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RESUMEN

En las dltimas dos décadas la acuicultura ha crecido considerablemente alrededor del
mundo, siendo la produccion de peneidos, la actividad mas importante dentro de dicha
industria en términos de volumenes y valores de produccion. Dicho modelo se fundamenta
en la transformacion de proteina de origen agricola y pesquero en proteina de camaron.
Hasta 2010, esta actividad enfrenté una sobreproduccion que afect6 a los acuicultores ya
que se generd una oferta superior a la demanda, lo cual, declind los precios del producto
con un subsecuente aumento en los costos de produccion ya que, insumos como la harina 'y
el aceite de pescado debido a su alto precio y escasez se convirtieron en una limitante para
el desarrollo de dicho cultivo. Aunado a lo anterior, la ecoeficiencia con la que se utilizan el
fésforo (P) y nitrogeno (N) contenidos en los alimentos balanceados en sistemas de cultivo
autotroficos es en promedio del 20 %, mientras que el 80 % restante, es liberado al
ambiente generando problemas ambientales como la eutrofizacion de los cuerpos de agua
adyacentes a las granjas de camardn. Por consiguiente, el objetivo del presente trabajo de
investigacion fue evaluar la recuperacion de residuales de P y N del cultivo de Litopenaeus
vannamei su reciclamiento e impacto en la ecoeficiencia utilizando una asociacion

microalga-bacteria heterotrofica en sistemas de ficorremediacion.

Para lograr lo anterior, se llevaron a cabo bioensayos de liberacion y retencion de nutrientes
(P y N) en donde se evalud el efecto de 6 dietas experimentales basadas en fuentes de
proteina de origen animal y/o vegetal con 3 niveles de proteina (bajo, medio y alto) y una
dieta comercial, sobre la concentracion de las formas orgéanicas, inorganicas, disueltas y
particuladas del P y N contenidas en el agua residual del cultivo de L. vannamei. Con lo
anterior, se observo que la mayor parte del P residual se encontraba en la fase particulada,
que la mayor parte del N residual se encontraba en forma de amonio (NH,") y que ambas,
tanto la concentracion de las formas organicas e inorganicas de P como las de N,
aumentaron con el nivel de proteina sin importar la fuente proteica. Utilizar fuentes de
proteina vegetal no varié en forma significativa la composicion de las diferentes formas
residuales de N, pero si disminuyd en forma significativa la concentracion de las diferentes

formas de P residual. Se observé también que sustituir la harina de pescado por fuentes de



proteina vegetal como la pasta de soya y la harina de trigo, contribuy6 en forma
significativa tanto a la retencion de N como de P, sin afectar parametros como

supervivencia, tasa de crecimiento y peso final.

Aunado a lo anterior y con el fin de obtener la asociacion microalga- bacteria heterotrofica
a utilizar en la ficorremediacion del agua residual del cultivo de L. vannamei se realiz6 el
aislamiento, purificacion, seleccion e identificacion a nivel molecular de cepas bacterianas
nativas que fueran aerébicas, mostraran capacidad para sintetizar aminoacidos a partir de
NH,*, asimilaran carbohidratos, fueran tolerantes a la actividad antimicrobiana que
pudiesen presentar las microalgas, utilizaran fuentes de carbono exudadas por las
microalgas seleccionadas, no tuvieran actividad alguicida y fueran capaces para asimilar
nutrientes residuales (P y N). Como resultado se obtuvieron 11 cepas de bacterias, las
cuales al obtener las secuencias de nucleétidos y compararlas con las de la base de datos de
la NCBI, mostraron fuerte similitud con las especies de bacterias: Rheinheimera aquimaris,

Kocuria rosea, Pseudomonas mendocina, Micrococcus luteus y Enterococcus faecium.

En forma paralela, a partir de cultivos de 3 microalgas de origen marino (Chlorella
capsulata, Tetraselmis suecica y Tetraselmis chui), se aislaron e identificaron a nivel
molecular, 5 cepas de bacterias diferentes las cuales, al obtener las secuencias de
nucleodtidos y compararlas con las de la base de datos de la NCBI, mostraron fuerte
similitud con las especies de bacterias: Bacillus megaterium, Marinobacter salsuginis,
Marinobacter alkaliphilus, Alteromonas macleodii y Muricauda lutimaris. Se evalud su
crecimiento utilizando el medio mineral F/2 variando la fuente de nitrogeno (NaNOsg,
NaNO,, NH4;NO3) y adicionando una fuente de carbono (acetato de sodio o glucosa) y se
observo que la combinacion F/2 + NO, + acetato de sodio fue la que favorecio el
crecimiento de las 5 cepas de bacterias. Adicionalmente, se evalu6 el crecimiento de C.
capsulata, T. suecica y T. chui utilizando NO, como fuente de nitrogeno en el medio
mineral F/2 adicionando o no acetato de sodio y se observd que dicha forma nitrogenada
favoreci6 el crecimiento de las 3 cepas de microalgas en especial, cuando el medio no se
encuentra enriquecido con fuentes de carbono, puesto que las mismas, permiten el

desarrollo de las cepas de bacterias asociadas a las células microalgales. Se evalu6 también,



el crecimiento y la asimilacion de nutrientes de C. capsulata combinada con las 5 cepas de
bacterias aisladas y no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en el crecimiento
de la microalga en aquellos tratamientos donde se inocularon las diferentes bacterias
después de 4 dias; mientras que, en el tratamiento donde el medio de cultivo se enriquecio
con acetato de sodio y las 5 cepas de bacterias estuvieron presentes desde el inicio del
cultivo, si se observaron diferencias significativas (P<0.05) en el crecimiento de C.
capsulata. No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la asimilacion de NH," y
NOjs antes y ni después de inocular las bacterias. Por el contrario, se observaron diferencias
significativas en la asimilacién de NO,"y PO, (P<0.05) después de inocular las bacterias a
los cultivos de C. capsulata.

Por ultimo, se evalud la capacidad de asimilacion de nutrientes residuales de P y N
generados del cultivo de L. vannamei por parte de las cepas de microalgas C. capsulata, T.
suecica y T. chui asi como tres de las cepas de microalgas mayormente utilizadas como
alimento en acuicultura (Isochrysis galbana, Pavlova lutheri y Chaetoceros calcitrans) en
conjunto con un consorcio microbiano utilizado en la industria (Acuacultura Mahr S.A. de
C.V., B.C.S., México). No se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los
tratamientos en la concentracion de NH,", NO," y NOs’, solo se observaron diferencias
significativas (P<0.05) al analizar la concentracién de PO,>. No se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre los tratamientos sobre la supervivencia, tasa de crecimiento y
el peso final de L.vannamei. En conclusion, para incrementar la eficiencia del uso de
biofloculos compuestos por microalgas mas bacterias, es necesario incorporar especies de
microalgas que puedan fijar altas cantidades de CO,, que posean alta eficiencia de
conversion energética con baja intensidad luminosa asi como mayor asimilacion de

nutrientes residuales.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, asimilacion de fosforo y nitroégeno, interaccion

microalga-bacteria.
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ABSTRACT

In the past two decades aquaculture has grown significantly around the world, the
production of marine shrimps represents one of the most important aquaculture activities in
terms of production value. This model is based on the transformation of agricultural and
fishing protein into shrimp biomass. Until 2010, this activity faced overproduction affecting
farmers as supply exceeding demand was generated, which declined the product prices with
a subsequent increase in production costs since, inputs such as meal and fish oil due to its
high price and scarcity became a limiting factor for shrimp's culture development. In
addition, the inefficient use of dietary protein by shrimp in autotrophic culture systems is
20 %, while the remaining 80 % is released resulting in serious environmental problems.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the recovery of residual P and N from
Litopenaeus vannamei culture, its recycling and its impact on the eco-efficiency using a

microalgae-bacteria association in phycoremediation systems.

To achieve this, a feeding trial and a nutrient release bioassay were conducted to
determine the growth and P and N retention of juvenile L. vannamei, and whether the size
of the shrimp or the dietary protein source had an impact on the concentration of organic,
inorganic, dissolved or particulate P and N wastes. Six diets with three dietary protein
levels (low, medium and high) were tested, three were animal and plant protein based and
three were only plant protein based; a commercial diet was used as control. Most of the P
was found in the particulate form and most of the residual N was present in the form of
ammonium (NH,4"), the concentration values of organic and inorganic N and P residual
forms increased with increasing the protein level regardless of the protein source. The use
of vegetal protein sources did not change significantly the different forms of N residuals;
nevertheless it was observed that the substitution of fish meal for soybean meal diminishes
the quantity of P residual. The substitution of fish meal for soybean meal contributed
significantly to the retention of P without affecting N retention or any zootechnical

parameters (survival, growth rate, final weight).
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In order to obtain the microalgae-bacteria association, native bacterial strain were isolated,
purified and identified; as a result, eleven different bacterial strains were obtained. The 16S
rDNA gene sequences from isolates were compared to those of NCBI data base and
showed strong similarity to the bacterial species: Rheinheimera aquimaris, Kocuria rosea,

Pseudomonas mendocina, Micrococcus luteus, and Enterococcus faecium.

Furthermore, five different cultivable bacterial strains were identified and isolated from
Chlorella capsulata, Tetraselmis suecica, and Tetraselmis chui cultures; the 16S rDNA
gene analysis revealed that bacterial strains were closely related to Bacillus megaterium,
Marinobacter salsuginis, Marinobacter alkaliphilus, Alteromonas macleodii, and
Muricauda lutimaris. The growth of the five bacteria was assessed using F/2 media with
different nitrogen (NaNOs;, NaNO,, and NH4sNOs) and carbon sources (sodium acetate or
glucose); F/2 + NO,™ + sodium acetate was the combination that promoted optimal growth
of the five bacteria. Using nitrites as nitrogen source favoured the growth of C. capsulata,
T. suecica, and T. chui, especially when the media was not enriched with a carbon source,
since sodium acetate promoted the development of bacteria associated with microalgal
cells. The presence of Bacillus megaterium, Marinobacter salsuginis, Marinobacter
alkaliphilus, Alteromonas macleodii, and Muricauda lutimaris did not significantly affect
growth and nutrient uptake of C. capsulata after four days of culture. However, when the
culture media was enriched with sodium acetate, the presence of the five bacteria resulted
in significant differences in growth (P < 0.05). No significant differences (P > 0.05) were
observed in terms of NH," or NOs™ uptake either before or after bacterial inoculation. In
contrast, significant differences (P < 0.05) were observed in NO,  and PO, uptake after

bacteria were inoculated into the C. capsulata culture.

Finally, a nutrient release bioassay was conducted to determine growth of L. vannamei and
the P and N residual uptake ability of C. capsulata, T. suecica, and T. chui, as well as three
microalgae species used as fed in aquaculture (Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, and
Chaetoceros calcitrans), the six of them were mixed with a microbial consortium used in
the industry. No significant differences (P>0.05) in NH;", NO, and NOj; between
treatments were detected; in contrast, significant differences (P<0.05) were observed in
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terms of PO, uptake. The use of the six different microalgae and microbial consortium
combinations did not contribute significantly (P>0.05) to the survival, growth rate or final
weight of L. vannamei. In conclusion to increase the efficiency of the process, further
studies on bioflocs based on microalgal and bacterial biomass are needed. To incorporate
microalgae species with higher nutrient removal rates, high CO, fixing and high solar
energy conversion efficiencies at low ligth intensities, could make this system a practical
reality.

Keywords: Litopenaeus vannamei, phosphorus uptake, nitrogen uptake, microalgae-
bacteria interaction.
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1. INTRODUCCION

Una practica acuicola exitosa es el cultivo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
el cual, depende directamente de la proteina de origen pesquero y agricola. La industria de
la acuicultura proporciona el 89 % de la produccion total mundial de dicha especie (FAO,
2008, 2010) y hasta 2010, se presentd una sobreproduccion de este cultivo lo que afecto
directamente a los acuicultores puesto que, generd una oferta superior a la demanda;
teniendo como resultado una disminucion en los precios del producto con un subsecuente

aumento en los costos de produccion.

Por encarecimiento de los precios de insumos como las harinas de pescado, aceites,
cereales y soya, los margenes de utilidad se redujeron y tanto la harina de pescado como el
aceite, se convirtieron en una limitante para el desarrollo de la acuicultura. Lo anterior
representa uno de los principales problemas de desarrollo econémico que la acuicultura
dependiente de proteina de origen pesquero enfrenta, ya que dichos insumos son recursos

limitados.

De acuerdo con ello, el dilema se encuentra relacionado con la falta de metodologias para
superar los niveles de ecoeficiencia existentes (alrededor del 20 %) en el aprovechamiento
de la proteina suministrada a los sistemas de cultivo de camar6n (Cabanillas et al. 2001;
Pérez-Velazquez et al. 2008; Tacon et al. 2002), y en los altos porcentajes de nitrogeno y
fésforo residuales (80 % aproximadamente) que al no ser aprovechados, se depositan en
ecosistemas adyacentes donde provocan serios problemas de eutrofizacidn, agravandose
con el advenimiento de enfermedades virales epidémicas que impactan en ecoeficiencias

menores y empeoran con el uso de sistemas abiertos de produccion.

Dicha problematica, puede aminorarse utilizando sistemas acuicolas cerrados de
recirculacion que disminuyan el ingreso de patogenos, acoplados con sistemas de
ficorremediacién, biotecnologia que emplea macro o microalgas para la remocion o
biotransformacion de contaminantes presentes en agua o aire, basada en la capacidad de
dichos organismos fotosintéticos para metabolizar nitrégeno, fosforo, diversos acidos

organicos y metales pesados (Olguin, 2003).



Las microalgas juegan un papel predominante en el desarrollo de la acuicultura, ya que
constituyen el primer alimento vivo para las fases tempranas de desarrollo de casi todos los
organismos cultivados, siendo altamente nutritivas y faciles de ingerir debido al tamafio que

poseen (Riquelme y Avendario 2003).

No obstante, en los sistemas de produccién acuicola es muy dificil e impréactico trabajar con
cultivos axénicos de microalga, debido a que las células microalgales pueden secretar
substancias que estimulan el crecimiento bacteriano. De esta forma el alimento utilizado en
los sistemas de cultivos es mixto y estd compuesto por una especie de microalga y una o
varias bacterias asociadas, dependiendo de la especie de microalga cultivada. La presencia
de bacterias en los sistemas de produccion de microalgas puede generar competicion por
los nutrientes inorganicos disponibles en la columna de agua (Currie y Kalff 1984; Joint y
Morris 1982; Joint et al. 2002).

