismo (Shah et al., 2015).

El acido butirico se ha reportado que puede modular la respuesta inmune tanto de
organismos con un sistema inmune, aumentando la expresion de genes relacionados con
la respuesta inmune en la mucosa como son los genes LYZ, (TNF-alfa) para la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias (IL1B), la proteccién de radicales libres
como (SOD, CAT) y protectores de shock térmico (HSP70) (Liu et al., 2017). Estudios
recientes indican que esta modulacion se debe a la interaccidn entre el acido butirico y los
receptores de proteinas GPR43, el cual se expresa principalmente en el sistema inmune

innato y las células inflamatorias (Maslowski y MacKay, 2011).

Existe muy poca informacion sobre el uso de fitogénicos en sistemas de cultivo biofloc,
volviendo este campo de investigacion muy novedoso, ya que, aunque se sabe que el uso
de probidticos puede promover el crecimiento de los organismos acuicolas (Eissa et al.,
2023), no se ha investigado el efecto que tiene el uso de fitogénicos con actividad
bacteriostatica y bactericida sobre la comunidad bacteriana del biofloc y los estudios suelen

estar enfocados al efecto que tienen sobre las especies cultivadas.

Van Doan et al. (2020) evaluaron el efecto de la inclusion de polifenoles de castafia en
el alimento de tilapia (Oreochromis niloticus) cultivada en un sistema de cultivo BFT,
encontrado un aumento en la actividad de lisozima y peroxidasa del mucus intestinal, asi
como, un aumento significativo en el crecimiento y una reduccion del factor de conversion
alimenticia, comparada con el control. También se encontré que los organismos

alimentados con las dietas enriquecidas tuvieron una supervivencia mayor ante
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Streptococcus agalactiae en comparacioén con los organismos alimentados con la dieta
control. Estos efectos pueden deberse al alto contenido de moléculas bioactivas que
contiene la castana como polifenoles y flavonoides, los cuales se han asociado con la
estimulacion del sistema inmune y la produccién de enzimas antioxidantes (Steiner y Syed,
2015). Lainclusion de polifenoles en la dieta de organismos de cultivo se ha visto que puede
mejorar la respuesta del sistema inmune de los organismos acuaticos activando diferentes
mecanismos del sistema inmune, como la explosion respiratoria, la actividad de los
fagocitos, aumento en la actividad de la lisozima y la anti-proteasa (Wu et al., 2010; Rui Wu

et al., 2013).

Por otro lado, Outama et al., (2022) evaluaron el efecto de la inclusiéon de polvo de
cascara de mango (Mangifera indica L.) en la dieta de tilapia (Oreochromis niloticus) bajo
un sistema de cultivo BFT. Se ha reportado que la cascara de mango contiene una gran
cantidad de nutrientes y compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides y carotenoides,
ademas de las vitaminas C y E, los cuales se ha reportado que pueden tener efectos en la
estimulacion del sistema inmune, anti-inflamatorios y agentes antibacterianos. Este estudio
concluye que, aunque la inclusion de polvo de cascara de mango podria mejorar la
respuesta del sistema inmune innato de la tilapia y sobre la expresion de genes

relacionados con la respuesta innata del sistema inmune.

Tanto en el estudio de (Van Doan et al., 2020) como de (Outama et al., 2022) se plantea
la inclusién de fitogénicos (polifenoles, flavonoides y carotenoides) enfocados en el efecto
que tienen sobre las especies cultivadas, mientras que los fitogénicos utilizados en ambos
estudios, no se ha reportado que tengan un efecto bactericida o bacteriostatico. Lo cual
podria representar un riesgo en la capacidad del biofloc para seguir funcionando como un

biofiltro.
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3. Justificacion

Los fitogénicos se presentan como una solucién a la necesidad de encontrar
alternativas al uso de antibitticos en la acuicultura, este es el caso del Phytobutyrin un
producto que agrupa el acido butirico con el cinamaldehido y carvacrol, compuestos
ampliamente estudiados por los beneficios que presentan para la acuacultura, en donde los
sistemas de cultivo se enfocan cada vez mas en la produccion intensiva. Esto abre la puerta
a la investigacion sobre la compatibilidad del uso de fitogénicos en sistemas de cultivo
biofloc, ya que existe la incognita sobre si la actividad antimicrobiana y la inhibicién sobre
el desarrollo de biopeliculas, pueda generar la pérdida de grupos funcionales en el biofloc

y limitar la capacidad de este sistema de cultivo como biofiltro.
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4. Hipotesis

La adicién de Phytobutyrin a un sistema de cultivo biofloc afectara significativamente la
composicion y diversidad de la comunidad bacteriana presente lo que alteraria la capacidad
de la comunidad bacteriana de metabolizar los compuestos nitrogenados provocando un

aumento en la concentracion de estos en el sistema de cultivo afectando la calidad del agua.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general.

e Evaluar el efecto del fitogénico Phytobutyrin en la composicion y diversidad de la
microbiota de un sistema de cultivo biofloc y su influencia en la calidad del agua del

sistema de cultivo
5.2. Objetivos especificos

e Caracterizar la estructura de la comunidad bacteriana presente en un sistema de
cultivo biofloc sometidos a distintas concentraciones de Phytobutyrin (0.5, 1, y 2 mg
Kg™)

e |dentificar los cambios que puede generar el uso de fitogénicos en tres diferentes
concentraciones (0.5, 1, y 2 mg*Kg™) en la estructura de la comunidad bacteriana
del sistema de cultivo biofloc.

e FEvaluar la calidad del agua del sistema de cultivo biofloc, con el uso de tres
concentraciones diferentes de phytobutyrin (0.5, 1, y 2 mg Kg') tanto de manera

aguda como de manera cronica.
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6. Metodologia

6.1. Disefio experimental

Se realizaron 2 experimentos para evaluar el efecto del fitogénico de manera aguda
como de manera cronica. Esto se llevd a cabo en el invernadero de acuicultura de la facultad

de ciencias marinas de la UABC, ubicada en el municipio de Ensenada, Baja California.

Para los fines de esta investigacion se utilizé un sistema quimioautotrofico, el indculo
para el sistema de cultivo biofloc fue proporcionado por el laboratorio de reproduccién de
camarones, el cual ya era un biofloc maduro de acuerdo con lo propuesto por Ferreira et al.
(2021), donde se demuestra que los niveles de amonio y nitrito se mantienen constantes, y
la acumulacion paulatina de nitrato en el medio, era presente. El Biofloc era ocupado para
mantener un cultivo de camarén blanco (Penaeus vannamei), se ocupaba una relacion C:N
de (10:1), una concentracion de oxigeno disuelto mayor a 4 mg L™',una alcalinidad de 150

CaCOs; L7, la salinidad de 32 (%), y se mantenia a temperatura ambiente.

6.1.2 Efecto agudo

El diseno experimental para evaluar el efecto del fitogénico de manera aguda fue de
1 factor y 4 niveles de concentracién de Phytobutyrin, C (0), T1 (0.5), T2 (1) y T3 (2) (mg
Kg) de alimento concentraciones consideradas por ser las recomendadas por el fabricante
del fitogénico (Laboratorio Alivira-Karizoo). Por cada tratamiento se realizaron 3
repeticiones. El Biofloc se repartio en 12 contenedores de 19 L (23 x 23 x 15) (Fig. 2) y tuvo

una duracion de 12 horas.