La absorcion de nutrientes por parte de la comunidad microalgal, depende de numerosos
factores como el tamafio de la célula (relacion superficie-volumen), el hecho de que sea o
no inducido, un sistema de transporte de nutrientes y la densidad de los componentes de
dicho sistema asociados a la membrana celular. De ahi que el tamafio considerablemente
menor de las bacterias en comparacién con el de las microalgas, les permita una absorcion
mas rapida de las diferentes formas inorganicas disueltas de nitrogeno y fosforo; lo que

puede resultar en la limitacién de la produccion primaria (Currie y Kalff 1984).

Sin embargo, el suministro de nutrientes esenciales puede cambiar la interaccién microalga-
bacteria de competencia a mutualismo (Vadstein 2000) o bien, dependiendo de las
condiciones ambientales, dicha interaccion puede resultar en una sinergia (Grossart 1999).
Lo anterior, sugiere que las interacciones varian segun el tipo de bacteria y microalga, de

las concentraciones de nutrientes y de las condiciones del ambiente en el cual interactden.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion se encuentra orientado en la obtencion de un
mecanismo basado en la formulacién de dietas con criterios tanto nutricionales, como de
reciclamiento de residuales, que pueda emplearse en el tratamiento de las aguas residuales

generadas del cultivo de L. vannamei para asimilar los compuestos de nitroégeno, fosforo y



carbon residuales, que a su vez, puedan ser reciclados en forma de biomoléculas con valor
nutricional como fuente de &cidos grasos (microalgas) y proteina (bacterias) para ser

utilizada como alternativa de alimento en la acuicultura.



2. ANTECEDENTES
2.1 Panorama mundial sobre la acuicultura

La acuicultura dependiente del suministro de proteina, como cultivos de peces y
crustaceos, basicamente transforma la proteina de origen pesquero y agricola en proteina
acuicola, bien en forma directa o indirecta, desempefia un papel importante en los medios
de subsistencia de millones de personas en todo el mundo, puesto que genera alimento de

origen animal y constituye una importante fuente de proteinas, empleo e ingresos.

La acuicultura mundial se ha incrementado significativamente en los Gltimos 50 afios. En la
actualidad, representa el 76 % de la produccion mundial de peces de aleta de agua dulce y
el 65 % de la produccion de moluscos y peces diadromos, lo cual, indica que dicha
actividad continla creciendo a un ritmo mayor que otros sectores que generan productos de

origen animal.

Debido a su constante crecimiento, esta importante actividad, se encuentra por primera vez
en disposicion de proporcionar la mitad del pescado consumido por la poblacién humana a
nivel mundial, en una etapa en la que la pesca ha llegado a sus limites de explotacion. Lo
cual, es un reflejo no sélo de la vitalidad del sector de la acuicultura sino también del
crecimiento econdmico mundial asi como de los continuos avances en la elaboracion y
comercio de productos pesqueros. Actualmente, contribuye con el 40 % de la produccion
mundial de productos de origen acuético y se estima que para el 2030 se incrementara hasta
un 60 % (FAO 2008, 2010).

2.2 Cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei)

Los métodos de produccion de camarén han cambiado y mejorado en los altimos
afos. Durante la década de los 80’s la produccion de camarodn se realizaba en estanques que
ocupaban grandes superficies con densidades de poblacion bajas. Para la década de los
90’s, las estrategias en la produccion de L. vannamei cambiaron al incluir mejores

tecnologias como la fertilizacion, el uso de bandejas para la alimentacion, el incremento en



las densidades de poblacion en los estanques, la reduccion en el uso del agua con fines de
recambio en los sistemas de cultivo, lo cual, permitié disminuir el volumen de aguas
residuales, asi como el impacto negativo en los ecosistemas adyacentes a las granjas
(Wasielesky et al. 2006).

El incremento de la actividad acuicola en afios recientes (Cuzon et al. 2004; Rocha et al.
2004) no solo ha enfrentado problemas ambientales, sino también fuertes problemas
sanitarios causados por diferentes microorganismos como el caso del virus del sindrome del
taura (Brock et al. 1997), el virus de la mancha blanca (Lightner 1999) y otros problemas

ocasionados por mionecrosis (Lightner y Pantoja 2004).

Con el uso de estanques de cultivo sin recambio de agua, se reduce el riesgo de
introduccion y propagacion de enfermedades en el sistema. También, se generan
condiciones adecuadas que favorecen el crecimiento de la “produccioén natural” la cual,
provee beneficios en la nutricion del camardn ademés de impactar en forma positiva sobre
la calidad del agua de cultivo (Arnold et al. 2006, 2009; Bratvold y Browdy 2001; Burford
et al. 2003, 2004; Cupertino et al. 2007; Khatoon et al. 2009; Moss et al. 2001; Samocha et
al. 2001; Weirich et al. 2002).

El méximo rendimiento sustentable estimado para la captura de camarédn de los océanos del
mundo, es de 1.6 millones de toneladas métricas (Péez-Osuna 2001). Debido a las
demandas futuras de este producto, la acuicultura es la practica que podria satisfacer dichos
requerimientos puesto que, de acuerdo con lo reportado por FAO (2008) la acuicultura

proporciona el 89 % de la produccién total mundial de camarén.

Hasta 2010 se presentd una sobreproduccién de dicho cultivo, la cual, afect6 directamente a
los acuicultores pues genero una oferta superior a la demanda; disminuyendo los precios
del producto con un subsecuente aumento en los costos de produccion. Ademas de impactar
en forma negativa los ecosistemas adyacentes con las descargas de aguas residuales sin

previo tratamiento (Rosenberry 2001; Schuler et al. 2010).



Uno de los principales insumos utilizados en la elaboracion de alimentos balanceados para
camaron, es la harina de pescado. La cual, es considerada una de las fuentes principales de
proteina, su alta calidad y concentracion de nutrientes esenciales en especial la variedad de
aminoacidos (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptéfano y valina), acidos grasos (®-3, ®-6), contenido energético, vitaminas
(complejo B, especialmente vitamina B12, niacina, colina, &cido pantoténico y riboflavina)
y minerales, hacen de la harina de pescado un ingrediente indispensable en las dietas de la
mayoria de las especies cultivadas en acuicultura (Miles y Chapman 2006). La harina de
pescado se ha convertido en un factor limitante para la acuicultura puesto que, la demanda
ha sobrepasado su produccion y con lo anterior, se esta llegando a los limites de
explotacion de los recursos pesqueros disponibles, teniendo como consecuencia que los
precios tanto de la harina como del aceite de pescado se incrementen afectando a los
margenes de utilidad (Ye et al. 2010).

La acuicultura depende del uso de animales acuaticos como fuente de proteina y las
limitaciones que se prevén para el abastecimiento de dichos insumos, permite visualizar el
uso creciente de fuentes proteicas de origen vegetal. Por esta razon, el uso de insumos
proteicos no acuicolas, representaria un beneficio ambiental reduciendo la presién sobre los
recursos marinos para la obtencién de alimentos balanceados para el cultivo de camarén
(Hu et al. 2008). Como resultado, se han llevado a cabo diversas investigaciones con
diferentes grados de éxito en las que se pretende reemplazar en forma parcial o total la
harina de pescado por ingredientes de menor costo y mas sustentables, que contengan las
caracteristicas necesarias para igualar o mejorar la calidad nutricional de los alimentos
basados en harina de pescado. Ejemplo de lo anterior, es el uso de proteina de origen
vegetal que, gracias a su bajo precio y calidad consistente, representa a menudo una fuente
de proteina econémica y nutricional (Amaya et al. 2007; Beiping et al. 2005; Davis et al.
2002; Foster et al. 2003; Galicia-Gonzalez 2009; Hernandez et al. 2004; Luke et al. 2009).
Sin embargo, su uso en acuicultura es frecuentemente limitado (Davis y Arnold 2000)
debido a los bajos niveles de aminoacidos esenciales y poca palatabilidad. Otras opciones

como el uso de alimento para la produccion avicola (Davis y Arnold 2000; Amaya et al.



2007) y para la produccion porcina (Hernandez et al. 2008), han demostrado su viabilidad
al reemplazar parcialmente la harina de pescado en dietas balanceadas.

La composicion lipidica de los organismos marinos incluyendo los camarones ha sido
extensamente estudiada. En parte para determinar los requerimientos nutricionales de las
especies sometidas al cultivo y por otro lado, por su importancia en la nutricion humana
debido a que representan una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados,
principalmente ®-3. De acuerdo a diferentes estudios realizados, tanto el porcentaje de
lipidos como el perfil de acidos grasos de los camarones, varia de acuerdo a la dieta
suministrada (Lim 1996), al alimento natural disponible y a las condiciones de cultivo de
los organismos (Araujo y Lawrence 1993).

Si bien la produccion de alimentos acuicolas representa un beneficio en la alimentacion
humana, el crecimiento de la acuicultura ha sido cuestionado por diferentes componentes
de la sociedad, los cuales advierten los riesgos del desarrollo de dicha actividad en temas
pertinentes a la huella ecoldgica, la modificacion del héabitat y la eutrofizacion de
ecosistemas acuaticos. Por otra parte, este rapido crecimiento también enfrenta problemas
sanitarios y en algunos casos epidémicos con nuevos patdégenos que han surgido con el
desarrollo de la acuicultura; ambos problemas implican retos importantes para el desarrollo

sustentable de dicha actividad.

2.2.1 Ineficiencia en el aprovechamiento de la proteina suministrada a los cultivos de

camaron

La ecoeficiencia con la que se utiliza el nitrégeno en actividades acuicolas como la
camaronicultura, depende del sistema tecnologico que se utilice. En sistemas autotroficos
donde el nitrogeno (N) y fosforo (P) residuales son asimilados por una comunidad
autotrofica, la ecoeficiencia en el uso del N, es de alrededor del 20 % (Avnimelech y Ritvo
2003; Cabanillas et al. 2001; Pérez-Velazquez et al. 2008; Tacon et al. 2002.), mientras que

el 80 % restante es liberado a los ecosistemas adyacentes para su asimilacion por los



servicios ecosistémicos. Lo anterior implica que por cada 5 kg de proteina que se utiliza en
la produccion de camardn, solo 1 kg es transferido a la alimentacion humana y los 4 kg
restantes, se convierten en formas residuales que generan problemas de eutrofizacion dentro
de los sistemas de cultivo y en los ecosistemas adyacente a las granjas de produccion
(Magallon 2006). La recuperacion de dichos residuales es uno de los retos mas importantes

que enfrenta actualmente esta actividad econémica.

Las evaluaciones de nutrientes residuales en la acuicultura autotrdfica se han realizado al
calcular la diferencia entre el N y P suministrado en alimentos y fertilizantes con el
recuperado en el producto final (Magallon 2006). EI problema de este método, consiste en
que si bien permite evaluar la eficiencia en el uso del N y P, no permite conocer la forma en

que dichos residuales fluyen tanto en el sistema de cultivo como en el ambiente.

El método de balance de masas, considera la variacion de los niveles de N y P entre las
entradas y salidas de los sistemas de cultivo (Casillas et al. 2006), pero no permite
identificar la composicion de los nutrientes residuales en el momento en que se generan,
debido a la combinacion de la velocidad con la que los sistemas autotro6ficos asimilan las
formas inorganicas tanto del N como del P y a la velocidad con la que dichos nutrientes se
acumulan en los sedimentos y se regeneran (Burford y Longmore 2001; Burford y
Lorenzen 2004). Por esta razon, es comun encontrar bajos niveles de N y P inorganicos,
entre ellos el amonio (NH,") y fosfatos (PO.*), que son asimilados por la comunidad
autotrofica presente en los sistemas de cultivo. La composicion de las diferentes formas
inorganicas de N puede variar de acuerdo con las densidades de cultivo en niveles
superiores a 180 organismos m™. Debido a estas condiciones, la generacion de NH,"
residual puede superar la capacidad de asimilacion del sistema de cultivo, teniendo como

resultado altas concentraciones de NH," en el agua residual (Burford y Lorenzen 2004).

La evaluacion de residuales utilizando estudios de excrecion nitrogenada, ha permitido
valorar la generacion de NH4" y urea como formas del N residual. A lo largo de la historia,
dichos estudios se han visto limitados debido a que son realizados bajo condiciones de

ayuno Yy reposo, enfocandose en las formas inorganicas mas que en las organicas. No



obstante, estudios de excrecion post-alimenticias han demostrado que las formas organicas
también son importantes. La generacion de residuales de N y P en condiciones post-
alimenticias controladas, comprende al menos seis complejos de residuales integrados por
formas de N y P orgéanicas e inorganicas, particuladas y solubles que pueden variar de
manera importante con el nivel de proteina de las dietas suministradas y el tamafio de los

organismos (Calderon 2007).

La disminucién en los niveles de inclusion de la harina de pescado y el uso cada vez mayor
de fuentes de proteina de origen vegetal puede influir en la composicion de residuales de N
y P. Para reutilizar los nutrientes residuales de N y P, es importante conocer cémo se
modifica la composicion de éstos de acuerdo a la disminucion en el contenido de harina y
aceite de pescado. Este conocimiento es necesario para la seleccién de microorganismos

que contribuyan a la asimilacion y reciclaje de residuales generados del cultivo de camarén.

2.3 Asimilacién de residuales en sistemas de cultivo de L. vannamei

En sistemas de acuicultura donde se utilizan altas densidades de siembra, el aumento en
los niveles de NH," es considerado el segundo factor limitante después del oxigeno. Para
disminuir este problema se han utilizado tres vias para la conversion del NH;": (a) la
asimilacion y remocion fotoautotréfica por medio de algas y/o microalgas, (b) la
conversion de NH4" en nitritos (NO,") y nitratos (NO3") por medio de bacterias oxidadoras
del amonio y nitrificantes, y (c) la conversion del NH4" en biomasa bacteriana por medio de
bacterias heterotroficas (Ebeling et al. 2006).

En la ultima década se ha intentado incrementar la ecoeficiencia en el uso del N a niveles
cercanos al 50 %, similar a los que opera la industria agropecuaria (Han et al. 2001; Rotz
2004). La mejor aproximacion a este nivel de ecoeficiencia se ha logrado en la
camaronicultura con el uso de sistemas de cultivo heterotréficos, donde los residuales de
nitrégeno inorganico disuelto (NID) en la forma de NH," son reasimilados por la

comunidad autotréfica y heterotréfica en forma de aminoacidos. Aun cuando los niveles de
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ecoeficiencia en el uso del N pueden aproximarse a aquellos de la industria agropecuaria,
estos sistemas no permiten resolver el 50 % restante del N residual (James et al. 2006). Los
sistemas heterotroficos, poseen la ventaja de operar a mayores densidades de cultivo en
comparacion con los sistemas autotréficos, puesto que utilizan menor area y menores
volimenes de agua, pero los requerimientos energéticos son mayores, ya que, pueden
necesitar de 30 a 80 Hp ha™ (Azim y Little 2008). Lo anterior se debe a que el
procesamiento heterotrofico de residuales dentro del sistema de cultivo, demanda el uso de
energia para mantener condiciones de oxigenacion y de mezcla. Adicionalmente se requiere
un aporte de carbon orgéanico con objeto de estimular la asimilacion heterotréfica del NHy",
ademas de generar pérdida en la produccion por riesgos sanitarios y caidas en los niveles de
oxigeno (Avnimelech 2006). En estos sistemas, recientemente se han detectado niveles
crecientes de NO3" y NO, debidos al incremento inadvertido de bacterias nitrificantes,
combinado con el escaso desarrollo de componentes autotréficos como las microalgas que

puedan asimilarlos (Azim y Little 2008; Pérez-Velazquez et al. 2008).