Con la finalidad de observar si el metabolismo de la comunidad se veia afectado por
el uso del phytobutyrin, se midié la concentracion de amonio y nitrito presente en las

unidades experimentales. Para establecer el punto de referencia inicial, se agregaron 2mg
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L' de cloruro de amonio (BASF) y 20mg L' de azucar para incentivar el metabolismo de la
comunidad bacteriana. Se calculé la cantidad total de alimento que se requeriria para
alimentar a los camarones considerando una densidad de cultivo de 210 organismos m?,
con un peso final de 15g, al cabo de 120 dias de cultivo, contemplando un factor de
conversioén alimenticia de 2:1. Con base en este dato, se calculé la cantidad de phytobutyrin
que se agregaria en ese periodo de tiempo. Diariamente, junto con el alimento, el
phytobutyrin fue agregado directamente a los sistemas finalmente, se midi6 la
concentracién del amonio y nitrito cada hora hasta que todo el amonio agregado fuera

metabolizado.
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Figura 2. Sistema experimental biofloc

6.1.3 Efecto crénico

El disefio experimental para evaluar el efecto del phytobutyrin de manera crénica
fue de 1 factor y 4 niveles de concentracion de Phytobutyrin, Control (0), T1 (0.5), T2 (1) y
T3 (2) mg Kg™ de alimento. Por cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones. El Biofloc se
repartio en 12 contenedores de 19 L (23 x 23 x 15) (Figura 2) con 4 camarones, es decir,
una densidad de 210 organismos m?, con un peso promedio de 8g * 1.2g. Los camarones
fueron proporcionados por el laboratorio de reproduccién de camarén, habituados a un
sistema de cultivo BFT quimioautétrofo. Se calculé la cantidad de alimento diario de acuerdo
con la biomasa programada y se agrego la proporcién correspondiente de phytobutyrin

directamente al medio de cultivo. Las concentraciones utilizadas fueron de acuerdo con las
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recomendaciones del productor (KARIZOO). Por cada tratamiento se realizaron 3

repeticiones. Y el experimento tuvo una duracién de 30 dias en un espacio cerrado.

Se mantuvo un monitoreo de las condiciones ambientales de la misma manera en
ambos experimentos. La salinidad (%.) se midié6 con un refractometro (Deltatrak, Mod.
24240), y se mantuvo controlada anadiendo agua dulce para reponer las pérdidas por
evaporacion, manteniendo un volumen de agua de 19 L por unidad experimental. Para
mantener el agua en movimiento y como método de aireacion, se utilizd una piedra difusora
cubica de 1.5 cm (Sweet Water, Mod. As3). Misma, que se coloco y se fijé al fondo del
contenedor. La temperatura del ambiente (°C) se mantuvo constante con 2 calentadores de
300 Watts (Thermojet). El oxigeno disuelto se monitoreo (mg L"), dos veces al dia utilizando
un oximetro (YSI pro 20i. Los solidos sedimentables (ml L") se evaluaron cada semana
tomando una muestra homogénea de 1L de agua de cada unidad experimental y
colocandola en un cono Imhoff (Nalgene Mod. 1000-0010), donde se dejaba precipitar a la
sombra durante 60 min. Pasado este tiempo se media en la parte inferior del cono el
volumen de sélidos que se habian sedimentado, los datos se registraron cada dos semanas
siguiendo las recomendaciones de Samocha et al., (2019). La alcalinidad se midié por
titulacién utilizando una soluciéon indicadora de bromocresol y rojo de metilo (APHA,1998),
el resultado en ml es multiplicado por 50 para obtener la cantidad de mg ml' de CaCQO; L’
presentes en la muestra. El pH y los compuestos nitrogenados se monitorearon cada tercer
dia en el caso del experimento para evaluar el efecto cronico. El pH se evalua tomando una
muestra de 20 ml de agua por unidad experimental para posteriormente analizarla con un
potencidometro (Thermo Orion Star 3). Los compuestos nitrogenados amonio (mg L"), nitrito
(mg L"), nitrato (mg L") y NAT (mg L") se evaluaron utilizando un fotémetro (YSI 9500
Ecosense), el cual, utiliza el método de indofenol para evaluar la concentracién de estos

compuestos en la muestra.
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Las muestras para evaluar la comunidad bacteriana del medio de cultivo se
colectaron en tubos Falcon estériles y libres de DNasas al final del experimento cronico,
estas muestras fueron conservadas en congelacion a — 80°C hasta que fueron procesadas.
Se realizd la extraccion de ADN metagendmico y posteriormente una secuenciacion de
genomas completos con la finalidad de obtener informacién sobre la estructura de la
comunidad (riqueza, abundancia y diversidad de especies) asi como informacion sobre los

grupos funcionales que se encuentran presentes (metabolismos).

6.2 Extraccion de ADN

Figura 3. Proceso de extraccion de ADN metagenémico

Se colectd una muestra homogénea de biofloc de cada unidad experimental, al inicio
y al término del experimento, las muestras fueron colectadas en un tubo Falcén de 50 mi
estéril y libre de DNAsas, las muestras fueron centrifugada a 10,000 RPM durante 3 min,
se retird el sobrenadante y se colecto un pellet de sedimentos de aproximadamente 200 mg
en base humeda, el cual, fue conservado en un crio congelador a -80°C, hasta su

procesamiento (Fig. 3).
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Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN metagendmico por la técnica CTAB y
posteriormente se utilizé el kit de extraccion de ADN DNAeasy Qiagen pro soil, con lo cual
se logré obtener la calidad y concentracion adecuada de ADN para realizar los analisis
metagendmicos. El uso de las distintas técnicas para la extraccién del ADN metagendémico

fue debido a la dificultad de extraer ADN de alta calidad de las muestras de biofloc.

La calidad del ADN fue evaluada utilizando un Nanodrop™ considerando como
parametro minimo una pureza A260/280 de entre 1.8 — 2.0 y una concentracion de 50 ng,

en todas las muestras se consiguieron estos parametros.

6.3 Secuenciacion de genomas completos

La secuenciacion de las muestras de ADN se llevdé a cabo en el laboratorio de
gendmica microbiana, del CIAD A.C. Mazatlan. Las muestras fueron secuenciadas
utilizando el secuenciador llumina miniseq para realizar una secuenciacion shotgun del
ADN total presente en la muestra. Se estimé una profundidad estandar de 2 millones de
secuencias pair-end por muestra y se obtuvieron las secuencias en archivos separados en

formato fastQ.

6.4 Analisis bioinformatico.

Se obtuvieron 4.65 Gb de informacion de la secuenciacion de las 16 muestras
enviadas, de donde se obtuvieron 2 archivos por muestra R1 y R2, representando las
lecturas en sentido forward y reverse para un total de 32 archivos. Las secuencias fueron
procesadas utilizando el servidor bioinformatico BIOBACTER del laboratorio de

bioinformatica del CIAD A.C.
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Se evalud la calidad de las secuencias con la herramienta Fast-QC, y de acuerdo
con los resultados se eliminaron las primeras 20 pb y a partir de la 150 pb con la finalidad
de eliminar las secuencias de baja calidad (>Q30). Una vez que se obtuvieron los archivos
solo con las secuencias de alta calidad, se ensamblaron las secuencias pair-end R1y R2
con la herramienta FLASH con lo cual se generd un archivo que acoplara toda la
informacion de la muestra. Al obtener los archivos consolidados se volvié a analizar la
secuencia de los archivos con la herramienta Fast-QC para comprobar la calidad de las
muestras y si era necesario cambiar las especificaciones en la limpieza de secuencias. Este
procedimiento se realizd con el script NEXTERA CLEANER especificado en el servidor

BIOBACTER del CIAD A.C Mazatlan.

6.5 Clasificacion taxonémica

Este analisis se desarroll6 utilizando la herramienta de clasificacion taxondmica
KAIJU, la cual compara los archivos con la informacién metagenémica contra una base de
datos de genomas conocidos en este caso se utilizé la base de datos de NCBI (nr+euk)
para comparar contra 381 millones de secuencias de bacterias, arqueas, virus y protistas.
De esta manera se generd una base de datos con el porcentaje de secuencias que fueron
identificadas, numero de secuencias y taxones asignados por muestra, desde reino hasta
el nivel especie. Con esta informacion es posible generar un grafico KRONA en donde se
representa graficamente la diversidad de la muestra analizada. Estos analisis se realizaron
utilizando el script KAIJU_FILE_CLASSIFIER del servidor BIOBACTER del CIAD A.C.

Mazatlan.
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6.6 Analisis ecoldgicos

Tomando los datos obtenidos del clasificador taxondmico se realizaron analisis para
caracterizar la estructura de la comunidad microbiana, se cuantificé el nimero de especies
observadas y se realizaron las curvas de rarefaccion para evaluar el esfuerzo de muestreo
de acuerdo con la metodologia de Huberts (1971). Se realiz6 un analisis sobre la
abundancia relativa de especies y se calcularon los indices de diversidad alfa de Chao1 y
de Shannon (Aguiar-Pulido et al., 2016). Para la diversidad beta se elabor6é una matriz de
similitud de Jaccard de acuerdo con la metodologia de Faith et al., (1987), la cual se
representd con un dendrograma, se realizd un andlisis de similitud (ANOSIM) de acuerdo
con la metodologia de Wharton et al., (2012) y un andlisis de coordenadas principales
(PCoA) utilizando la metodologia de Whittaker. (1960) utilizando los indices descritos por
Kollef et al. (2003). Estos analisis se realizaron utilizando el programa Restudio 4.3.1 con

la paqueteria de analisis ecoldgicos Vegan, y se graficaron utilizando la paqueteria ggplot2.