2.4 Ficorremediacion: biotecnologia potencial para el tratamiento de aguas residuales

del cultivo de L. vannamei

La calidad y cantidad de los desechos producidos en acuicultura, dependen de los
sistemas de cultivo, las especies a producir y la calidad de los alimentos suministrados. De
acuerdo con lo anterior, los principales desechos que pueden encontrarse son: alimento no
consumido por los organismos, heces, nutrientes disueltos, compuestos organicos disueltos
y algunos quimicos o fertilizantes. Los sistemas de cultivo en acuicultura producen grandes
cantidades de materia organica y nutrientes (N y P) que son considerados limitantes para el
crecimiento de los organismos en sistemas acuaticos (Hua y Bureau 2006). Dichos
residuales impactan en forma negativa al ser descargados en ecosistemas adyacentes sin
tratamiento alguno, debido a que altas concentraciones de materia orgéanica reducen los
niveles de oxigeno disuelto y contribuyen con la formacion de sedimentos y la produccion

excesiva de fitoplancton (Ghaly et al. 2005).
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La ficorremediacion, es una biotecnologia que emplea macroalgas o microalgas para la
remocion o biotransformacion de contaminantes presentes en agua o aire y se basa en la
capacidad de dichos organismos fotosintéticos para metabolizar nitrégeno, fésforo, varios
acidos organicos y metales pesados (Olguin 2003). Se considera una biotecnologia
ambientalmente pertinente ya que contribuye al uso sustentable de los recursos naturales

con un impacto positivo en el ambiente (Olguin 2004).

De acuerdo con estudios realizados por Olguin (2003, 2008) y Mufioz y Guieysse (2006),

algunas de sus aplicaciones son:

(@) Remocidn de nutrientes de aguas residuales y de efluentes ricos en materia organica.-

Las microalgas pueden asimilar una cantidad significativa de nitrégeno y fosforo para asi

sintetizar proteinas, cidos nucleicos y fosfolipidos.

(b) Disminucion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs).- Estos tipos de

microorganismos, durante el crecimiento fotoautréfico liberan de 1.5 a 1.92 kg O, kg™ de

biomasa producida.

(c) Transformacion y degradacién de contaminantes organicos.- Ciertas microalgas y
cianobacterias son capaces de utilizar compuestos toxicos y recalcitrantes como fuente de

nitrégeno, fosforo, carbono y azufre.

(d) Control de patdgenos.- Las microalgas, poseen la capacidad de alterar condiciones

ambientales tales como pH y oxigeno disuelto, debido a la actividad metabolica que
presentan. Lo cual, podria tener efecto adverso para los patdgenos existentes en el agua

residual.

Los excesos de N y P en las formas de NH,", NOs” y PO,* en las aguas residuales del
cultivo de L. vannamei, pueden representar una fuente de nutrientes ideal para el desarrollo
de cultivos microalgales, puesto que el nitrogeno amoniacal NH; (NH," cuando se
encuentra soluble en agua a pH<8.5) es la fuente de N elegida por las microalgas, ademas
de asimilar tambien NO3" y NO, (Chen et al. 2012). Con respecto al P, el ion fosfato

ingresa a las células por la accion de las enzimas fosfatasa acida y alcalina, el cual, es
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acumulado como polifosfato dentro de la célula o es directamente incorporado a las rutas
metabdlicas energéticas por los procesos de fosforilacion a nivel sustrato (fosforilacion
oxidativa y fotofosforilacion), ademas de ser utilizado para la sintesis de fosfolipidos
(Gobbrelaar 2005).

Diferentes especies de microalgas se han utilizado en procesos de ficorremediacion, por
ejemplo, Ankistrodesmus, Chlorella, Spirulina, Scenedesmus y Phormidium. Dichas
especies presentan las siguientes cualidades: (a) alta tasa de absorcion de los compuestos a
remover del sistema (Gonzalez et al. 1997), (b) alta tasa de crecimiento (Hoffman 1998),
(c) alta tolerancia a contaminantes y xenobioticos (Post et al. 1994) vy, (d) son capaces de
interactuar de forma positiva con bacterias para lograr los propdsitos de remocion de

nutrientes (Mufioz y Guieysse 2006).

Algunos autores han evaluado la ficorremediacion de aguas residuales utilizando el
inmovilizado celular, ya que esto representa una forma eficiente para solucionar el
problema de la separacion y recuperacion de las células de microorganismos del medio del
sistema a tratar (AbdelHameed y Hammouda 2007; de-Bashan et al. 2002b, 2004; Tam y
Wang 2000).

2.5 Importancia y uso de la flora microbiana natural en el cultivo de camarén

El cultivo de camarén en estanques con bajo recambio de agua favorece el
crecimiento de la microbiota natural, lo cual, permite el uso de dietas balanceadas con bajos
niveles de proteina y contribuye con la disminucion de las concentraciones de N y P (Paez-
Osuna 2001). Ademas de ser mas amigables para el ambiente, el uso de dichas dietas
disminuye tanto los costos de alimentacién como la demanda de la harina de pescado. Con
el fin de propiciar la formacién de biofilms y la produccion natural asociada, en varios
estudios se ha evaluado el uso de diferentes tipos de sustratos dentro de los estanques de
cultivo los cuales, coinciden en la posibilidad de aprovechar dicha produccion como fuente

nutricional para el camardn, ademas de tener impacto positivo en la calidad del agua del
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sistema de cultivo (Arnold et al. 2006, 2009; Browdy et al. 2001; Cupertino et al. 2007;
Decamp et al. 2002; Moss 2002; Moss y Moss 2004; Khatoon et al. 2007a, 2007b, 2009;
Zarain et al. 2006).

Neori y Shpigel (2002) y Neori et al. (2000) elaboraron un esquema prometedor y
sostenible al integrar la acuicultura con la algacultura. Dicha integracion es a menudo
esencial debido a que el valor del alimento constituye el mayor costo de inversion. Aunado
a lo anterior, los residuales derivados de eéste constituyen la fuente principal de
contaminacion para las aguas costeras receptoras de dichos efluentes. Ciertamente, el
impacto ambiental de esta eutrofizacion en los ecosistemas adyacentes a la maricultura,
genera dudas acerca del desarrollo sostenible de esta actividad. La integracién de la
acuicultura con la algacultura, ofrece diferentes soluciones para superar problemas como
los antes citados, puesto que los efluentes resultantes se transforman en recursos redituables

ademas de mejorar la calidad del agua de cultivo para su recirculacion.

2.6 Microalgas para la acuicultura

Las microalgas juegan un papel predominante en el desarrollo de la acuicultura, pues
constituyen el primer alimento vivo para las fases tempranas de desarrollo de casi todos los
organismos cultivados, siendo altamente nutritivas y faciles de ingerir debido al tamafio que
poseen (FAO 1988). Pueden emplearse en forma directa como componente Unico no
procesado, para la formacion de la cadena alimenticia corta o, como material seco para la
manufactura de alimentos balanceados (Tulli et al. 2012). Las diversas especies de
microalgas son utilizadas como sustituto de nutrientes basicos, como fuente de pigmentos
para la coloracion de la carne (salménidos), la piel (peces de lujo) o para otros propdsitos
bioldgicos (Mueller-Feuga et al. 2003).

El mejoramiento y la estabilizacion de la calidad del agua, es uno de los mayores efectos de

las microalgas en la acuicultura gracias a la produccidon fotosintética de oxigeno. El efecto



14

de las microalgas sobre el pH, varia del dia a la noche, puesto que durante el dia de acuerdo
con el nivel de iluminacion incrementa; siendo lo contrario por la noche ya que disminuye
debido a la actividad respiratoria en la cual, el CO, es liberado. La accién de compuestos
excretados por las microalgas, representan un efecto positivo en el control y regulacién de
las comunidades bacterianas, ademéas de poseer efectos probiodticos y propiedades para
estimular al sistema inmunoldgico de los camarones (Becker 2004).

2.6.1 Composicion quimica y valor nutricional de las microalgas

El valor nutricional de las microalgas depende principalmente de su composicion
quimica y su estructura celular, se encuentra influenciada en cierto grado por las
condiciones de cultivo. Sin embargo, para que las microalgas puedan ser utilizadas en la
acuicultura, deben poseer los constituyentes nutritivos esenciales, no deben presentar
toxicidad alguna, deben ser del tamafio necesario para ser ingeridas, ademas de tener una
pared celular digerible para que los nutrientes estén disponibles (Ting et al. 2013). Ejemplo
del dltimo criterio son las algas verde azules (cianobacterias) ya que presentan paredes
celulares delgadas, cantidades abundantes de proteina de alta calidad, acidos grasos

esenciales y vitaminas (Becker 2004).

Esta reportado que el contenido proteico de las microalgas puede ser de hasta 60 % del
peso seco (Arredondo y Voltolina 2007) lo cual, representa uno de los beneficios méas
importantes al utilizar microalgas en la acuicultura. Teniendo en cuenta que la harina de
pescado es uno de los insumos mas importante y de costo elevado para la acuicultura,
entonces reemplazar la harina de pescado por proteina proveniente de cultivos microalgales
seria de gran relevancia comercial. Las microalgas también representan una fuente
considerable de lipidos. Diversos &cidos grasos poliinsaturados sintetizados por las

microalgas, son importantes para el crecimiento de camarones, peces y moluscos. El

contenido de &cidos grasos, en particular el &cido eicosapentaendico (EPA, 20:5 w-3), el

acido araquidonico (ARA, 20:4 w-6) y al &cido docosahexaendico (DHA, 22:6 w-3) es de



15

mayor importancia en la evaluacion de la composicion nutricional de las especies de

microalgas que se pretendan utilizar como fuente de alimento para organismos marinos.

Concentraciones significativas de EPA se encuentran en especies diatomeas (C. calcitrans,
C. gracilis, S. costatum, T. pseudonana), en eustigmatofitas (Nannochloropsis spp.) y en
primnesioficeas (Platymonas lutheri); mientras que altas concentraciones de DHA pueden
encontrarse en primnesioficeas como Pavlova lutheri, Isochrysis spp. y Chroomonas salina
(Patnaik et al. 2006).

El cultivo de camardn depende de fuentes lipidicas marinas, debido a los requerimientos de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Los alimentos balanceados se formulan con
30 % a 60 % de harina de pescado y con 10 % a 20 % de aceite de pescado (D’Abramo et
al. 1997). Las predicciones para la siguiente década en la produccion de la acuicultura son
de 10° ton, si se considera una disponibilidad de 2 a 3 x 10 ton de peces provenientes de la
pesca, se concluye que estos, no podran ser suficientes para satisfacer el incremento en la

demanda de harina y aceite de pescado destinados a la acuicultura (FAO 2010).

Tomando en cuenta la demanda del consumo humano directo, aunado a la destinada para
las actividades agropecuarias, la escasez de acidos grasos poliinsaturados, podria ascender a
més de 107 ton, por lo tanto, el uso de microalgas como fuente comercial de acidos grasos
poliinsaturados, de proteina de alta calidad y otros nutrientes, representa una solucion
potencial. Ejemplo de lo anterior, puede observarse en lo reportado por Patnaik et al.
(2006) donde la inclusion de productos microalgales ricos en acidos grasos en dietas para L.

vannamei mostro potencial para el reemplazo del aceite de pescado (Patnaik et al. 2006).

2.7 Ficorremediacién, reciclamiento de bioproductos y reemplazo parcial de harina y

aceite de pescado

Las especies de microalgas poseen el potencial para asimilar nutrientes residuales de
P, N y carbono inorganicos, proveer oxigeno y generar bioproductos ricos en proteina,

lipidos y carbohidratos (Riquelme y Avendafio 2003) lo que las hace candidatas ideales
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para el doble propdsito de ficorremediacion y reciclamiento. Para desarrollar dicho
potencial, es necesario conocer cuéles especies de microalgas pueden ser mas eficientes
para asimilar nutrientes residuales, cuales de éstas tienen la calidad nutricional para
sustituir al menos parcialmente las harinas y aceites de pescado, y cuales pueden crecer
bajo condiciones de cultivo heterotréfico y/o, en condiciones de inmovilizacién y co-

cultivo para ser recicladas de manera efectiva.

2.8 Bacterias heterotréficas en acuicultura marina

Las bacterias heterotrofas presentan una mayor diversidad a diferencia de las
microalgas de interés para acuicultura que son mejor conocidas y ademas, de encontrarse
disponibles en ceparios. Las diferentes especies de bacterias que pueden asimilar NH," para
incorporarlo a proteina en presencia de carbono organico, son menos conocidas y
disponibles. Por ello es importante conocer especies nativas de bacterias heterotrofas que
puedan formar asociaciones benéficas con microalgas para asimilar residuales de Ny P y

enriquecer con ello, la biomasa que pueda producirse y reciclarse.

La adicion de carbono orgénico a los cultivos de camar6n incrementa la cantidad de
bacterias heterotréficas en la columna de agua y en los sedimentos en cultivos extensivos
(Hary et al. 2006). En cultivos intensivos la adicién de carbono organico es la base del
desarrollo de biofl6culos integrados por bacterias heterotroficas los cuales, pueden
desarrollarse dentro de los sistemas de cultivo o en biorreactores externos (Azim y Little
2008; Schneider 2006).