6.7 Analisis estadisticos

Para verificar la normalidad de los datos se realizé una prueba Shapiro-Wilk para
verificar la homocedasticidad en todas las series de datos. Para comparar los datos de
calidad del agua y abundancia relativa en los distintos tratamientos, se realizé un analisis
de varianza de una via (ANOVA) y en el caso donde se encontraron diferencias
significativas se realizé una prueba de Tukey para encontrar las diferencias especificas.
Estos analisis se realizaron utilizando el programa R-estudio 4.3.1 con la paqueteria de
analisis ecologicos Vegan, la paqueteria para manejo de bases de datos Tidyverse, y se

graficaron utilizando la paqueteria ggplot2.

28



7. Resultados

7.1 Temperatura y Oxigeno disuelto

Las variables ambientales que se mantuvieron bajo control fueron la temperatura y
el oxigeno disuelto, manteniendo una temperatura promedio de 23.9 + 0.2 y una

concentraciéon de oxigeno disuelto de 6.8 + 0.06.

7.2 Efecto agudo

No se observaron diferencias significativas en el consumo de compuestos
nitrogenados (NH4 y NO>) entre los tratamientos. De manera particular tardaron 6 horas en
regresar a la concentracion con la que se empezo el experimento (1 mg L™"). La dinamica

del NH4 como del NO2 se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Efecto agudo del Phytobutyrin en el Consumo de amonio y nitrito, después de la adicién de
0 mg, 60 mg, 120 mg y 240 mg de Phytobutyrin, representando la dosis maxima a agregar durante
el periodo de engorda en una sola exhibicion. Los muestreos se realizaron cada hora hasta que se
consumieron los 2mg L-" afadidos al inicio del experimento.
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7.3 Efecto crénico

7.3.1 Alcalinidad

Durante el experimento sobre el efecto crénico se mantuvo ajustada la alcalinidad a
200 mg L™ pero se notd un consumo diferencial entre los distintos tratamientos (Fig. 5), en
donde se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en el consumo de alcalinidad total
al final del experimento, en donde el tratamiento 3 presenté el mayor consumo de
alcalinidad, en comparacion con los otros tratamientos. En cuanto a los tratamientos, C, T1

y T2 se presentaron diferencias en el consumo de alcalinidad estas no fueron significativas.
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Figura 5 Efecto crénico del Phytobutyrin sobre la concentracion y el consumo de alcalinidad en el
biofloc durante el periodo experimental.
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7.3.2 pH

Se encontraron diferencias significativas en el pH de los diferentes tratamientos (Fig.
6) siendo el T1 el que menor pH presentod (p < 0.05), seguido del T3, mientras que el T2 y
el grupo control presentaron un comportamiento similar, estas diferencias se vieron
atenuadas a partir de la semana 4 donde fue necesario hacer un ajuste en la alcalinidad.
Aunque la tendencia siguié de la misma manera. Es de mencionar que los valores de pH

no salieron de los parametros adecuados para la acuicultura en un sistema de cultivo

biofloc.
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Figura 6. Efecto crénico del Phytobutyrin en la dinamica del pH durante el periodo experimental
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7.3.3 Amonio

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de amonio entre los
distintos tratamientos y el control (p >0.05) (Fig. 7). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los distintos muestreos. Es de mencionar que los primeros dias se
observo un aumento en la concentracion de amonio la cual con el paso de los dias se ajusto
a los parametros adecuados para la acuicultura en un sistema de cultivo biofloc. Este
resultado concuerda con el obtenido en el primer experimento donde el consumo de amonio

no se vio afectado de manera significativa por la adicién de Phytobutyrin en el medio.
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Figura 7 Efecto del Phytobutyrin sobre la dindmica del amonio durante el periodo experimental
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7.3.4 Amoniaco

En el caso de la dinamica del amoniaco (Fig. 8) conforme fue transcurriendo el
tiempo se puede ver una reduccion en la concentracion inicial, y después se mantiene
constante hacia el final del experimento , no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0.05), pero si se encontraron diferencias entre los muestreos (p < 0.05)
teniendo una concentracion significativamente mayor al inicio del experimento en
comparacion con las medidas subsecuentes, en total se encontraron 3 grupos diferentes,
el muestreo inicial (0) fue diferente a los demas, seguido de un grupo formado por el

muestreo 1y 2, y otro formado por los muestreos 3,4y 5.

-
[o)]

Tratamiento

c
am T1
m T2

T3

0.8-

Concentracion del Amoniaco (mg L-1

0 10 20 30
Tiempo de experimentacién (Dias)

Figura 8 Efecto del Phytobutyrin sobre la dinamica del amoniaco durante el periodo experimental
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7.3.5 Nitrito

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de nitrito entre los
distintos tratamientos y el control (p >0.05) (Fig. 9). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los muestreos, y las concentraciones de nitrito siempre se mantuvieron
en un rango adecuado para un cultivo de camardén en un sistema de cultivo biofloc. Este
resultado también concuerda con el obtenido en el primer experimento donde la

concentracioén de nitrito no se vio afectada de forma significativa con la adicion Phytobutyrin

en el medio.
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Figura 9. Efecto del Phytobutyrin sobre la dinamica del nitrito durante el periodo experimental.
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7.3.6 Nitrato

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de nitrato entre los
distintos tratamientos y el control (p >0.05) (Fig. 10). Por otro lado, se encontré diferencias
significativas entre la concentracién de nitrato al inicio y al final del experimento (p < 0.05)
este resultado es esperado debido a que es normal la acumulacién de nitrato en un sistema

biofloc quimiolitotréfico.
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Figura 10. Efecto del Phytobutyrin sobre la dinamica del nitrato durante el periodo experimental.
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7.4 Metagenomica

7.4 1 Esfuerzo de muestreo

Para la evaluacion del esfuerzo de muestreo se realizdé una curva de acumulacion
de especies mediante la rarefaccion de cada muestra (Fig. 11). En todas las muestras se
presentd un ligero aplanamiento en las curvas de rarefaccion a partir de los 10,000 Otus
observados y después de las 80,000 lecturas, en promedio la pendiente de la curva fue de

0.115 £ 0.036, esto provoca una superposicion de las muestras debido a la similitud entre
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Figura 11. Curvas de acumulacion de especies. las distintas unidades de muestreo bajo los 4
tratamientos de phytobutirin el punto de inflexién de la curva estd marcado después de las 20,000

muestras, y un rectangulo marca el punto de aplanamiento de la curva, todos los tratamientos tuvieron
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7.4.2 Secuenciacion

Las muestras fueron procesadas en un secuenciador lllumina miniseq, de donde se
objetivo una base de datos de 4.45GB. Se obtuvieron n= 2,460,315 + 1,405,068 (promedio
* desviacion estandar) lecturas por muestras de biofloc, en total se obtuvieron 29,523,782
de lecturas, con un valor de calidad q = 36. De estas lecturas se ensamblaron n= 606,255
+ 366,183 secuencias por muestra, de las cuales se lograron clasificar 216,731 £ 159,092
secuencias promedio por muestra, las secuencias no clasificadas fueron excluidas de los

analisis.

7.4.3 Estructura de la comunidad

En total se identificaron OTU’s de los 3 dominios conocidos (Procariota, Eucariota y
Archaea), ademas de secuencias de virus. Estos OTUs se dividieron en 196 filums, 224
clases, 529 o6rdenes, 1,156 familias, 4,420 géneros y 26,017 especies. El tratamiento con
mayor numero de OTUs fue el tratamiento 3 con una riqueza promedio de 15,368 + 2764,
seguido del tratamiento control el cual tuvo el segundo mayor numero de OTUs. Los
tratamientos 1 y 2 tuvieron una menor riqueza de especies comparados con el control,

aunque no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p> 0.05).