Los biofloculos se componen principalmente de bacterias heterotréficas nativas agregadas
que pueden asimilar NH," para incorporarlo directamente como proteina, y son
acompariados por bacterias nitrificantes que aumentan los niveles de NO, y NO3™ en los
cultivos. Dado que el sistema de biofloculos no inicia por la inoculacion de cepas
conocidas, los resultados en términos de asimilacion de nutrientes, productos generados y

valor nutricional, pueden ser muy variables.
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2.9 Asociaciones microalga-bacteria

El concepto de “anillo microbiano” introducido por Azam et al. (1983), cambio
notablemente el rol que los microorganismos tienen en los ecosistemas acuaticos. Este
concepto, plantea la importancia de la interaccion bacteria-microalga como componentes
béasicos del ecosistema, proponiendo que las bacterias no solo reciclan la materia organica,
sino que ademas, poseen la capacidad de absorber nutrientes desde el océano y hacer
circular estas fuentes de carbono mediante diversas interacciones ecoldgicas con los otros
componentes del plancton. Las interacciones que se producen entre bacteria-fitoplancton
son reciprocas y estan determinadas principalmente por la utilizacion y produccion de
carbono organico disuelto, por el tipo de células microalgales y por su efecto en el
crecimiento bacteriano. También se ha sugerido, que la superficie de las células de las
microalgas podria proveer un microambiente para procesos bacterianos como la fijacion de
N, los cuales no podrian ocurrir en la columna de agua sin la aportacion de las bacterias

(Riquelme y Avendario 2003).

La interrelacion de bacteria-microalga es dependiente de variables estacionales (primavera-
verano), asi como de pardmetros fisico-quimicos y bioldgicos. Estos factores podrian actuar
en forma separada o bien interrelacionados, dando como resultado una mayor o menor
disponibilidad de carbono orgéanico en los ecosistemas acuaticos. Por lo cual, las bacterias
son los principales responsables de la mineralizacion de carbono organico e intermediarios

de estos en la cadena trofica (Azam et al. 1983).

Diversos estudios han demostrado que la relaciébn de mutualismo entre microalgas y
bacterias, mediante la produccion y consumo de carbono organico extracelular, se rompe en
condiciones limitantes de nutrientes Asi por ejemplo, cuando el P es limitante, las bacterias
compiten con las microalgas provocando una disminucion en la tasa de crecimiento de las
mismas. Por lo tanto, el grado de influencia de la comunidad bacteriana sobre la dindmica

de las microalgas depende del tipo de nutriente limitante (Mudrik y Korzeniewski 1995).

La asociacion de microalgas con bacterias heterétrofas que asimilan NH,;" y carbono

organico, puede proporcionar ventajas a la ficorremediacion y al reciclamiento de
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nutrientes residuales, ain cuando compiten por la misma fuente de nutrientes. Los sistemas
de cultivo de camaron autotroficos basados en el desarrollo de microalgas dentro del
sistema de cultivo, se encuentran limitados en las densidades de siembra puesto que,
alcanzan niveles de NH;" que superan la capacidad de asimilacion de las microalgas
(Burford y Lorenzen 2004). Mientras que los sistemas de cultivo heterotroficos se
encuentran limitados por los requerimientos energéticos para el suministro de oxigeno,
carbono organico y las altas concentraciones de NO, y NOj3 debido al desarrollo de
bacterias oxidadoras de amonio Yy nitrificantes y a la ausencia de componentes autotréficos

como las microalgas que puedan asimilarlos.

Desde el punto de vista de asimilacion de nutrientes residuales, las interacciones entre las
microalgas y bacterias heterotroficas representan beneficios tales como el aporte de
oxigeno y carbohidratos por parte de las microalgas hacia las bacterias y la asimilacion por
parte de las microalgas del carbono inorganico generado por las bacterias. Se ha reportado
que en condiciones de inmovilizacion en matrices de alginato, las microalgas presentan la
misma eficiencia para remover nutrientes residuales de N y P que en cultivos libres; ademés
de liberar polisacaridos al medio. EIl crecimiento de las microalgas en las matrices puede
afectarse por limitacion de CO; y por la disminucion en la incidencia de la luz debido al
efecto de sombra (AbdelHameed y Hammouda 2007), limitacion que no presentan las

bacterias heterétrofas.

Recientemente, ha sido reportado que microalgas como Tetraselmis suecica son capaces de
adaptarse a medios de cultivo heterotroficos. Azma et al. (2010), observaron cambios en la
morfologia de dicha microalga al realizar procesos de adaptacion a cultivos heterotréfico y
concluyeron, que las células de T. suecica crecen exitosamente en condiciones de completa
oscuridad, lo cual indica que dicha microalga utiliz6 compuestos organicos como fuente de
energia en vez de la luz requerida por las células fototroficas. Por otra parte, las microalgas
pueden producir antibidticos que inhiben el desarrollo bacteriano (Chu et al. 2004; Liao et
al. 2003), mientras que algunas especies de bacterias, producen alguicidas que limitan el
crecimiento de las microalgas (Yoon-Kyung et al. 2008). Por otro lado, existen especies de
bacterias que promueven el crecimiento de las microalgas (de-Bashan et al. 2002a, 2002b);
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por ello es necesario conocer las caracteristicas tanto de las cepas de microalgas como de

bacterias para conformar asociaciones eficientes.

Desde el punto de vista del reciclamiento, las microalgas son ricas en &cidos grasos que
pueden sustituir al aceite de pescado (Patnaik et al. 2006) y las bacterias heterotroficas son
ricas en proteina que puede sustituir parcialmente la harina de pescado (Khun et al. 2009).
Lo cual sugiere que ambas son candidatas para el reciclamiento de nutrientes para fines de
acuicultura. Sin embargo, la calidad nutricional tanto de microalgas como bacterias puede
variar de acuerdo con las especies presentes y el tipo de interacciones entre ellas.

El desarrollo de sistemas de ficorremediacién, basados en el uso y conocimiento de
asociaciones de microalgas con interés para la acuicultura y bacterias heterotréficas nativas
de los sistemas de cultivo de camar6n, que puedan asimilar nutrientes residuales,
constituyen un modelo de cultivo que podria incrementar la ecoeficiencia en el uso del N y
P en acuicultura, lo cual forma parte sustancial de este trabajo de investigacion.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) es una actividad que se realiza a
nivel mundial. Hasta el 2010, enfrentd una sobreproduccion que afecto a los acuicultores
pues generd una oferta superior a la demanda, lo cual, declino los precios del producto con
un subsecuente aumento en los costos de produccion ya que, insumos como la harina y el
aceite de pescado, debido a su alto precio y escasez se han convertido en limitante para el
desarrollo de dicho cultivo.

Asi mismo, es necesario el desarrollo de metodologias que permitan elevar los niveles de
ecoeficiencia en el aprovechamiento de los nutrientes suministrados a los sistemas de
cultivo, puesto que, al no ser asimilados son descargados sin tratamiento alguno generando

problemas de eutrofizacion en los cuerpos receptores.

Con base en lo anterior, este trabajo de investigacion permitird conocer la caracterizacion
de las aguas residuales generadas del cultivo de L. vannamei, asi como el entendimiento de
las asociaciones microalga-bacteria heterotréfica que permitan, mediante procesos de
ficorremediacién, asimilar residuales de nitrogeno y fosforo con el fin de obtener un
mecanismo que pueda ser empleado en el tratamiento de aguas residuales provenientes de
la acuicultura que a su vez, puedan reciclarse en forma de biomoléculas con valor
nutricional como fuente de &cidos grasos (microalgas) y proteina (bacterias) para ser

utilizada como alimento potencial en dicha industria.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la recuperacion de residuales de nitrégeno y fosforo del cultivo de
Litopenaeus vannamei su reciclamiento e impacto en la ecoeficiencia utilizando una

asociacion microalga-bacteria heterotrofica en sistemas de ficorremediacion.
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4.2 Objetivos especificos

= Caracterizar las aguas residuales provenientes del cultivo de L. vannamei a partir de la
cantidad de proteina contenida en dietas balanceadas evaluadas en bioensayos de

liberacion de nutrientes.

= Seleccionar al menos una asociacion microalga-bacteria heterotréfica que, de acuerdo
con la caracterizacion de las aguas residuales y sus capacidades de remocion de

nutrientes, sea la mas apropiada para procesos de ficorremediacion.

= Evaluar la ecoeficiencia en el uso del nitrogeno y fdésforo en sistemas de cultivo
experimental de L. vannamei con el uso de la asociacion microalga-bacteria

heterotréfica en sistemas de ficorremediacion.

5. HIPOTESIS

Si la asociacion microalga-bacteria heterotréfica utilizada en sistemas de
ficorremediacion es capaz de asimilar el nitrégeno y fdsforo residual del cultivo de L.
vannamei y poseer cualidades para ser reciclados, entonces es posible mejorar los niveles
de ecoeficiencia en el uso de proteina, mejorar la calidad del agua residual y producir
biomoléculas con valor nutricional para la sustitucion potencial de insumos utilizados en la

fabricacioén de alimentos balanceados.
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6. MATERIAL Y METODOS

Con el fin de realizar la caracterizacion de las aguas residuales provenientes del cultivo de
L. vannamei a partir de la cantidad de proteina contenida en dietas balanceadas, se

realizaron las siguientes actividades:

6.1 Disefilo y manufactura de dietas experimentales basadas en proteina vegetal y

animal

Se elaboraron seis dietas isocaldricas e isolipidicas de acuerdo con los algoritmos
desarrollados por Calderon-Flores (2007) con niveles bajo (24-25 %), medio (33-25 %) y
alto (37-41 %) de proteina. En todas las dietas la cantidad de lipidos (6.3%) se niveld con
aceite de pescado, por lo que todas las dietas incluyeron una proporcion de ingredientes de

origen marino.

Tres de las dietas contenian una mezcla de proteina animal y vegetal (DAV) que incluia
36.46 % de harina de pescado (HP), 36.46 % de pasta de soya (PS) y 27.14 % de harina de
trigo (HT).

Las tres restantes contenian gran cantidad de proteina de origen vegetal (80 % de PS, 15 %
de HT) y una pequefia porcion de proteina animal (harina de calamar (HC) como atractante)
(Tabla ).
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Tabla I. Cantidad utilizada de los diferentes insumos empleados en la elaboracion de las seis
dietas experimentales para L. vanammei basadas en proteina animal y vegetal.

DAV ) DAV ) DAV (a) DV DV ) DV ) DC
Ingredientes
(g Kg™* como
alimento)
Harina de 216.39 296.39 376.36 ---- -—-- ---- -—--
pescado’
Pasta de soyaz 216.39 296.39 376.36 509.60 696.80 802.40 ----
Harina de - - - 31.85 43.55 50.15 -
calamar®
Hariga de 161.21 220.81 280.38 95.55 130.65 150.45 -
trigo
Almidon ® 387.24 203.97 20.77 322.28 116.29 - -
Aceite de 23.77 18.02 11.99 31.45 28.57 26.65 -
pescado®
Lecitina de 39.17 39.17 39.46 39.17 39.17 39.46 -
soya’
Colesterol 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 -
60% °
Premix de 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 -
vitaminas y
minerales®
Acido 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 -
alginico®™
Cenizas" 52.05 26.02 26.74 9.64
Celulosa® 9.16 4.58 12.54 4,52
Etoxiquinona 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 -

DAV g): dieta con bajo nivel de proteina basada en proteina animal y vegetal; DAV (): dieta con nivel de proteina
medio basada en proteina animal y vegetal; DAV ). dieta con alto nivel de proteina basada en proteina animal y
vegetal; DV g): dieta con bajo nivel de proteina basada en proteina vegetal; DV (: dieta con nivel de proteina medio
basada en proteina vegetal; DV 4): dieta con alto nivel de proteina basada en proteina vegetal; "Harina de sardina
(68.27% proteina, 5.28% lipidos) PIASA (La Paz, Baja California Sur, México). “Pasta de soya extraida con
solventes (46.47% proteina, 0.84% lipidos) PIASA (La Paz, Baja California Sur, México). *Proteinas Marinas y
Agropecuarias S.A. de C.V. (Guadalajara, México). “Harina de trigo (13.80% proteina, 1.41% lipidos) PIASA (La
Paz, Baja California Sur, México). *Almidon de maiz, Unilever de México, S. de R.L. de C.V. (Tultitlan-Estado de
México, México). ®Aceite de sardina PIASA (La Paz, Baja California Sur, México). ‘Exportadora de México, S.A.
de C.V. (Naucalpan-Estado de México, México). ®Sigma-Aldrich Corp. C8667 (St. Louis, MO, USA). °Cruz-Suérez
et al (2000). °Sigma-Aldrich Corp. A2158 (St. Louis, MO, USA). *Cenizas de harina de sardina (68.27% proteina,
5.28% lipidos) incineradas a 600°C por 5 h. **Sigma-Aldrich Corp. C6288 (St. Louis, MO, USA). **Sigma-Aldrich
Corp. E8260 (St. Louis, MO, USA) utilizado como antioxidante.
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La elaboracion de las dietas antes mencionadas, se realizo en las instalaciones de la planta
de alimentos del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S.C. (CIBNOR) de la

siguiente forma:

(a) Pulverizacion de los ingredientes solidos y tamizado a través de una malla de 250 um,
para obtener mejor compactacion del alimento. Pesado de la cantidad requerida de cada

ingrediente.

(b) Separacion de los ingredientes en: macronutrientes (los que representan mas del 5 % en
peso), micronutrientes (los que representan menos del 5 % en peso) y lipidos (aceite de

pescado, lecitina de soya y etoxiquinona).

(c) Mezclado de los micronutrientes y lipidos por separado en un recipiente durante un
periodo de 5-10 min. Los macronutrientes se mezclaron durante el mismo tiempo en el

recipiente del equipo de mezclado.

(d) Incorporacién de los micronutrientes al recipiente donde se mezclaron los
macronutrientes. Este paso se realizd lentamente y sin dejar de mezclar (velocidad baja)

durante 10 min.

(e) La emulsion obtenida de la combinacion de lipidos se adicion6 lentamente, a velocidad
baja y con la mezcladora en movimiento a los macro y micronutrientes. Los restos de
lipidos que quedaron en el recipiente donde se mezclaron, fueron recuperados utilizando

una parte de la mezcla de ingredientes (macronutrientes + micronutrientes).
(f) Una vez adicionados los tres grupos, se homogenizaron durante 10 min.

(9) Se agregd un volumen de agua previamente calentada (50 °C) equivalente al 30-50 %
del peso de la masa hasta obtener una pasta uniforme y evitar asi, que se desquebraje
facilmente o tenga textura arenosa. En el caso de las dietas de bajo nivel de proteina, se
agrego un volumen mayor de agua (75 % aprox.) debido a la cantidad de almidén utilizado,

ya que éste, es un ingrediente hidroscdpico que absorbe grandes cantidades de agua.



25

(h) La masa se procesd6 mediante el equipo de extrusién dos veces. La primera vez, se
realiz6 répido para acondicionamiento previo de la masa, la segunda vez se paso lentamente
para obtener la masa extruida. Se cortaron los pellets y se recibieron y acomodaron en una
charola limpia con papel. Se cuid6 que la coloracion de la masa al salir del equipo de
extrusion, no presentara oscurecimiento, cuando ello ocurrié la mezcla se extruyé mas

répido.

(i) Las charolas con los pellets obtenidos se introdujeron en una estufa de secado con
circulacién de aire durante 18 a 24 h a una temperatura de 40 °C. Las dietas se almacenaron

en bolsas de plastico negras y en congelacion para evitar la presencia de bacterias u hongos.

A las seis dietas manufacturadas (DAV, DV) y a la dieta comercial (DC), se les realizo el
analisis del perfil bromatoldgico, asi como también se cuantificd la cantidad de humedad y
energia. Todos los andlisis, se realizaron, siguiendo las técnicas utilizadas en el Laboratorio
de Anélisis Quimico Proximal del CIBNOR, S.C. (Tabla II).

Tabla Il.- Técnicas utilizadas en el laboratorio de analisis quimico proximal, CIBNOR,
S.C.

Analisis Técnica utilizada
Humedad Determinacion por pérdida de peso a 105°C/ 4h
Cenizas Determinacion por diferencia de peso. Calcinacion a 600°
C/5h
Proteina Método Microkjeldahl (%N x 6.25)
Extracto etéreo Método Soxtec-Avanti TECATOR
Fibra cruda Método de hidrdlisis sucesiva (acido/base)
Energia bruta Determinacion por calorimetro adiabatico automatico
Extracto libre de nitrégeno (ELN) Calculado por diferencia: 100 - ( % Proteinas + % Lipidos

+ % F. Cruda, + % Cenizas)
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6.2 Organismos

Las postlarvas de L. vannamei se obtuvieron de la empresa acuicola Acuacultura
Mahr S.A. de C.V., Baja California Sur, México y se mantuvieron bajo condiciones
ambientales controladas (temperatura 30 + 0.5 °C, oxigeno disuelto >4 mg L™). Los
organismos (2000 Pl m™) se alimentaron con una dieta comercial para camarén (40.6 %
proteina, 4.79 % lipidos, PIASA, Baja California Sur, México) a saciedad dos veces por dia
y se realizaron recambios de agua del 100 %. Estas condiciones se mantuvieron hasta que
los organismos alcanzaron un rango de peso de entre 1.5y 2.5 g.

6.3 Bioensayo de retencion proteica

Durante 77 d se llevé a cabo dicho bioensayo con objeto de evaluar el crecimiento y
la retencion de nitrogeno (N) y fosforo (P) de juveniles de L. vannamei. Los organismos se
alimentaron 2 veces por dia con las 6 dietas experimentales antes mencionadas y una dieta
comercial (DC), la cantidad de alimento suministrada correspondia al 5.5 % de la biomasa
de cada sistema experimental. Se tuvieron cuatro réplicas por cada tratamiento, asignadas
completamente al azar en 28 acuarios de 50 L. Cada acuario contenia 6 organismos (1.5-2.5
g) que se mantuvieron bajo condiciones de cultivo controladas (temperatura 30 + 0.5 °C,
oxigeno disuelto >4mg L™, salinidad 38 UPS, fotoperiodo 12hy,/12hescuricad), 1as cuales
eran verificadas cada tercer dia. EI peso de los organismos se registr6 cada semana y con
estos datos se calcularon el peso final, la tasa de crecimiento y el porcentaje de

supervivencia.

Diariamente se realizaba recambio de agua en todos los acuarios (80 % d™), asi como
recuento de los organismos y mudas (los organismos muertos eran retirados de los sistemas
experimentales), ademas de la recuperacion del alimento no consumido. Los residuos de
alimento se recolectaron y se mantuvieron en congelacion hasta el termino del bioensayo

para posteriormente, secarlos a 70 °C durante 17 a 24 h. Los datos del peso seco de los
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residuos fueron utilizados para calcular la cantidad de alimento consumido por los

organismos.

Para evaluar el contenido de N y P se utiliz6 la biomasa de 24 camarones completos por
cada tratamiento, la cual, se cort6 en pequefios pedazos, se seco (80 °C, 18 h) y molio. La
proteina total se evalué utilizando el método micro-Kjeldahl y el N total (g N kQcamaron ) S€
calculd dividiendo la cantidad de proteina total sobre el factor 6.25. En el caso del P, la
materia seca remanente del analisis de proteina, fue calcinado (600 °C, 5 h) y las cenizas
resultantes fueron utilizadas para cuantificar la cantidad de P total (g P KQcamaron ™)

utilizando la técnica propuesta por Strickland y Parson (1972) y Greenberg et al. (2005).

La retencién de nutrientes (P o N) en los organismos se calculd dividiendo el contenido
total de P o N en el tejido de los camarones sobre el contenido total de P o N en la dieta

Consumida por IOS mlsmOS [(PT O NT biomasa de camaréon / PT 0 NT consumido en la dieta) X 100]

El contenido de P y N de las diferentes dietas utilizadas se calculé de la misma forma que
la cantidad de P y N en el tejido de los camarones.

6.4 Bioensayo de liberacion de nutrientes (P y N)

Se realizaron dos bioensayos de liberacion de nutrientes con el fin de determinar si
el tipo y porcentaje de proteina utilizada en los alimentos, asi como el tamafio de los
organismos tenia efecto alguno sobre la concentracion de P y N en el agua residual
generada por su cultivo. El peso promedio de los juveniles de L. vannamei utilizados en el
primer bioensayo (BLN;) fue de 4.50 + 0.3 g, para el segundo bioensayo (BLN,) se usaron
camarones mas grandes (8.51 = 1.6 g). En ambos experimentos, se utilizaron los mismos
organismos evaluados en el bioensayo de retencion proteica cuando éstos, alcanzaron los
pesos antes descritos. Cabe mencionar que al término de cada bioensayo de liberacion de

nutrientes, los organismos eran devueltos a sus respectivos acuarios.
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En una tina de fibra de vidrio (1.65 m x 1.71 m x 0.3 m) se colocaron dos calentadores
sumergibles (300 watt) para regular la temperatura (30 + 0.5 °C), asi como piedras de
aireacion para mezclar el agua y asegurar que la temperatura fuera homogénea en toda el

area.

Dentro de ella, se instalaron 28 contenedores plasticos de 5 L de capacidad, cada uno
equipado con una piedra de aireacion y 3 L de agua de mar previamente filtrada utilizando
una bolsa Gaff de 1 um (Figura 1).

Figura 1.- Sistema experimental utilizado en los bioensayos de liberacion de nutrientes.

Se evaluaron las dietas experimentales basadas en proteina animal y vegetal (DAV) con
contenido de proteina bajo (24 %), medio (33 %) y alto (41 %), las dietas basadas en
proteina vegetal (DV) con contenido de proteina bajo (25 %), medio (35 %) y alto (37 %),
ademas de una dieta comercial (40.6 % proteina, PIASA, Baja California Sur, México). Los
alimentos fueron asignados completamente al azar a las unidades experimentales y se
tuvieron 4 réplicas. Los camarones utilizados en BLN; y BLN; (uno en cada contenedor
plastico de 5 L) se sometieron a un proceso de ayuno durante 24 h, después del cual, el
agua de los contenedores se sustituyd con agua de mar filtrada como se describid

anteriormente. En ambos bioensayos los juveniles de L. vannamei se alimentaron con los
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diferentes tratamientos una sola vez con una cantidad de alimento equivalente al 5.5 % de

su biomasa y se incubaron durante 24 h mas.

Para determinar la concentracion de P y N residuales, los organismos se retiraron de los
contenedores después de 24 h y el agua se homogenizé para asegurar que la fraccion
particulada estuviera dentro de la muestras de agua (250 mL). La cuantificacion de las
diferentes formas de P y N se realizd utilizando un autoanalizador equipado con
automuestreo (Lachat Quick Chem-8000). Las diferentes formas de P evaluadas fueron:
fésforo total (PT), fosforo inorgéanico disuelto (PID), fésforo orgéanico disuelto (POD) y
fosforo particulado (PP) (Greenberg et al. 2005; Strickland y Parson 1972). Las diferentes
formas de N evaluadas fueron: nitrégeno total (NT), nitrégeno organico disuelto (NOD),
nitrogeno particulado (NP) y amonio (NH;"), nitritos (NO,) y nitratos (NOs) como
nitrégeno inorganico disuelto (NID) (Valderrama 1981), asi como, urea (Koroleff 1977;
modificado por Calderon-Flores 2007).

6.5 Andlisis estadistico

En todos los experimentos, los datos obtenidos se sometieron a pruebas de
normalidad y homocedasticidad. Para evaluar el efecto del tamafio de los organismos y las
dietas utilizadas sobre la concentracién de las diferentes formas de P y N se realizd un
ANOVA de dos vias seguido de una prueba de agrupamiento de Tuckey para
comparaciones multiples. Para evaluar el efecto de las diferentes dietas sobre el crecimiento
y la retencion de P y N por L. vannamei, a cada serie de datos se le realiz6 un ANOVA de
una via seguido de una prueba de agrupamiento de Tuckey para comparaciones multiples.
Todos los analisis se realizaron utilizando el programa STATISTICA™ 8 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA) y las diferencias se consideraron significativas a P<0.05.

Con el fin de seleccionar al menos una asociacion microalga-bacteria heterotrofica que, de

acuerdo con la caracterizacion de las aguas residuales y sus capacidades de remocion de



30

nutrientes, fuera la mas apropiada para procesos de ficorremediacion, se realizaron las

siguientes actividades:

6.6 Bacterias heterotréficas con potencial para procesos de ficorremediacion

Considerando la gran diversidad de géneros y especies de bacterias heterétrofas
marinas, se realizo el aislamiento, purificacion y seleccién de cepas nativas que fueran
aerdbicas, mostraran capacidad para sintetizar aminoacidos a partir de NH,", asimilaran
carbohidratos, fueran tolerantes a la actividad antimicrobiana que pudiesen presentar las
microalgas, utilizaran fuentes de carbono exudadas por las microalgas seleccionadas, no
tuvieran actividad alguicida y fueran capaces para asimilar nutrientes residuales (P y N) del

cultivo de L. vannamei.

6.6.1 Fuentes para la seleccion de bacterias heter6trofas nativas

6.6.1.1 Sistemas de cultivo de camarén (L. vannamei)

Se colectaron muestras de agua de dos estanques de la granja de cultivo de camarén
Organic Shrimp, S.A. de C.V. (Meliton Albafiez, Baja California Sur, México). Dichos
estanques se eligieron debido a la presencia de florecimientos microalgales y con el fin de
obtener cepas de bacterias nativas del cultivo de L.vannamei. Las muestras se tomaron a la
entrada y salida de los estanques, asi como, en dos muelles tanto del extremo izquierdo

como del derecho.
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6.6.1.2 Sistemas heterotroficos de cultivo de camaron

Las muestras de agua se tomaron de cultivos heterotroficos con presencia de
biofldculos bacterianos, establecidos para dicho fin en las instalaciones del Laboratorio de
Nutricion Acuicola, CIBNOR, S.C.

6.6.1.3 Cultivos de microalgas clorofitas con aireacién sin filtracion

Las muestras se tomaron de cultivos de las microalgas Chlorella capsulata
Tetraselmis suecica y Tetraselmis chui con aireacion sin utilizacién de filtros, con el
objetivo de promover el desarrollo de bacterias heterotroficas, que no tuvieran problema

alguno para crecer junto con la microalga.

6.6.2 Aislamiento, purificacion y seleccion de cepas bacterianas en medios selectivos

Se inocularon por triplicado 100 pL de cada una de las muestras, a placas petri que
contenian tres medios diferentes: medio marino 2216 (Zobel 1941), agar nutritivo (AN) +
NaCl 2 % (w/v) y agar soya tripticasa (TSA) + NaCl 2 % (w/v). En cada una de las placas,
la muestra fue distribuida de forma homogénea con triangulo de vidrio por extension en
superficie sobre el medio sélido. Todas las placas fueron incubadas a 35 °C durante un

periodo de 72 h observando diariamente el desarrollo de crecimiento bacteriano.

Posteriormente se seleccionaron las cepas de bacterias con morfologia colonial diferente
que crecieron en las placas con los tres medios antes mencionados. De cada una, se tomo
una asada abundante de biomasa bacterial y se inocularon por triplicado en 50 mL de caldo
selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934; Sol.
Stock Carbono (180 g mL™ CgH.0s) 106 mL, Sol. Stock Nitrégeno (132.1g mL™
(NH4),SO,) 16 mL, Sol. Stock Fésforo (136.09 g mL? KH,PO,) 1 mL, KCI 0.2 g,
MgSQ,-7H,0 0.3 g, MnSO4-H,0 0.004 g, FeSO4-7H,0 0.002 g, NaCl 20 g, Extracto de
levadura 0.5 g y Agar 20 g. El pH se ajustd a 7.5 con NaOH 1M después de autoclave),
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para detectar el crecimiento de cepas con mayor capacidad de desarrollo basadas en la
asimilacion de P, NH;" y carbohidratos. Los matraces fueron incubados a 35 °C con

agitacion constante (110 rpm) durante 48 h.

Aquellos que presentaron turbidez por crecimiento bacteriano se seleccionaron para
posteriormente purificar las cepas utilizando la técnica de estria cruzada en placas petri con
medio selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934).
Dicha purificacién se realizo hasta observar en la placa un solo tipo de morfologia colonial,
la anterior se llevo a cabo con el uso de un estereoscopio (VMT 1x, 4x Mod 296709) y por
medio de tincion gram se realizo la clasificacion morfoldgica celular de las colonias de

bacterias puras y aisladas.

6.6.3 Evaluacion de la actividad amilolitica y solubilizacion de fosfatos

Con el fin de observar si las cepas de bacterias aisladas y caracterizadas
morfolégicamente que crecieron en el medio selectivo enriquecido basado en la relacion
Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934), podian crecer en medios saturados de almidon y
poseian actividad extracelular amilasa, se prepararon por triplicado, placas petri con el
medio selectivo enriquecido basado en la relacién Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934),
el cual, se modificd disminuyendo 100 veces la concentracion de la fuente de carbono
(glucosa) y la concentracién del extracto de levadura (0.025 g L™). Ademés se agreg6
almidon comercial (Maizena) al 1 % para obtener un medio saturado. Las placas se
inocularon con 15 pL de suspensiones bacterianas (de cada una de las cepas) en solucién
salina estéril al 2 % (w/v), ajustadas a D.O. 1.0 (A= 540 nm) y se incubaron durante 24 h y
48 h a 35 °C. Las placas donde se observo crecimiento bacteriano se revelaron con una
solucion de Lugol al 20 % para corroborar la presencia de halos de solubilizacion de

almidon.
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Aunado a lo anterior, con el fin de observar dichas cepas de bacterias eran capaces de
solubilizar fosfatos, se utilizd el medio propuesto por Vazquez-Correa (1996) (CsH120s 10
g, Caz(POy4)2 509, (NH4),SO4 0.5 g, KCI 0.2 g, MgSO4-7H,0 0.3 g, MnSO4-H,0 0.004 g,
FeSQO,4-7H,0 0.002 g, NaCl 20 g, Extracto de levadura 0.5 g y Agar (2%) 20 g. El pH se
ajusto a 7.5 con NaOH 1M después de autoclave), especifico para la seleccion de bacterias
halotolerantes a NaCl y/o marinas solubilizadoras de fosfatos. Las placas con dicho medio
se inocularon con 15 pL de suspensiones bacterianas (de cada una de las cepas) en solucién
salina estéril al 2 % (w/v), ajustadas a D.O. 1.0 (A= 540 nm), se incubaron durante 24 h y
48 ha 35 °C vy se observo la presencia de halos de solubilizacion de fosfatos.