El indice de riqueza de chao1 nos ayuda a estimar la riqueza de la comunidad, ya
que toma en cuenta la presencia de especies raras. El tratamiento 3 fue donde el indice de
chao alcanz6 su valor maximo, seguido por el tratamiento control, y con valores muy
similares el tratamiento 1 y 2, no se encontraron diferencias significativas entre el control y
los distintos tratamientos. En cuanto al indice de diversidad Shannon se encontraron
valores muy similares entre las muestras, en donde el tratamiento 3 tuvo el valor mas alto
siendo la comunidad mas diversa, seguido del tratamiento control, el tratamiento 1 y por

ultimo el tratamiento 2. No se encontraron diferencias significativas entre los distintos
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tratamientos y el control (p>0.05). Complementando el indice de diversidad de Shannon
tenemos el indice de Pielou, el cual evalua la equitatividad en la distribucién de especies,
donde el tratamiento 2 tuvo el valor mas alto, seguido del tratamiento 1, después el
tratamiento control y por ultimo el tratamiento 3. No se encontraron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos y el control (p>0.05). Estos datos se encuentran

representados en la tabla 1.

Tabla 1. indices de diversidad alfa de la comunidad bacteriana del biofloc. Muestras del
tratamiento con Phytobutyrin de tres unidades experimentales diferentes. Sp. Obs: Especies
observadas, S. chao1.: indice de riqueza de especies de chao. N.: niumero total de Otus.
Tratamiento Control (0 mg*Kg™), Tratamiento 1 (0.5 mg*Kg™), Tratamiento 2(1 mg*Kg'),
Tratamiento 3 (2 mg*Kg™)

Tratamiento Sp. Obs |S.chaot |Shannon [Pielou linv. Simpson [N

Control 9133 15887.230 6.738 0.739 129.294 75830
Control 12169 18576.997 6.775 0.720 128.586 141530
Control 12893 19894.940 6.793 0.718 128.522 157084
Tratamiento 1 4633 10191.097 6.576 0.779 127.906 22605
Tratamiento 1 11250 17553.886 6.765 0.725 127176 118861
Tratamiento 1 16483 22382.217 6.826 0.703 129.469 304386
Tratamiento 2 4621 10423.421 6.581 0.780 130.571 22338
Tratamiento 2 11746 18627.801 6.781 0.724 129.097 129222
Tratamiento 2 12612 19314.681 6.789 0.719 129.356 152127
Tratamiento 3 11884 18664.683 6.785 0.723 128.954 133888
Tratamiento 3 15575 22084.646 6.809 0.705 127121 258690
Tratamiento 3 18645 24339.731 6.832 0.695 128.450 442812
Promedio+D.S. | Sp.Obs |  S.chaol | Shannon | Pielou [ Inv.Simpson | N

Control 11398 £ 1628 18119.722 + 1667 6.768+0.023 0.726+0.009  128.8 £ 0.350 124815 £ 35215
Tratamiento 1 10788 £ 4849 16709.066 + 5012 6.722+ 0.106 0.736+0.032 128.183+0.956 148617 + 116945
Tratamiento 2 9659 + 3580 16121.967 +4039 6.716+ 0.096 0.741+0.028 129.674+0.643 101229 + 56563
Tratamiento 3 15368 + 2764 21696.353 + 2333 6.808 + 0.019 0.708 £0.012 128174+ 0.773 278463 + 126890
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7.4.4 Abundancia relativa Dominio

Se identificaron en total 2,600,778 Otus, entre organismos celulares y Virus (Fig. 12)
La mayoria de los organismos (97.9 £ 0.9 %) pertenecieron al dominio Bacteria, seguido
del dominio Eukaryota (1.8 £ 1%), y por ultimo el dominio Archaea (1.5 + 0.02%). Esto por

parte de los organismos celulares mientras que los Virus representan el (0.07 £ 0.03%).

Abundancia Relativa Dominio
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Figura 12. Grafica de la abundancia relativa de los Dominios presentes en la comunidad, los

tratamientos C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg'), T3 (2 mg Kg")
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7.4.5 Abundancia relativa Phylums

La comunidad bacteriana quedd representada en un 95% por un total de 10
Phylums, mientras que el 5 % restante se divide en 185 phylums restantes, y aunque los
porcentajes de abundancia relativa varian entre muestras y tratamiento, la presencia de los

phylums es constante (Fig.13).

Los 10 phylums con mayor abundancia fueron las Actinobacterias (48 — 9%), seguido por
Proteobacterias (36 — 21%), Planctomycetes (24 — 6%), Bacteroidetes (12 — 1%), Chloroflexi
(6 % — 2 %), Nitrospirae (5 - 0.5%), Cyanobacteria (3 — 0.8 %), Firmicutes (1 — 0.6%),

Cholophyta (4 — 0.5%), otras (5.5 - 2.1%).
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Figura 13 Grafica de la abundancia relativa de los phylums presentes en la comunidad. Los
tratamientos C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg'), T3 (2 mg Kg'). Los 9 phylums
representan al menos el 1% de la comunidad
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7.4.6 Abundancia relativa Clase

La comunidad bacteriana del biofloc fue representada entre un 90 y un 60 % por 9
clases, entre las cuales solamente 4 alcanzaron el 1% de la poblacién en todas las
muestras. Y aunque los porcentajes varian entre las muestras y los tratamientos, la
presencia de las clases es constante y sigue los patrones antes vistos en la abundancia de

los phylums (Fig.14).

Las mas importantes fueron Actinomycetia (50 — 10%), Alphaproteobacteria (25 — 14%),
Gammaproteobacteria (12 — 3%), Flavobacteria (14 — 0.3%), Betaproteobacteria (7 — 2%),
Bacilli (5 — 0.1%), Cytophagia (4 — 0.1%), Deltaproteobacteria (2 — 0.5%), Planctomycetes

(29 — 0.01%), los porcentajes restantes se dividen entre las 213 clases diferentes.
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Figura 14. Gréafica de la abundancia relativa de las clases presentes en la comunidad.Los
tratamientos C (0 mg Kg-'), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg"), T3 (2 mg Kg).
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Abundancia relativa

7.4.7 Abundancia relativa Familias

Solo 9 familias representaban al menos 1% de la poblacién total de la comunidad, y
en conjunto acumularon entre el 53% y el 70%. Y aunque los porcentajes varian entre las
muestras y los tratamientos, la presencia de las clases es constante y sigue los patrones

antes vistos en la abundancia de las clases (Fig.15).

Las clases mas abundantes fueron Mycobacteriaceae (40 — 5%), Microbacteriaceae (11 —
2%), llumatobacteriace (12 — 1%), Flavobacteriaceae (12 — 1%), Lacipirellulacea (11— 3%),
Phyllobacteriaceae (10 — 3%), Roseobacteraceae (5 — 3%), Planctomycetaceae (7 — 1%),
Nitrosomonadaceae (7 — 1%), el porcentaje restante se divide entre 1,146 familias
diferentes.
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Figura 15. Grafica de la abundancia relativa de familias presentes en la comunidad. Los tratamientos
C (0 mg Kg"), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg), T3 (2 mg Kg')
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7.4.8 Abundancia relativa de géneros.

Los 9 géneros mas abundantes en la poblacion acumularon entre el 63% y el 27%
del total de la poblacién, y aunque los porcentajes varian entre las muestras y los
tratamientos, la presencia de los géneros es constante y sigue los patrones antes vistos en

la abundancia de las familias (Fig.16).

Los géneros mas abundantes fueron Mycolicibacterium (19 — 2%), Microbacterium (11 —
2%), llumatobacter (13 — 1%), Mycobacterium (13 — 1%), Methyloceanibacter (6 — 2%),
Bythopirellula (6 — 1%), Nitrosomonas (8 — 1%), Hoeflea (6— 1%), Muricauda (4 — 0.1%), el

porcentaje restante se divide entre 4,411 géneros diferentes.
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Figura 16 Grafica de la abundancia relativa de Géneros presentes en la comunidad. Los tratamientos
C (0 mg Kg"), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg™), T3 (2 mg Kg')
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7.4.9 Abundancia relativa especie

Los 9 géneros mas abundantes en la poblacion acumularon entre el 31% y el 34%
del total de la poblacién, y aunque los porcentajes varian entre las muestras y los
tratamientos, la presencia de las especies es constante y sigue los patrones antes vistos

en la abundancia de los géneros (Figura 17).

Las 9 especies mas abundantes de la comunidad fueron llumanobacter fluminis (9 — 0.8%),
Nitrospirales bacterium (6 — 0.5%), Hoeflea sp. (5 — 1%), Chloroflexi bacterium (3 — 0.9%),
Nitrosomonas sp. (8 — 0.9%), Actinobacteria bacterium (2 — 0.5%), Mycolicibacterium
hippocampi (3 — 0.2%), Planctomycetes bacterium (3 — 0.8%), Bythopirellula goksoeyrii (3

— 0.9%), el porcentaje restante se divide entre 26,008 especies diferentes.
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Figura 17. Grafica de la abundancia relativa de especies presentes en la comunidad.

Los tratamientos C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg Kg), T2(1 mg Kg'), T3 (2 mg Kg™')
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7.5 Diversidad beta.

7.5.1 PCoA

El analisis de coordenadas principales (Fig. 18) mostrd que el estrés provocado por
el Phytobutyrin sobre los cambios en la comunidad fue muy pequefo en cualquiera de los
tratamientos (stress = 0.0014), por lo que las variaciones entre tratamientos no pueden ser
adjudicadas al efecto del Phytobutyrin. En la grafica podemos ver como los 4 tratamientos
se concentran en un solo punto y aunque se pueden observar que los tratamientos control

y el tratamiento 1 tienden a alejarse estas variaciones no son significativas.
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Figura 18. Andlisis de coordenadas principales, se consideraron las especies presentes en cada
tratamiento para modelar la comunidad en funcién de las variables ambientales consideradas fueron:
Temperatura, Salinidad, oxigeno disuelto, las concentracion de amonio, nitrito y nitrato, y los
tratamientos de Phytobutyrin C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg Kg'), T2(1 mg Kg'), T3 (2 mg Kg™').
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7.5.2 ANOSIM

El analisis de similitud (ANOSIM) (Fig. 19) se puede apreciar que a mayor
concentracion de Phytobutyrin existe una menor variabilidad al interior de la
muestra, lo cual coincide con lo encontrado en el analisis PCoA. Sin embargo, las
diferencias entre las comunidades de los distintos tratamientos no fueron

significativas (P > 0.05).
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Figura 19. Gréfica representando la disimilitud entre comunidades de acuerdo con la concentracion
de Phytobutyrin C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg Kg-'), T2(1 mg Kg), T3 (2 mg Kg").
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7.5.3 Analisis de Jaccard

La matriz de similitud de Jaccard se representa con un dendograma (Fig. 20) en
donde, se puede apreciar que existen 3 ramas principales, el tratamiento control se agrupa
al centro y los distintos tratamientos empiezan a alejarse. El tratamiento 3 y el tratamiento
uno fueron los que mas se alejaron del grupo control, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en el ANOSIM, sin embargo, la alta variabilidad intra-grupos no permite que se

puedan diferenciar por completo
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Figura 20. Dendograma representando la disimilitud minima entre muestras. Se construyo a través
de una matriz de similitud de Jaccard, utilizando la base de datos de especies de cada una de las
muestras y comparando su presencia o ausencia en las diferentes muestras para establecer las
diferencias entre ellas. De acuerdo con la concentracion de Phytobutyrin C (0 mg Kg'), T1(0.5 mg
Kg™"), T2(1 mg Kg), T3 (2 mg Kg™).
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8. Discusion

8.1 Calidad del agua

Los sistemas de cultivo Biofloc representan una opcién para reducir el consumo de
agua en la acuicultura, debido a que la comunidad bacteriana contiene los grupos
funcionales necesarios para poder consumir los compuestos nitrogenados (Kim et al.,
2014). El consumo de alcalinidad es parte del metabolismo de las bacterias heterotréficas
y nitrificantes, presentes en el biofloc, las cuales, se han descrito que por cada gramo de
nitrdgeno convertido en biomasa bacteriana se consumen 3.57 g de alcalinidad (Ebeling et

al., 20086).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el Phytobutyrin
incremento significativamente el consumo de alcalinidad, o que podria estar indicando un
aumento en el metabolismo bacteriano, lo cual traeria consigo un mayor consumo de
amonio. El consumo de alcalinidad por la comunidad bacteriana del biofloc es una variable
a tener en cuenta en los sistemas productivos ya que en el caso del cultivo de camarén P.
vannamei, se recomienda mantener una alcalinidad mayor a 100 mg CaCOs*L™" con el fin
de mantener un desarrollo ideal en los camarones (Vinatea et al., 2010), por lo que habria
que considerar el aumento en el consumo de alcalinidad en el caso del uso de Phytobutyrin

en un sistema de cultivo biofloc.

El pH es una variable que puede afectar de distintas maneras a los organismos en
la acuicultura, ya sea directa o indirectamente ya que la toxicidad del amonio es
dependiente del pH del medio (Wilkie, 2002), se ha reportado que con el aumento en la
densidad de cultivo viene un aumento en la tasa de respiracion, aumentando el CO., lo que
ocasiona una acidificacion del medio (Mcintosh et al., 2000) este comportamiento en la

dinamica del pH coincide con los resultados obtenidos en este experimento, donde se
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puede notar un acoplamiento en la dinamica del pH y la alcalinidad, cuando se agrego
bicarbonato de sodio para corregir la alcalinidad también se observa un aumento en el pH,
y con el consumo de alcalinidad se ve un aumento en la acidez del medio, sin salir del

umbral adecuado para el desarrollo de la acuicultura.

El control de los compuestos nitrogenados es de vital importancia para los sistemas
acuicolas, debido a la toxicidad que pueden presentar sobre las especies cultivadas cuando
se alcanzan concentraciones elevadas (Ip y Chew, 2010). En sistemas de cultivo biofloc el

amonio es oxidado en nitrito y nitrato por bacterias nitrificantes (Avnimelech, 1999).

En los resultados obtenidos tanto en el experimento sobre el efecto agudo del
Phytobutyrin como en el efecto cronico, no se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de amonio, nitrito y nitrato entre el uso de distintas concentraciones de
Phytobutyrin y el grupo control. Esto podria indicar que si bien el uso del cinamaldehido,
carvacrol y acido butirico pueden provocar cambios en la microbiota (Zaminhan-Hassemer
et al., 2022), esto no tiene un efecto significativo en las bacterias nitrificantes, ya que los
resultados obtenidos concuerdan con las dinamicas normales de los compuestos
nitrogenados en sistemas de cultivo intensivos tanto en sistemas biofloc como sistemas

RAS (Luo et al., 2014, 2017).

Por ultimo, en la concentracion de nitrato no se observaron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos y el control, existiendo una acumulacion paulatina entre el
inicio y el final del experimento, lo cual concuerda con un sistema de cultivo BFT maduro

de acuerdo con lo descrito por Ferreira et al. (2021).

8.2 Metagendmica

La comunidad bacteriana del biofloc tiene una gran riqueza de especies ya que en

promedio se identificaron mas de 11,000 especies diferentes en los distintos tratamientos,
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y aunque no existieron diferencias significativas en la riqueza de especies, entre
tratamientos, la comunidad con mayor riqueza de especies fue el tratamiento 3 (15,368), y
el tratamiento con menor riqueza fue el tratamiento 2 (9,659). Se ha reportado que, aunque
la diversidad bacteriana no cambia ante la aparicion de una enfermedad, esta si disminuye
conforme progresa la enfermedad (Xiong et al.,, 2017). Se ha reportado también que
conforme disminuye la diversidad, potenciales patdégenos como Vibrio spp suelen aumentar

su abundancia. (Dai et al., 2018).

A pesar de que el indice de Chao1 registrado en este trabajo mostré que existe una
gran riqueza de especies, el indice indica que la riqueza potencial podria haber sido mayor,
ya que, de acuerdo con Koleff et al., (2003) podriamos estar subestimando la riqueza,
debido a la gran cantidad de especies que fueron encontradas en una sola ocasion.
También debe de considerarse que, en los estudios de comunidades microbianas, se
trabaja con OTUS, por lo que la presencia de organismos con una sola lectura podria
deberse también a errores de identificacion, ya que se ha reportado que distintas cepas de
una misma especie bacteriana pueden presentar micro-divergencias en el genoma (Berg

etal., 2015).