6.6.4 Prueba de inhibicion de crecimiento de bacterias heterotrofas mediante

bioensayos de cultivo en presencia de extractos microalgales

Las pruebas de inhibicion, se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por
Ordoég et al. (2004), con el fin de evaluar si los extractos de las células de C. capsulata, T.
suecica y T. chui tenian efecto alguicida contra las cepas de bacterias heterotréficas que
crecieron en el medio selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P
(Redfield 1934) y que mostraron produccién de amilasas asi como, cualidades para
solubilizar fosfatos.

6.6.4.1 Cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

Se crecieron 4 cultivos al 10 % (v/v) de C. capsulata, T. suecica y T. chui en medio
mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975), con aireacion y suministro de
CO, cada hora (15 mL min™) durante 4 d a una temperatura de 25 + 2 °C e intensidad
luminosa de 54.6 pumol foton m2s? con fotoperiodo 12 hyy; / 12 hoscurigag- LO anterior para
obtener cultivos densos de cada una de las microalgas. Los botones celulares se recuperaron

por centrifugacion (Centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientifc) de acuerdo con
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lo propuesto por Arredondo y Voltolina (2007). Se lavaron dos veces con formato de NH,"
0.5 My la biomasa obtenida se liofiliz6 (Lyo-Centre Virtis 3.5L DBTZL).

6.6.4.2 Extractos de la biomasa proveniente de los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui

Para obtener los extractos evaluados en esta prueba, se utilizd 1 g de la biomasa
liofilizada de cada una de las microalgas, a la que se le agregé 30 mL de Etanol absoluto
grado HPLC (Sigma) y se dejo reposar durante 2 h. Transcurrido el tiempo, las
suspensiones celulares se centrifugaron en condiciones particulares para cada una de las
microalgas (C. capsulata: 20 min, 2100 rpm, 4 °C; T. suecica y T. chui: 17 min, 1100 rpm,
4 °C) y se recupero el sobrenadante. Este proceso se realiz6 dos veces.

El sobrenadante obtenido (60 mL) se separé en dos matraces con un volumen de 30 mL
cada uno y los extractos se secaron con un rotavapor en condiciones de vacio a 35 °C
(IKA® RV 05 basic / SELF-Cleaning dry vaccum system™ Model 2026 / Bafio de
recirculacion con control de temperatura VWR 13271-086). Posteriormente los extractos
secos, se resuspendieron, uno en 4 mL de Etanol absoluto grado HPLC y el otro en 4 mL
de una mezcla Metanol 50 % / Tris 0.1 M (pH 7.5) (200 pL / 800 uL), ambos esterilizados
por filtracién (Fall Acrodis ® Syringe filter w / 0.2 pm Supor ® Membrane Sterile). Los

extractos se mantuvieron bajo refrigeracién en frascos &mbar para su posterior uso.

6.6.4.3 Pruebas de inhibicion de crecimiento bacteriano

Para estas pruebas se utilizaron sensidiscos embebidos con 15 pL de los extractos
de C. capsulata, T. suecica y T. chui. Se usaron también sensidiscos embebidos con 15 pL
de Etanol absoluto grado HPLC estéril como control negativo y sensidiscos embebidos con
15 pL de Cloranfenicol estéril (Sigma) (450 pg/sensidisco; Dimayuga et al. 1998). Todos

los sensidiscos preparados se colocaron sobre una charola de acero inoxidable estéril y se
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dejaron secar dentro de la campana de flujo laminar durante 1 h para asegurar la
evaporacion de los diferentes solventes.

Aunado a lo anterior, se inocularon por triplicado 100 pL de las suspensiones en solucion
salina estéril al 2 % (w/v), ajustadas a D.O. 1.0 (A= 540 nm), de cada una de las bacterias
mencionadas al comienzo de este apartado, en placas con el medio selectivo enriquecido
basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934).

En cada una de las placas, la muestra fue distribuida de forma homogénea con triangulo de
vidrio por extension en superficie sobre el medio sélido y se colocaron los sensidiscos con

los diferentes extractos y los controles (Figura 2).

Figura 2.- Distribucion de los sensidiscos embebidos con los diferentes extractos
utilizados para las pruebas de inhibicion de crecimiento bacteriano.

Todas las placas se incubaron por 24 h a 35 °C y las cepas de bacterias heterotréficas que
presentaron halos de inhibicién debido al efecto de los extractos de las microalgas, se
descartaron y solo se seleccionaron aquellas cepas de bacterias que presentaron crecimiento

a pesar de la presencia de los diferentes extractos utilizados.
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6.6.5 Identificacion molecular por secuenciacion del 16S rDNA de las bacterias

heterotroficas seleccionadas

Se realiz6 la extraccion del DNA utilizando el Fast DNA® SPIN Kit for soil (MP
Biomedicals) a los diferentes morfotipos de bacterias que presentaron crecimiento en

presencia de extractos de los cultivos de las microalgas C. capsulata, T. suecica y T. chui.

ElI DNA fue purificado con el kit Gene-clean (MP Biomedicals) de acuerdo al
procedimiento descrito por el fabricante. La concentracién y pureza del DNA fue calculada
con un nanofotometro (Nanofotémetro UV/Vis espectrofotometros, Implen), mientras que
su calidad se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para la
identificacion de las bacterias se amplifico un fragmento correspondiente a la region V3/V4
del 16 sRNA, utilizando para ello los oligos 120F (actggcggacgggtgagtaa) y 518R
(cgtattaccgcggctgetgg). La amplificacion se llevd a cabo en volimenes de 25 pL
conteniendo 100 ng de DNA, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 uM de cada oligo, 0.2 mM de cada
dNTP y 1 U de Taqg polimerasa en 20 mM de Tris/HCI (pH 9.0). Las reacciones se
Ilevaron a cabo utilizando un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min; treinta
ciclos desnaturalizando a 95 °C por 1 min, alineando a 55 °C por 1 min y extendiendo a 72

°C por 1 min 30 seg y un ciclo a 72 °C por 10 min como paso final.

Los productos obtenidos en la reaccién de PCR se purificaron empleando el kit QUIAquick
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener la secuencia de
nucleodtidos de los fragmentos amplificados, los productos se enviaron a la compafiia
GENEWIZ, Inc. (New Jersey, USA). Una vez obtenidas las secuencias, se analizaron
comparandolas con las existentes en la base de datos de la NCBI (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD USA), utilizando la plataforma BLASTN,
aplicando la matriz BLOSUMG62. Como criterio para validar las identidades, se utilizo el

estadistico e <= 0.000001 y un porcentaje de identidad superior al 97%.
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6.6.6 Conservacion de las cepas de bacterias heterotroficas seleccionadas e

identificadas a nivel molecular

Se tomé una asada abundante de biomasa bacterial de cada una de las diferentes cepas
purificadas que resultaron seleccionadas de la prueba de inhibiciéon de crecimiento y se
inocularon en 5 mL de caldo selectivo enriquecido basado en la relacién Redfield
106C:16N:1P (Redfield 1934). Los tubos se incubaron durante 24 h a 35 °C con agitacion
constante (110 rpm).

Posteriormente en tubos de criopreservacion, se mezclaron 400 puL de cada uno de los
cultivos bacterianos con 400 pL de Glicerol 30 % estéril por triplicado y se guardaron en

un ultracongelador a -80 °C para asegurar su criopreservacion.

6.7 Microalgas candidatas para procesos de ficorremediacion
6.7.1 Cepas utilizadas

Las cepas de microalgas marinas utilizadas en este estudio, se adquirieron de tres
colecciones diferentes: Chlorella capsulata (UTEX LB 2074), Tetraselmis suecica (Centro
de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, CICESE), Tetraselmis
chui (Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas-Universidad Auténoma de Baja
California, 110-UABC). Cada una de las cepas fue reactivada en medio mineral estéril F/2
(Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975); se mantuvieron en cultivos estaticos al 10 % (v/v)
con una temperatura de 25 + 2 °C e intensidad luminosa de 54.6 pmol fotén m? s con
fotoperiodo 12 hyy; / 12 hescuricad, durante 5 d para obtener densidades celulares de 1.0 x 10°
cel mL™. Se realiz6 el recuento celular siguiendo la metodologia propuesta por Arredondo
y Voltolina (2007) en un hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de
Neubauer utilizando el microscopio Olympus BX51 en objetivo 40 X / 0.75 UPlanFlI,
todas las cepas fueron mantenidas en cultivos estaticos hasta su posterior uso. Para este

estudio se seleccionaron especies de microalgas clorofitas, puesto que no tienen
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limitaciones de silicatos en los procesos de reciclamiento de aguas residuales marinas de

origen acuicola provenientes de sistemas de bajo recambio.

6.7.2 Aislamiento y purificacion de la flora bacteriana asociada a las cepas de C.
capsulata, T. suecicay T. chui

Se realizaron preparaciones en fresco de las microalgas marinas C. capsulata, T.
suecica y T. chui con el fin de determinar el grado de pureza y movilidad de las células y se
observo que las microalgas no se encontraban axénicas debido a la presencia de cepas

bacterianas, por lo tanto, se procedid con el aislamiento de las mismas.

Se crecieron cultivos al 10 % (v/v) de C. capsulata, T. suecica y T. chui en medio mineral
estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975), en las mismas condiciones de
incubaciéon antes mencionadas. Se inocularon por triplicado 100 pL de cada cultivo
microalgal, a placas petri que contenian tres medios diferentes: medio marino 2216 (Zobel
1941), AN + NaCl 2 % (w/v) y TSA + NaCl 2 % (w/v). En cada una de las placas, la
muestra fue distribuida de forma homogénea con triangulo de vidrio por extension en
superficie sobre el medio sélido. Todas las placas fueron incubadas a 35 °C durante un

periodo de 48 h observando si habia crecimiento bacteriano.

A la par y por triplicado, se tomaron muestras de 50 mL de los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui para iniciar el proceso de purificacion. Las células de microalgas
contenidas en dichas muestras, se centrifugaron y lavaron con solucién salina estéril al 2 %
(w/v) de acuerdo con lo propuesto por Arredondo y Voltolina (2007). El boton celular se
recupero y resuspendié en 5 mL de solucién salina estéril al 2 % (w/v), se hicieron frotis en
fresco para observar el estado de las células microalgales y para observar
presencia/ausencia de carga bacteriana despues de los lavados. De cada suspension se
tomaron 100 pL que se inocularon por triplicado en placas petri con medio marino 2216
(Zobel 1941), AN + NaCl 2 % (w/v) y TSA + NaCl 2 % (w/v). Las placas se incubaron

durante 48 h a 35 °C, se observo crecimiento y las morfologias coloniales obtenidas se
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compararon bajo observacion en estereoscopio, con aquellas de las placas inoculadas con

los cultivos iniciales de microalgas.

El resto de la suspensién con las células de microalgas lavadas, se sonicaron (Ultrasonic
Branson B200) durante 4 min y se hicieron frotis en fresco para corroborar lisis celular.
Posteriormente, se inocularon 100 pL de cada suspension microalgal por triplicado en placa
por extension de superficie en los tres medios antes mencionados. Las placas se incubaron
durante 48 h a 35 °C, se observo crecimiento y las diferentes morfologias coloniales se
compararon con aquellas de las placas inoculadas con los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui iniciales y con las morfologias coloniales que aparecieron en las placas
inoculadas con los cultivos de las diferentes microalgas después de haberse hecho los

lavados.

Lo anterior se llevé a cabo con el fin de observar si las cepas de bacterias aisladas al
comienzo de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui podrian ser o no cepas de
bacterias endofitas o solo cepas de bacterias que se encontraban al exterior de su pared

celular.

Posteriormente se seleccionaron las cepas de bacterias con morfologia colonial diferente
que crecieron en las placas con los tres medios. De cada una, se tomd una asada abundante
de biomasa bacterial y se inocularon por triplicado en 50 mL de caldo selectivo enriquecido
basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934), para detectar el crecimiento
de cepas con mayor capacidad de desarrollo basadas en la asimilacion de P, NH4" y

carbohidratos.

Los matraces fueron se incubaron durante 48 h a 35 °C con agitacion constante (110 rpm).
Aquellos que presentaron turbidez por crecimiento bacterial, se seleccionaron para
posteriormente, purificar las cepas bacterianas utilizando la técnica de estria cruzada en
placas petri con medio selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P
(Redfield 1934). Dicha purificacion se realizd hasta observar un solo tipo de morfologia
colonial en la placa y por medio de tincion gram se realizo la clasificacion morfologica

celular de las colonias de bacterias puras y aisladas.
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6.7.3 Tratamientos evaluados para la purificacion de los cultivos de C. capsulata, T.

suecicay T. chui

6.7.3.1 Antibiogramas

Se realizaron pruebas de inhibicion de crecimiento de acuerdo con los métodos de
dilucion para determinar la sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias que crecen en
condiciones aerobicas (CLSI 2009). Utilizando la técnica de sensidiscos (Dimayuga et al.
1998), se probaron 6 antibidticos diferentes: Ampicilina 10 ug (AMP), Tetraciclina 30 g
(TE) (Merck), Trimetroprim/Sulfametoxazol 1.25/23.75 pg (SXT), Cloranfenicol 30 g
(CLOR), Gentamicina 10 pg (GM) y Ciprofloxacina 5 pg (CIP) (Sigma).

Los morfotipos bacterianos obtenidos del aislamiento de cepas de bacterias de los cultivos
de C. capsulata, T. suecica y T. chui, se inocularon por triplicado en placas petri con medio
Mueller-Hinton Normal utilizando la técnica de extension de superficie masiva. Los
sensidiscos embebidos con cada uno de los antibidticos antes mencionados, se colocaron en
las placas inoculadas las cuales, se incubaron durante 24 h a 35 °C para posteriormente,
observar si habia crecimiento bacteriano o efecto inhibitorio por la accion de los

antibioticos.