En este estudio se encontré que el phytobutyrin no tuvo un efecto en la diversidad
a. Aunque el tratamiento 3 fue la comunidad con el indice de Shannon mas elevado (6.80).
El indice de Shannon pone un mayor peso en la riqueza de especies, por lo que, es de
esperarse que el tratamiento 3 sea la comunidad mas diversa al tener un mayor nimero de
especies (15,368). Mientras que los tratamientos 2 y 1 sean los que menor diversidad
presentan (6.71) y (6.72) al ser también los tratamientos con menor riqueza de especies
(9,659) y (10,788) respectivamente. Luo et, al. (2017) realizaron un analisis de diversidad
de la comunidad bacteriana de un sistema BFT donde reportaron indices de diversidad «

entre 5.21 y 5.59, estos resultados, aunque nos dan una idea de la diversidad presente en
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los sistemas BFT no son del todo comparables debido a que en este estudio se utilizaron
la secuenciacién del gen 16S rRNA para hacer la asignacion taxonémica. Se ha reportado
que la comparacién entre comunidades identificadas mediante la secuenciacién de
genomas completos y la secuenciacion del gen 16S rRNA no son directamente
comparables, aunque ambas proveen una perspectiva de la composicion de la comunidad.

(Shan et, al.2010)

También se encontré que la comunidad del biofloc presenta una equitatividad muy
elevada en la distribucion de especies, ya que el indice de Pielou, en todos los tratamientos
presentd un valor cercano a 1, en promedio los tratamientos tuvieron un valor de 0.72.
siendo el tratamiento 2 el mas equitativo (0.74), mientras que el tratamiento 3 fue el menos
equitativo (0.70) y aunque las diferencias entre tratamientos no fueron significativas, el
aumento en la riqueza del tratamiento 3, aumentd también la presencia de especies raras,
mientras que no afecté la abundancia de las especies mas comunes en la comunidad

provocando asi una ligera disminucion en la equitatividad de la comunidad.

Se ha reportado la importancia de las especies raras en los ecosistemas, ya que,
en ecosistemas con una alta diversidad, las especies raras suelen llevar a cabo funciones
redundantes en el ecosistema, sirviendo de amortiguador ante la pérdida de especies, y
asegurando la funcionalidad del ecosistema ante cambios en las condiciones ambientales

en un futuro (Mouillot et al., 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos la mayoria de los Otus identificados
pertenecen al dominio Bacteria (97.9 % + 0.9) seguido del Eukarya, Archaea y virus este
resultado coincide con otras investigaciones donde se confirma la dominancia del dominio
bacteria en la comunidad del biofloc, (Meenakshisundaram et al., 2021) también reporta el
mismo patrén en la distribucién de los dominios, aunque las proporciones son menores ya

que reporta que el dominio bacteria representa el 70 %. Esta variacién puede deberse a
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distintos factores, desde las variaciones entre la metodologia entre los estudios, la fuente
de carbono empleada para mantener la comunidad o la especie cultivada en el sistema

biofloc.

Se encontré que el dominio mas abundante de la comunidad fue el phylum
Actinobacteria este phylum de bacterias gram positivas, se caracteriza por la formacion de
filamentos y es uno de los linajes mas abundantes dentro del dominio bacteria, la mayoria
de estos organismos son organismos aerobicos, aunque también existen anaerobios
facultativos o anaerobios. La mayor parte de estos organismos pertenecen a la clase
Actinomycetia, y las familias Mycobacteriaceae, Microbacteriaceae, llumatobacteraceae
(Hazarika y Thakur, 2020), las cuales estuvieron también entre las mas abundantes de la

comunidad.

Las Actinobacterias suelen ser organismos saprobios, por lo que juegan un papel
muy importante en la degradacion de compuestos organicos como: polysacaridos, celulosa,
almidén, quitina, acidos organicos, proteinas, grasas etc. (Hazarika y Thakur, 2020). Se ha
reportado que las Actinobacterias pueden producir fijimicinas A-C, Etamicina,
neosidomicina, heronamicina y essramicina, las cuales tienen un efecto antimicrobiano ante
staphilococus, Bacillus, enterococcus, E.coli y micrococcus (Hassan et al., 2017; McArthur
et al., 2008; Schumacher et al., 2001), se ha reportado la presencia constante del phylum
actinobacteria en el tracto digestivo del camardon (Penaeus vannamei), siendo mas
abundante en organismos sanos (Xiong et al., 2015) por lo que su abundancia en el sistema

podria ser un buen indicador de la comunidad.

El siguiente phylum mas abundante fueron las Proteobacterias. Este phylum
contiene a la gran mayoria de las bacterias gram negativas, abarcando una gran diversidad
de morfologias y metabolismos (Gupta, 2000), siendo de gran importancia en los ciclos

biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre (Spain et al., 2009).
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El phylum Proteobacteria estuvo representado por 4 de sus 6 clases:
Alphaproteobacteria, Gama Proteobacteria, Betaproteobacteria y Deltaproteobacteria las
cuales estuvieron entre las 10 familias mas abundantes de la comunidad. Mientras que las
familias Roseobacteraceae, Phylobacteriacea, Nitrosomonadaceae, fueron de las mas
abundantes en la comunidad, Estas familias se ha reportado su relevancia en los ciclos de

carbono y nitrégeno (Feng y Xing, 2023; Mustaq et al., 2023).

Las Proteobacterias por su parte se ha reportado que pueden producir
antimicrobianos como thiomarinol, agabamicinasA - D, E, F y G, holomicina,
miuraenamidas A y B, teniendo efecto en Bacillus, E. coli, Micrococcus, hongos y levaduras
(Liao et al., 2009; Nair et al., 2017; Naoya et al., 2008). Se ha reportado en otros estudios
como el phylum mas abundante en los sistemas de cultivo biofloc (Meenakshisundaram et
al., 2021) teniendo invertida la jerarquia entre proteobacteria y actinobacteria, pero ambos

siendo los dos phylums mas abundantes en el sistema de cultivo biofloc.

El phylum planctomycetes fue el tercer phylum mas abundante en la comunidad de
biofloc, se ha reportado la presencia de este phylum en una gran variedad de ambientes y
esta relacionado con la degradacion de polisacaridos complejos y materia organica (Li et
al., 2014), por lo que la presencia de este phylum aumenta en ambientes donde existe una
acumulacion de fuentes de carbono como la nieve marina o los sedimentos marinos en
donde su actividad esta relacionada con el ciclaje del carbon y el nitrégeno (Vigneron et al.,
2017). En los resultados obtenidos aparecen junto a las clases mas abundantes

Planctomycetes, y también a nivel de familia con la familia Planctomycetaceae.

La presencia de los planctomycetes en la acuicultura se ha reportado con
anterioridad, representando el 10% de la comunidad bacteriana en los sistemas de cultivo
intensivo de camaréon Peneaus Vannamei (Zeng et al.,, 2017). Planctomycetes se ha

demostrado que tienen el potencial de producir péptidos no ribosomales, bacteriocinas y
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terpenoides, aunque debido al complicado ciclo de vida y la falta de estudios, aunque se
sabe que pueden producir compuestos bioactivos, no se han identificado las estructuras

moleculares (Fuerst y Sagulenko, 2011; Jeske et al., 2013, 2016)

El phylum Bacteroidetes esta formado en su mayoria por bacterias Gram negativas
y se ha caracterizado como uno de los grupos predominantes en el bacterioplancton
heterotrofico, colonizando particulas de materia organica (Krieg et al., 2010) por que suelen
estar asociados a los florecimientos algales (O’Sullivan et al., 2004) y han sido asociados
al metabolismo de amonio en sistemas Biofloc (Cardona et al., 2016). En los resultados
obtenidos se encontraron dos clases de este phylum dentro de las mas importantes

Flavobacteria y Cytophaga.

Mientras que los organismos de la clase Flavobacteria estan asociados con el
metabolismo y mineralizacién de carbohidratos, proteinas y lipidos (Dworkin et al., 2006),
la Clase Cytophaga tiene un metabolismo heterotréfico (Kirchman, 2006), recientemente se
ha descubierto dentro de la clase Cytophaga organismos capaces de producir pontifactina,

un lipopéptido el cual presenta actividad antimicrobiana, (Balan et al., 2016).

El phylum Chloroflexi estda formado por bacterias gram negativas, siendo
encontradas en una gran variedad de ambientes como los sedimentos marinos y lacustres,
tapetes microbianos, drenajes, sistemas de tratamiento de agua y biofiltros. Siendo
organismos principalmente fotoheterotroéficos y/o quimiolitoheterotréfico (Hug et al., 2013).
Se ha reportado que estos organismos son abundantes en sistemas nitrificantes (Yamada

y Sekiguchi, 2009).

Los 5 phylums mas abundantes en el sistema han sido reportados en otros estudios

como parte importante de la comunidad del biofloc (Cardona et al, 2016;
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Meenakshisundaram et al., 2021). Aunque las proporciones en la abundancia relativa

obtenidas en este estudio no coinciden con las reportadas en estudios previos.