6.7.3.2 Evaluacion de gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina y su mezcla para

eliminar la flora bacteriana presente en los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T.

chui

Con base en los resultados obtenidos de los antibiogramas, se seleccionaron 3
antibioticos que resultaron positivos en la inhibicion del crecimiento de las cepas de
bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui. Se evaluaron 2
concentraciones (200 y 250 pg mL™) de gentamicina (GM), cloranfenicol (CLOR) (Sigma-
Aldrich), tetraciclina (TE) (Merck) y una mezcla de los anteriores utilizando
concentraciones de 32 pg mL* GM, 500 pg mL* CLOR y 12 pg mL™* TE,

respectivamente.
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En cada uno de los casos se parti6 de soluciones stock (10 mg mL™) que fueron
esterilizadas por filtracion (Fall Acrodis ® Syringe filter w / 0.2 pm Supor ® Membrane

Sterile) y mantenidas bajo refrigeracion en frascos ambar.

Para esta evaluacion se utilizaron por triplicado, cultivos de C. capsulata, T. suecica y T.
chui en medio mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther, 1962; Guillard, 1975) con una
densidad celular inicial de 1.5 x 10° cel mL™, a los que se les aplicaron cada uno de los
antibidticos y la mezcla respectivamente. Se cont6 también con cultivos sin antibiéticos que

se fungieron como control.

Los matraces fueron incubados durante 4 d a 25 + 2 °C con agitacion constante (110 rpm) e
intensidad luminosa de 54.6 umol foton m2 st con fotoperiodo 12 hyy; / 12 hoscurigad- Al
quinto dia se agregaron los antibioticos y después de 4 h y 8 h de haberlos aplicado, se
tomaron por triplicado 100 pL de cada tratamiento y de cada cepa de microalga; los cuales,
fueron inoculados por extension de superficie en placas petri con medio mineral estéril F/2
(Guillard y Ryther, 1962; Guillard, 1975). Las placas se incubaron durante 24 - 48 h a 35
°C ya25 £ 2 °C para observar si la variacion en la temperatura afectaba el crecimiento de

las cepas de bacterias.

6.7.3.3 Evaluacién de gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina,

vancomicina, neomicina y su mezcla para eliminar la flora bacteriana presente en los

cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

Para esta evaluacion se modifico la metodologia propuesta por Azma et al. (2010)
ya que se utilizd acetato de sodio como fuente de carbono en vez de glucosa; lo anterior con
objeto de incrementar la biomasa de microalgas (Arredondo y Voltolina, 2007). Se partio
de soluciones stock (10 mg mL™) de cada uno de los antibiéticos a evaluar: gentamicina
(GM), cloranfenicol (CLOR), kanamicina (KM), neomicina (NM), vancomicina (VM)
(Sigma), tetraciclina (TE) (Merck), ademas de una solucion stock con la mezcla de NM +

VM (10 mg mL™ + 5 mg mL™). Todas las soluciones se esterilizaron por filtracién (Fall
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Acrodis ® Syringe filter w / 0.2 um Supor ©® Membrane Sterile) y se mantuvieron bajo

refrigeracion en frascos ambar.

Como in6culos se utilizaron cultivos con alta densidad celular de C. capsulata, T. suecica y
T. chui en medio mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975), de los cuales
se tomaron 7.5 mL que se centrifugaron en condiciones particulares para cada una de las
microalgas con el fin de recuperar el boton celular (C. capsulata: 20 min, 2100 rpm, 4 °C;
T. suecica y T. chui: 17 min, 1100 rpm, 4 °C). El boto6n se resuspendi6 en 7.5 mL de medio
mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) + acetato de sodio 0.04 %
(w/v); se agregaron 150 pL de las soluciones stock de cada antibiotico, respectivamente y
los 42 tubos se incubaron durante 10 d a 25 + 2 °C con agitacion orbital constante (100
rpm). La mitad de ellos se mantuvieron con luz directa (intensidad luminosa de 54.6 pmol
foton m? s con fotoperiodo 12 hyy, / 12 hoseuridad) Y €l resto de los tubos solo recibieron luz

ambiental. Cada prueba se realiz6 por duplicado.

Durante 5 d, cada 8 h los tubos con las células de las tres microalgas evaluadas se
centrifugaban en las condiciones antes mencionadas, se eliminaba el sobrenadante y se
agregaban de nuevo 7.5 mL de medio mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard
1975) + acetato de sodio 0.04 % (w/v), ademas de 150 L de las soluciones stock de cada
antibidtico, respectivamente. Lo anterior se continu6 durante 5 d mas pero las

centrifugaciones y cambio de medio se hicieron cada 12 h.

Con el fin de observar si habia efecto inhibitorio de los antibioticos sobre el crecimiento de
la flora bacteriana presente en los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui, se
realizaron dos plaqueos. EI primero se hizo después de 5 d de tratamiento y el segundo, al
final del experimento (10 d). En cada uno de ellos se tomaron 100 pL de muestra
(sobrenadante antes de hacer el cambio de medio con antibiético) que se inocularon por
triplicado utilizando la técnica de extension de superficie en placas petri con medio mineral
estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) + acetato de sodio 0.04 % (w/v). Las
placas se incubaron durante 48 h a 35 °C y se observo si habia crecimiento bacteriano.
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6.7.4 Aislamiento de las cepas de bacterias persistentes de los cultivos de C. capsulata,
T. suecica y T. chui después del tratamiento con diferentes antibioticos y

centrifugacion

Se tomaron muestras de las cepas bacterianas que aparecieron en el plaqueo final
(10 d) después del tratamiento de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui con
GM, CLOR, KM, NM, VM, TE vy la mezcla de NM + VM mas centrifugacion. El
aislamiento se llevo a cabo utilizando la técnica de estria cruzada en placas petri con medio
marino 2216 (Zobel 1941), dicha purificacion se realizd hasta observar en la placa un solo
tipo de morfologia colonial y por medio de tincion gram se realizd la clasificacion

morfologica celular de los morfotipos coloniales de bacterias puras y aisladas.

6.7.5 Identificacion molecular por secuenciacién del 16S rDNA de la flora bacteriana

de acompafiamiento de los cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

Se realizd la extraccion del DNA utilizando el Fast DNA® SPIN Kit for soil (MP
Biomedicals) a los diferentes morfotipos de bacterias aislados de los cultivos de C.
capsulata, T. suecica y T. chui y a los aislamientos obtenidos de los cultivos de C.
capsulata, T. suecica y T. chui después de su tratamiento con GM, CLOR, KM, NM, VM,

TE y la mezcla de NM + VM mas centrifugacion.

ElI DNA fue purificado con el kit Gene-clean (MP Biomedicals) de acuerdo al
procedimiento descrito por el fabricante. La concentracion y pureza del DNA fue calculada
con un nanofotdmetro (Implen), mientras que su calidad se verificd mediante electroforesis

en geles de agarosa al 1%.

Para la identificacion de las bacterias se amplifico un fragmento correspondiente a la region
V3/V4 del 16 sRNA, utilizando para ello los oligos 120F (actggcggacgggtgagtaa) y 518R
(cotattaccgeggcetgetgg). La amplificacion se llevd a cabo en volimenes de 25 pL
conteniendo 100 ng de DNA, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 uM de cada oligo, 0.2 mM de cada
dNTP y 1 U de Taq polimerasa en 20 mM de Tris/HCI (pH 9.0).
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Las reacciones se llevaron a cabo utilizando un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 10 min; treinta ciclos desnaturalizando a 95 °C por 1 min, alineando a 55 °C por 1 min

y extendiendo a 72 °C por 1 min 30 seg y un ciclo a 72 °C por 10 min como paso final.

Los productos obtenidos en la reaccion de PCR se purificaron empleando el kit QUIAquick
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener la secuencia de
nucleétidos de los fragmentos amplificados, los productos se enviaron a la compafiia
GENEWIZ, Inc. (New Jersey, USA). Una vez obtenidas las secuencias, se analizaron
comparéndolas con las existentes en la base de datos de la NCBI (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD USA), utilizando la plataforma BLASTN,
aplicando la matriz BLOSUMG62. Como criterio para validar las identidades, se utilizo el

estadistico e <= 0.000001 y un porcentaje de identidad superior al 97%.

6.7.6 Conservacion de las cepas de bacterias heterotréficas seleccionadas e

identificadas a nivel molecular

De cada una de las diferentes cepas de bacterias que resultaron de la prueba de
inhibicion de crecimiento utilizando diferentes antobidticos mas centrifugacion
provenientes de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui, se tom0 una asada
abundante de biomasa bacterial que se inocul6 en tubos con 5 mL de caldo marino 2216

(Zobel 1941), los tubos se incubaron durante 24 h a 35 °C con agitacion constante (110

rpm).

Posteriormente en tubos de criopreservacion, se mezclaron 400 puL de cada uno de los
cultivos bacterianos con 400 pL de Glicerol 30 % estéril por triplicado y se guardaron en

un ultracongelador a -80 °C para asegurar su criopreservacion.
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6.7.7 Evaluacion de la actividad extracelular amilasa y solubilizacion de fosfatos de la
flora bacteriana presente en los cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

6.7.7.1 Actividad Amilolitica

Con el fin de observar si las cepas de bacterias aisladas de los cultivos de C.
capsulata, T. suecica y T. chui poseen actividad amilolitica, se prepararon placas petri
conteniendo un medio mineral enriquecido con almidén basado en lo propuesto por
Redfield (1934) modificado como se muestra a continuacion: 0.5 g KNOgz, 1 g Ko;HPOy, 0.2
g MgSQO,-7H,0, 0.1 g CaCl,, 0.002 g FeCls, 10 g NaCl, 10 g Almidén comercial, 1 g
Glucosa, 0.025 g Extracto de levadura, 15 g Agar, el pH se ajust6 a 7.5 con NaOH 1M

después de autoclave.

Las placas se inocularon con una pequefia estria cerrada de cada cepa bacteriana por
triplicado y se incubaron durante 24 h a 35 °C. Las placas que mostraron crecimiento
bacteriano se revelaron con una solucion de Lugol al 20 % para observar la presencia de

halos de solubilizacion de almidén.

6.7.7.2 Solubilizacion de Fosfatos

Esta prueba se realiz6 con el fin de observar si las cepas de bacterias aisladas de los
cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui eran capaces de solubilizar fosfatos, por lo
que se utilizd6 el medio propuesto por Nautiyal (1999) (5 g MgCl,-6H,0, 0.25 ¢
MgSQ,-7H,0, 0.2 g KCI, 5 g NaCl, 0.1 g (NH,).SO4, 5 g Hidroxiapatita, 20 g Glucosa,
0.025 g Extracto de levadura, 15 g Agar).

Las placas con dicho medio se inocularon por triplicado con una pequefia estria cerrada de
cada cepa bacteriana y se incubaron durante 24 h a 35 °C; se observo la presencia de halos

de solubilizacion.
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6.7.8 Pruebas de antagonismo entre los componentes de la flora bacteriana presente
en los cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

Esta evaluacion se realizd para saber si alguna de las cepas identificadas
pertenecientes a la flora bacteriana de las microalgas presentaba efecto inhibitorio en el
crecimiento de cualquiera de ellas mismas. Como indculos se utilizaron cultivos de las
cepas de bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui crecidas (48
h, 35 °C, 110 rpm) en caldo marino 2216 (Zobel 1941), lavados con solucion salina estéril
2 % (w/v) y ajustados a D.O. 1.0 (A= 540 nm).

A la par, se inocularon por triplicado placas con medio marino 2216 (Zobel 1941) con las
cepas de bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui utilizando el
método de estria cerrada para obtener cultivos densos (Placas A). Dichas placas se
incubaron durante 48 h a 35 °C; de cada placa se tomaron muestras con un sacabocados (5
mm diametro, acero inoxidable) esterilizado por flama en mechero para su uso posterior en

la prueba.

Aunado a lo anterior, se inocularon con las cepas de bacterias aisladas de los cultivos de C.
capsulata, T. suecica y T. chui por triplicado, placas con medio marino 2216 (Zobel 1941)
utilizando el método de estria cerrada para obtener cultivos densos (Placas B). Se
incubaron durante 24 h a 35 °C y de ellas se tom6 biomasa bacteriana que se resuspendio
en 1 mL de solucion salina estéril 2% (w/v) para obtener suspensiones utilizadas en la

prueba.

Por ultimo, utilizando el método de estria cerrada, se inocularon con las suspensiones de las
cepas de bacterias provenientes de las Placas B, triplicados de placas con medio marino
2216 (Zobel 1941) (Placas C). En estas placas, también se colocaron los bocados obtenidos
de las Placas A para permitir el contacto célula a célula de las cepas de bacterias. Las
Placas C se incubaron durante 24 h a 4 °C para favorecer la difusion de los exudados
celulares. Posteriormente se sacaron del refrigerador, se incubaron durante 24 ha 35 °C y

se registrd la presencia de halos de inhibicion de crecimiento bacteriano. Como controles,
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se utilizaron placas con medio marino 2216 (Zobel 1941) a las que sélo se les pusieron los
bocados de las diferentes cepas bacterianas

6.7.9 Evaluacién del crecimiento de la flora bacteriana presente en los cultivos de C.
capsulata, T. suecica y T. chui en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975)

modificado con diferentes fuentes de nitrégeno y carbono

Con esta prueba se buscé la combinacion de diferentes fuentes tanto de carbono
como de nitrégeno que permitieran el crecimiento de las cepas de bacterias aisladas de los
cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui en el medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975).

Como fuentes de nitrégeno se utilizaron: NaNOs, NaNO,, NH;NO3 (Sigma) y la mezcla de
las tres anteriores conservando la concentracion de nitrdgeno original del medio mineral
estéril F/2 propuesta por Guillard y Ryther (1962) y Guillard (1975). Las fuentes de
carbono utilizadas, acetato de sodio (Merck) y glucosa (Sigma) se afiadieron al medio al 1
% (W/v).

Como indculos se utilizaron cultivos ajustados a D.O. 1.0 (A= 540 nm) de las cepas de
bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui crecidas (48 h, 35 °C,
110 rpm) en caldo marino 2216 (Zobel 1941). En tubos con 5 mL de los diferentes medios
evaluados, se inocularon 100 pL de los cultivos mencionados por triplicado; los tubos se
incubaron inclinados hasta observar crecimiento bacteriano (turbidez) durante 96 h a 25 + 2

°C, con agitacion orbital (120 rpm).

Al final del periodo de incubacion se tomaron muestras de 1 mL de cada tratamiento y se
registro la absorbancia (A= 540 nm) utilizando un espectrofotometro HACH DR2700.