El phylum Nitrospira, es el phylum con mayor distribucién y diversidad de bacterias
nitrificantes, a través de la oxidacion de amonio y subsecuentemente la oxidacion de nitrito
a nitrato (Watson et al., 1986), los resultados obtenidos indican que, aunque no es de los
phylums mas abundantes representando alrededor del 5% de la abundancia total, dos de
las 10 especies mas abundantes encontradas en el muestreo pertenecen a este phylum.
Se ha reportado que estos organismos son comunes en ambientes con altas
concentraciones de amonio y nitrito, por lo que estan asociados a sistemas de tratamiento

de agua. (Koch et al., 2015).

Los phylums Cianobacteria y Chlorophyta aparecen en el sistema en abundancias
variables entre el 4 y el 0.5%, ambos phylums se caracterizan por ser fotoautétrofos,
utilizando el agua como donador de electrones para producir energia y desechar oxigeno,
ambos son abundantes en cuerpos de agua iluminados. (Shah et al., 2020; Zwirgimaier et
al., 2007). Las cianobacterias se caracterizan por la produccion de clorofila a, ademas de
pigmentos secundarios como la phycocianina lo que les da su caracteristico color verde
azulado, tienen la capacidad de utilizar un flujo bajo en fotones para realizar la fotosintesis,
ademas de tener la habilidad de fijar nitrdgeno atmosférico en estructuras especializadas

llamadas heterocistos (Whitton y Potts, 2012)

Aunque existen riesgos en la presencia de Cianobacterias en el medio debido a la
produccion de toxinas, las cuales pueden ser daninas para el consumo humano y para otros
organismos en el caso de un florecimiento de cianobacterias, su presencia en bajas
proporciones no conlleva ningun riesgo (Kerbrat et al., 2011). Se ha reportado que los
florecimientos de este tipo de organismos suelen ocurrir en aguas oligotréficas tropicales

(Capone et al., 1997) por lo que es menos probable que ocurran en un ambiente rico en
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nutrientes como es un sistema biofloc. Cyanobacteria pueden producir Ambiguina K y Ko,
ademas de isonitrilos, los cuales tienen un potente efecto antimicrobiano en contra de
Mycobacterium (Mo et al., 2009). También se ha visto que pueden producir Lyngbya las
cuales tienen un efecto inhibidor en el quorum sensing de las pseudomonas (Choudhary et

al., 2017).

El Phylum Chlorophyta incluye a todas las algas verdes, las cuales se caracterizan
por poseer tanto clorofila a como 8 y contar con una gran variedad de adaptaciones lo que
les permite resistir condiciones ambientales adversas como el clima, salinidad, pH,
disponibilidad de luz, y bajas concentraciones de CO,, estas adaptaciones las hacen un
grupo pueden producir una gran variedad de metabolitos secundarios siendo de gran
interés para muchas industrias (Shah et al., 2020), la presencia de este phylum en plantas
de tratamiento de agua se ha reportado con anterioridad, asi como su capacidad de remover

amonio y ortofosfatos en el agua (Ji et al., 2019).

El phylum Firmicutes esta formado por bacterias gram positivas, siendo
comunes en cualquier ambiente acuatico, presentando un crecimiento rapido tanto en
medios liquidos como en sedimentos. La clase Bacilli fue de las clases mas abundantes
encontradas en este estudio. Dentro de uno de los géneros mas importantes de esta clase
se encuentra el género Bacillus, debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios que

pueden producir (Ntougias et al., 2000).

Los metabolitos secundarios de Bacillus tienen efectos antibacterianos y antivirales,
siendo eficaces tanto para bacterias gran positivas como negativas (Mondol et al., 2011).
Firmicutes producen una gran variedad de marcolactinas (A, F, K, G-M, O-R, Sy V) teniendo
efecto antimicrobiano en contra de Bacillus, Staphilococus, E.coli, (Gao et al., 2010; Nagao

et al., 2001; Zheng et al., 2007).
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Se ha reportado que los phylums bacterianos marinos que mas compuestos
antibacterianos producen son Actinobacteria, Proteobacteria, Planctomycetes,
Bacteroidetes, Cyanobacteria y Firmicutes (Stincone y Brandelli, 2020). La produccion de
metabolitos secundarios es una adaptacion de estos microorganismos ante un ambiente
hostil, ya sea para resistir el estrés ambiental, como defensa ante depredadores o reducir
la competencia por recursos (Jimeno et al., 2004). En un ambiente como el sistema de
cultivo biofloc, en donde se genera una gran biomasa de microorganismos, la produccién
de antimicrobianos que limiten competencia por los recursos limitantes como son el C y el

N podria ser el factor que determina la supervivencia de estos organismos en el ambiente.

Esta competencia por los recursos limitantes podria estar limitando la abundancia
de grupos con un potencial patogénico encontrados en los distintos tratamientos como
Flavobacteriaceae, Cytophaga, Vibrio, Aeromonas entre otros. Se ha reportado en otros
estudios que, la presencia de patdogenos en el tracto digestivo del camarén es comun,
aunque estas se encuentran en una abundancia reducida y solamente bajo condiciones de
estrés sobre el hospedero, pueden generan un brote infeccioso (Ringg et al., 2010; Li et al.,

2018;).

Por otro lado, se ha asociado la abundancia de los phylums proteobacteria y Actinobacteria
a cultivos de camardn con una alta supervivencia (Amin et al., 2023), esto coincide con lo
encontrado en este estudio, donde se encontré la presencia constante de los phylums
proteobacteria y actinobacteria como los dos phylums mas abundantes en todos los
tratamientos. A nivel de genero se ha asociado la baja supervivencia de camarones a
comunidades donde el género Vibrio, Kokuria y Tepediphilus se encuentran entre los 5
géneros mas abundantes en el ambiente (Amin et al., 2023), en el presente estudio la

presencia de estos géneros fue limitada, estando fuera de los 10 géneros mas abundantes,
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por lo que podria considerarse evaluar el efecto que tiene el Phytobutyrin, en la abundancia

de estos géneros en especifico.

Cerca del 90% de los Otu’s identificados estan divididos en los 5 phylums descritos
anteriormente, siendo principalmente heterétrofo relacionados al metabolismo de
carbohidratos complejos, proteinas, grasas y en menor medida se han relacionado con el
ciclaje de nitrégeno, principalmente Bacteroidetes y Choloflexi, los cuales también

presentan metabolismos quimiolitoheterotrofico y fotoheterétrofos.

Aunque se pueden hacer aproximaciones en cuanto al metabolismo que tienen los
distintos phylums bacterianos, debe de considerarse que estos incluyen cientos de especies
diferentes, las cuales estan adaptadas a distintos ambientes a pesar de tener un ancestro
comun que las coloca en un phylum, clase o familia diferente. Se ha reportado que en la
mayoria de los organismos bacterianos existe una plasticidad fenotipica, la cual es la
capacidad genotipica de modificar la expresion fenotipica en respuesta a las condiciones
ambientales, como temperatura, depredacion, y disponibilidad de recursos (DeWitt et al.,
1998). La consideracion de la plasticidad fenotipica en una comunidad es de vital
importancia al momento de explicar patrones en la dinamica de la comunidad

(Heemsbergen et al., 2004).

En el caso de la comunidad bacteriana del biofloc fue predominantemente
heterotroéfica, con la presencia de organismos que se ha reportado ser fotoautétrofos,
fotoheterotrofos, quimioautétrofos, quimiolitoheterotrofico, quimiolitotrofos. La interaccion
de los organismos en la comunidad lleva a distintos tipos de interacciones, los cuales
pueden alterar la comunidad dependiendo del resultado, ya sea exclusién la exclusion

competitiva de alguna especie o coexistencia de ambas especies (Stomp et al., 2008).
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Los resultados del PCoA indican que el uso de phytobutyrin a diferentes
concentraciones no explica la diferencia que existe en las muestras, lo que muestra la
resiliencia del biofloc ante los efectos antimicrobianos que presenta el phytobutyrin. Se ha
reportado que las comunidades microbianas marinas pueden variar diariamente entre un 5
y 10% y aunque esto podria llevar a que la comunidad acumule estas diferencias con el
tiempo, los cambios tienden a ser reversibles lo que lleva a la comunidad a volver a su

estado promedio (Caporaso et al., 2012),

En los resultados obtenidos sobre la similitud entre las comunidades en el ANOSIM
como podemos observar como existe una diferenciacion entre el grupo control y los distintos
tratamientos, sin que esto llegue a ser significativo, mientras que el valor de R(0.015) indica
que las diferencias encontradas entre las comunidades son ocasionadas por el azar y no
por el efecto del Phytobutyrin. estos resultados coinciden con la dinamica de las
comunidades marinas reportada por Fuhrman et al., (2015), en donde se menciona que si
bien, la comunidad microbiana marina se caracteriza por su dinamismo y resiliencia, en
términos generales es predecible en las variaciones de la comunidad de manera diaria,
mensual o interanual, debido a distintos mecanismos de realimentacion como pueden ser
la competencia, infeccion viral e interacciones depredador — presa que ayudan a mantener

una comunidad “estable”.

El analisis de similitud de jaccard también se puede apreciar como las diferencias
se acumulan entre las distintas unidades experimentales, en donde se agrupan las
muestras del grupo control al centro mientras que los distintos tratamientos empiezan a
diferenciarse, sin que estas diferencias lleguen a ser significativas. Este resultado
concuerda con lo encontrado por (Huerta-Réabago et al., 2019) en donde no se encontraron

diferencias significativas entre la diversidad de phylums presentes en biofloc cultivados con
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distintos probidticos, mencionando que las bacterias autdctonas de la comunidad del biofloc

son las que tienen la mayor influencia en su diversidad.
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9. Conclusiones

El uso del fitogénico Phytobutyrin en distintas concentraciones no tuvo un efecto
significativo en la calidad del agua del sistema de cultivo biofloc. No se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato. Mientras que el
tratamiento 3 provocd una reduccion significativa del pH y un aumento significativo en el

consumo de alcalinidad, sin que estos bajaran de los niveles recomendados.

No se encontraron diferencias significativas entre las distintas concentraciones de

Phytobutyrin y la riqueza y diversidad de especies presentes en el sistema de cultivo biofloc.

Se mantuvieron los principales phylums bacterianos y de acuerdo con el analisis de
similitud, las variaciones existentes entre los distintos tratamientos no fueron provocadas
por el Phytobutyrin. Por otro lado, se deberia de considerar realizar un analisis sobre el
efecto que tuvo el Phytobutyrin sobre las abundancias de géneros asociados con patégenos

en cultivos de camaron.

De acuerdo con los Phylums encontrados cerca del 90% se caracterizan por tener
un metabolismo heterotrofico, y el 10% restante otro tipo de metabolismo
quimiolitoheterotrofico, quimiolito y fotoheterétrofos, fotoautétrofos, aunque es necesario
realizar el analisis de los genes implicados en los diferentes metabolismos para conocer los

procesos metabdlicos que ocurren en el biofloc.

De acuerdo con los resultados obtenidos tanto en la calidad del agua como en la estructura
de la comunidad bacteriana, es posible el uso del fitogénico Phytobutyrin en sistemas de

cultivo con la tecnologia biofloc.
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11. Anexos

11.1 Metodologia de extraccion de ADN metagenémico mediante CTAB (Bromuro de Hexadecil-

trimetil-amonio) a partir de tejido.
Lisis celular

e Centrifugar 45 ml de muestra de biofloc a 13000 rpm durante 2 minutos a 4°C.

e Descartar el sobrenadante y congelar la biomasa colectada a -80°C por 20 min

e Resuspender el pellet en 300 pl de buffer Ctab

e Agregar 50mg de perlas de circonio (0.75mm)

e Homogeneizar en el homogeneizador Mpbio Fastprep-24 G5, a 6.0 m*s™ durante 30
segundos, dos ciclos.

e Agregar 10ul de proteinasa K (20 ng*ml")

e Incubar 2 horas a 55°C, agitando cada 10 min en el vortex)

e Agregar 10 pl de lisozima (10ng*ml)

e Incubar 10 minutos a 37°C

e [ncubar 1 hora a 65°C
Extraccion de ADN

e Agregar 300 pl de cloruro de litio 5M (LiCl), agitar a temperatura ambiente durante 1
min

e Agregar 5 yl de RNAsa e incubar a 37°C durante 15min

e Agregar 600 pl de cloroformo:isoamilico

e Incubar a temperatura ambiente durante 30 min, mezclando cada 10 min

e Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos, a 4°C

e Extraer la fase Acuosa y transferir a un tubo nuevo

Precipitacién
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e Agregar 50 pl de Acetato de sodio 3M (pH 5.2)

e Agregar 1ml de etanol al 100% a 4°C

e Incubar a -20°C durante 8 horas

e Centrifugar a 13000 rpm durante 20 minutos, a 4°C

e Descartar el sobrenadante mediante decantacion, cuidando de no perder el pellet

de ADN

Lavado

e Agregar 750 pl de etanol al 75%

e Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos

e Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos, a 4°C

e Repetir el lavado una vez mas

e Dejar secar el pellet dentro de la campana de flujo laminar durante 30 minutos
e Resuspender en 200ul agua miliq

e Conservar en congelacion a -20°C
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11.2 Protocolo ADNeasy power soil pro

*Mantener el reactivo CD2 frio en todo momento

*Calentar los reactivos CD3 y CD6 a 60°C

* Realizar un spin a los power beads para asentarlos

Agregar 0.25g de sedimento al tubo con los power beads, adicionar 800 ul de
solucion CD1 y hacer un vortex durante 10 min, manteniendo los tubos de manera
horizontal

Centrifugar a 15,000g durante 1 minuto, pasar el sobrenadante a un tubo nuevo
tomando la fase solida y la fase liquida

Agregar 200 pl de solucion CD2 y hacer un vortex durante 5 segundos

Centrifugar a 15,000g durante 1 minuto y transferir 700ul de sobrenadante a un tubo
nuevo

Agregar 600l de solucion CD3 y hacer un vortex durante 5 segundos

Cargar 650ul de lisado en un columna MB, centrifugar a 15,000g durante 1 minuto
y desechar el sobrenadante

Cargar los 650yl restante en la misma columna MB, centrifugar a 15,000g durante
1 minuto, y desechar el sobrenadante

Colocar la columna sobre un tubo de recoleccion y agregar 500l de la solucion EA,
centrifugar a 15,000g durante 1 minuto, desechar el sobrenadante y colocar la
columna de nuevo en el tubo de recoleccién

Agregar 500ul de la solucion 5 a la columna y centrifugar a 15,000g durante 1
minuto, desechar el sobrenadante y colocar la columna en un tubo de recoleccion
nuevo.

centrifugar a 16,000g durante 2 minutos
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Colocar la columna en un tubo de elucién
Agregar 50ul de C6 al centro de la membrana, Centrifugar a 15,000g durante 1
minuto

Desechar la columna, y conservar el tubo de elucién en donde se encuentra el ADN
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11.3 Curvas de rarefaccion por muestra.
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Curvas de rarefaccion de las distintas unidades de muestreo bajo los 4 tratamientos de phytobutirin el punto de inflexion de la
curva esta marcado con un rectangulo. Las muestras 1, 5, 9, 13 pertenecen al Tratamiento Control (0 mg*Kg-1), las muestras
2,6,10,14 pertenecen al Tratamiento 1(0.5 mg*Kg-1), las muestras 3, 7, 11, 15 al Tratamiento 2(1 mg*Kg-1), las muestras
4,8,12 y 16 al Tratamiento 3 (2 mg*Kg-1).
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Pensamientos Finales.

Gracias por llegar al final de la tesis, una disculpa por las faltas de ortografia y los errores
que podrian haberse llegado a escapar, esta tesis se realizo a finales de la pandemia, por
un estudiante que hizo su mejor esfuerzo por soportar las presiones de la vida y los distintos
retos que conllevan realizar un posgrado. Que por algun infortunio en la vida tuvo a bien
tener que operarse la rodilla al termino de la beca, un estudiante que quiza no sea el mas
brillante, pero que supo como enfrentar los retos que se presentan en un posgrado.
Perseverar a pesar de las dificultades, seguir adelante en los momentos dificiles, abrazar
el dolor, y continuar. Un estudiante que entendié que las decisiones que tomamos siempre
tienen consecuencias, y las decisiones que no tomamos también. Espero que al leer esto

recuerdes de lo que eres capaz, cuando te lo propones.

Gracias. Manu.
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