48

6.7.10 Evaluacion del crecimiento de C. capsulata, T. suecica y T. chui en medio F/2
(Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) + NO, con y sin acetato de sodio 1 %

Esta evaluacion se realizd con la finalidad de observar el crecimiento de las tres cepas de
microalga C. capsulata, T. suecica y T. chui en el medio mineral estéril F/2 (Guillard y
Ryther 1962; Guillard 1975) utilizando NaNO, como fuente de nitrégeno y agregando 0 no

al mismo, acetato de sodio 1 % (w/v) como fuente de carbono orgénico.

Se utilizaron cultivos de 300 mL de C. capsulata, T. suecica y T. chui, por triplicado. En el
caso de C. capsulata los cultivos tuvieron una densidad celular inicial de 1.0 x 10%cel mL™;
para T. suecica y T. chui la densidad celular inicial fue de 2.0 x 10° cel mL™. Los matraces
se incubaron durante 9 d a 25 £ 2 °C, con agitacion orbital (110 rpm) e intensidad luminosa

de 54.6 pmol foton m?2stcon fotoperiodo 12 hyy; / 12 hoscuridad-

Se realizaron recuentos celulares diarios siguiendo la metodologia propuesta por
Arredondo y Voltolina (2007) utilizando un hematocitometro de 0.1 mm de profundidad
con reglilla de Neubauer. La tasa de crecimiento se calculé durante la fase exponencial de

los cultivos utilizando la siguiente férmula (Guillard 1973):

1) k = logy (N1/No)/ (t1/to)

Donde k es la tasa de crecimiento por dia, t, el tiempo al inicio de la fase exponencial
(dias), N, el nimero de células de microalga al comienzo de la fase exponencial (cel mL™)

y N; el nimero de células de microalga al final (t,).
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6.7.11 Evaluacion del crecimiento de C. capsulata en medio F/2 (Guillard y Ryther
1962; Guillard 1975) + NO, con diferentes porcentajes de acetato de sodio

Al observar que la presencia y concentracion de acetato de sodio en el medio tenia
efecto sobre el crecimiento de las microalgas, se decidié probar un gradiente de
concentraciones de dicha fuente de carbono para obtener la concentracion, que beneficiara
el incremento de la biomasa microalgal y no el de las bacterias presentes en los cultivos
puesto que, después de tratar a C. capsulata, T. suecica y T. chui con los diferentes
antibidticos permanecieron tres morfologias bacterianas diferentes en los cultivos de las

tres microalgas.

Para esta evaluacion, solo se utilizé a C. capsulata ya que en los ensayos previos, fue en los
cultivos de la misma, donde el efecto negativo de la fuente de carbono sobre su crecimiento

fue mas evidente.

Para esta prueba se utiliz el medio mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard
1975) utilizando NaNO, como fuente de nitrégeno y siete diferentes porcentajes de acetato
de sodio (0.0, 0.05, 0.1, 0.2, 04, 08 y 1 % w/v) que se agregaron al medio

respectivamente.

Se utilizaron cultivos de 300 mL de C. capsulata, por triplicado con una densidad celular
inicial de 1.1 x 10° cel mL™. Los matraces se incubaron durante 7 d a 25 + 2 °C, con
agitacion orbital (110 rpm) e intensidad luminosa de 54.6 pmol fotén m? st con

fOtOpe”OdO 12 h|uz / 12 hoscuridad.

Se realizaron recuentos celulares diarios siguiendo la metodologia propuesta por Arredondo
y Voltolina (2007). La tasa de crecimiento se calculé durante la fase exponencial de los

cultivos utilizando la ecuacion (1) antes descrita.
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6.7.12 Evaluacion del crecimiento de C. capsulata en presencia de su flora bacteriana

Esta prueba se realizo con el fin de evaluar el efecto del componente bacterioldgico
aislado e identificado de los cultivos de C. capsulata (CC) sobre su crecimiento y sobre la
asimilacién de NH,", NO,, NOs" y PO, en el medio de cultivo. Se utilizd el medio
mineral estéril F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) con NaNO, como fuente de
nitrégeno asi como el mismo medio pero enriquecido con acetato de sodio 0.04 % (w/v).

Los tratamientos evaluados se describen en la Tabla Ill; dichos tratamientos, son las
diferentes combinaciones de C. capsulata con las 5 cepas de bacterias (AM, ML, MA, BM
y MS) aisladas de su cultivo, asi como los tiempos de inoculacion de las mismas (To, T4).

Tabla I11.- Tratamientos utilizados para la evaluacion del crecimiento de C. capsulata en
presencia de su flora bacteriana.

Tratamiento Combinacién
0) CC
1) CCHAM+ML+MA]14
2) CC+BMyy
(3) CC+MS4
(4) CC+[BM+MS+AM+ML+MA] 4
(5) CC+[BM+MS+AM+ML+MA]o
(6) CC+[BM+MS+AM+ML+MA]+o + acetato

de sodio 0.04 % (w/v)

CC: Chlorella capsulata; BM: Bacillus megaterium; MS: Marinobacter salsuginis; MA: Marinobacter
alkaliphilus; AM: Alteromonas macleodii; ML: Muricauda lutimaris. TO y T4: Tiempo de inoculacion de las
diferentes bacterias a los cultivos de C. capsulata.
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En el caso de la flora bacteriana, se utilizaron como indculos, cultivos de las cepas de
bacterias aisladas (AM, ML, MA, BM y MS) de los cultivos de C. capsulata crecidas (48 h,
35 °C, 110 rpm) en caldo marino 2216 (Zobel 1941), las cuales, se lavaron con solucién
salina estéril 2 % (w/v) y se ajustaron a D.O. 1.0 (A= 540 nm). Con respecto a C. capsulata
se utilizaron cultivos de 150 mL, por triplicado con una densidad celular inicial de 1.0 x
10° cel mL™,

Los matraces se incubaron durante 12 d a 25 £ 2 °C, con agitacion orbital (110 rpm) e
intensidad luminosa de 54.6 pmol fotén m? s™* con fotoperiodo 12 hyy, / 12 hescurigas. A 10s
tratamientos del (1) al (4) después de 4 d de incubacién, se les agregé 150 pL de las
suspensiones de bacterias segun fuese el tratamiento. Este volumen representa el 1 % del
volumen final del cultivo, el cual se dividid entre el nimero de cepas de bacterias presentes
en los tratamientos en cuestion, siendo el mismo volumen agregado para cada cepa

bacteriana.

En el caso del tratamiento (5) las bacterias fueron agregadas desde el comienzo de
experimento, al igual que al tratamiento (6) solo que para éste, el medio fue enriquecido
con acetato de sodio. El tratamiento (0) no fue inoculado con cepas bacterianas ni

enriquecido con acetato pues fungié como control.

Diariamente hasta el final de la evaluacion (12 d) se realizaron recuentos celulares de C.
capsulata siguiendo la metodologia propuesta por Arredondo y Voltolina (2007), la tasa de
crecimiento se calculd durante la fase exponencial de los cultivos utilizando la ecuacion (1)

antes descrita.

Adicionalmente, se tomaron muestras de cada tratamiento (50 mL) al inicio, al cuarto dia
(cuando se agregaron las bacterias) y al final del experimento para cuantificar en un
autoanalizador equipado con automuestreo (Lachat Quick Chem-8000) la variacion de la
concentracion de NH4", NOs", NO, (Valderrama 1981) y PO, (Strickland y Parsons 1972;
Greenberg et al. 2005) en el medio.
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Por ultimo para confirmar la presencia de bacterias agregadas en los cultivos, al final del
experimento, se tom6 1 mL de cada tratamiento y se realizaron diluciones seriadas.
Alicuotas de 100 pL se inocularon por triplicado utilizando la técnica de extension de
superficie en placas petri con medio marino 2216 (Zobel 1941). Las placas se incubaron

durante 48 h a 35 °C y se registr6 el valor de UFC mL™.

6.7.13 Andlisis estadistico

En todos los experimentos, los datos obtenidos se sometieron a pruebas de
normalidad y homocedasticidad. Para evaluar la influencia del acetato de sodio sobre la tasa
de crecimiento y densidad celular de C. capsulata, T. suecica y T. chui, a cada serie de
datos se le realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba de agrupamiento de

Tuckey para comparaciones multiples.

Para evaluar la influencia de las diferentes combinaciones de bacterias sobre la tasa de
crecimiento y la densidad celular de C. capsulata, a cada serie de datos se realiz6 un
ANOVA de una via seguido de una prueba de agrupamiento de Tuckey para comparaciones

maltiples.

Por dltimo, se realizd un ANOVA de dos vias para evaluar el efecto tanto de los
tratamientos como del tiempo de inoculacion de las bacterias sobre la concentracion de
NH;", NO;, NOs" y PO, en el medio. Todos los anélisis se realizaron utilizando el
programa STATISTICA™ 8 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) vy las diferencias se

consideraron significativas a P<0.05.

Por ultimo, con el fin de evaluar la ecoeficiencia en el uso del nitrogeno y fdsforo en
sistemas de cultivo experimental de L. vannamei con el uso de la asociacion microalga-
bacteria heterotréfica en sistemas de ficorremediacién, se realizaron las siguientes

actividades:
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6.8 Bioensayo del cultivo experimental de L. vannamei utilizando asociaciones

microalga-consorcio bacteriano para procesos de ficorremediacion

Durante 32 d se llevé a cabo dicho bioensayo con objeto de evaluar la asimilacion de
nutrientes residuales de P y N generados del cultivo de L. vannamei por parte de C.
capsulata, T. suecica y T. chui asi como, tres de las cepas de microalgas mayormente
utilizadas como alimento en acuicultura (Isochrysis galbana, Pavlova lutheri y
Chaetoceros calcitrans) en conjunto con un consorcio microbiano utilizado en la industria
(Acuacultura Mahr S.A. de C.V., Baja California Sur, México).

Para este bioensayo se utilizaron postlarvas de L. vannamei con un peso inicial de 30 mg
que fueron alimentadas cuatro veces por dia con una dieta comercial de 30 % de proteina
(VIMIFOS, S.A. de C.V., México) con la cantidad de alimento correspondiente al 10 % de

la biomasa del acuario.

Se tuvieron tres réplicas por cada tratamiento (Tabla IV) asignadas completamente al azar
en 24 acuarios de 50 L. Cada acuario contenia 15 organismos que se mantuvieron bajo
condiciones de cultivo controladas (temperatura 30 + 0.5 °C, oxigeno disuelto >4mg L™,
salinidad 38 UPS y fotoperiodo 12hy,,/12hoscuridad) 12 cuales, eran verificadas cada tercer
dia.

El peso de los organismos se registrd al comienzo del experimento, a la mitad y al final del

mismo para calcular el peso final, la tasa de crecimiento y el porcentaje de supervivencia.

Diariamente se inoculaba a los acuarios 1 L (1.5 x 10° cel mL™) del cultivo de las
diferentes microalgas (C. capsulata, T. suecica, T. chui, Isochrysis galbana, Pavlova
lutheri y Chaetoceros calcitrans) y cada tercer dia se inoculaban 4 mL del consorcio

microbiano.

Adicionalmente, cada tercer dia se tomaron muestras de 50 mL de cada tratamiento para
cuantificar en un autoanalizador equipado con automuestreo (Lachat Quick Chem-8000) la
variacion de la concentracion de NH4*, NOs", NO,™ (Valderrama 1981) y PO, (Strickland y
Parsons 1972; Greenberg et al. 2005) en el medio.
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Tabla 1V.- Tratamientos evaluados en el experimento del cultivo experimental de L.
vannamei utilizando asociaciones microalga-bacteria heterotrofica para procesos de
ficorremediacion.

Tratamiento

Control (solo alimento)
Consorcio microbiano
CC+CM
TS+ CM
TC +CM
IG+CM
PL+CM
CHC +CM

CC: Chlorella capsulata; TS: Tetraselmis suecica; TC: Tetraselmis chui; IG: Isochrysis galbana; PL: Pavlova
lutheri; CHC: Chaetoceros calcitrans; CM: Consorcio microbiano.

Solo en el caso de los acuarios control (solo alimento) se realizaba recambio de agua (80%
d™), en los acuarios restantes no se utilizé ningtn porcentaje de recambio puesto que se
evalu6 un sistema de aireacién (skimmer y cuadro de tubos de pvc con orificios), que
permitia que las microalgas se elevaran a la superficie y junto con los restos de alimento
formaran biopeliculas que podian ser retiradas facilmente de los sistemas de cultivo o ser

consumidas por los camarones dentro del acuario (Figura 3).
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Skimmer

Figura 3.- Sistema de aireacion que genera el burbujeo para la formacion de biopeliculas
en los sistemas de cultivo de L.vannamei.
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6.8.1 Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a pruebas de normalidad y homocedasticidad;
para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos evaluados sobre la concentracion de P y
N en el agua residual, se realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba de
agrupamiento de Tuckey para comparaciones mdltiples. Para evaluar la influencia de la
combinacion de las diferentes microalgas y el consorcio microbiano sobre el crecimiento y
supervivencia de L. vannamei, a cada serie de datos se le realiz6 un ANOVA de una via
seguido de una prueba de agrupamiento de Tuckey para comparaciones multiples. Todos
los andlisis se realizaron utilizando el programa STATISTICA™ 8 (StatSoft, Inc., Tulsa,

OK, USA) y las diferencias se consideraron significativas a P<0.05.
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7. RESULTADOS

A continuacién se muestran los resultados de las actividades derivadas de la caracterizacion
del agua residual del cultivo de L. vannamei a partir de la cantidad del contenido proteico

de las dietas experimentales:

7.1 Analisis quimico proximal, contenido energético y humedad de las seis dietas

experimentales basadas en fuentes de proteina animal y vegetal

En la Tabla V, se muestran los resultados del analisis quimico proximal, contenido
de energia y humedad de las seis dietas experimentales (DAV y DV) y de la dieta comercial

(DC), utilizadas en los bioensayos de retencion proteica y liberacidn de nutrientes.

Tabla V. Composicion proximal (media + DS), humedad, energia y contenido de nitrgeno
y fosforo de las seis dietas experimentales para L. vannamei basadas en proteina vegetal y
animal.

Composicion

proxi 1rnal DAV @ DAV vy DAV (n DV, DV vy DV (n DC

(9 Kg™ms)

Proteina 244.1+ 2.20 3383+1.2 4143+34 256.9 + 1.7 352.0 +3.2 373.4+32 406.2 £2.5

Lipidos 64.3+£0.2 64.6£1.5 66.4 £ 1.6 64.2+0.9 64.1+2.7 62.9+0.5 479+3.1

Fibra 57+0.6 77+04 8.0+05 10.2+0.9 134+0.8 287+13 226+39

Cenizas 71.1+0.3 91.5+0.9 107.6 £0.00 46.7+0.3 58.9+0.3 67.1+0.1 85.7+0.4

ELN 614.9 498.0 403.8 622.1 511.5 467.9 437.6

Humedad (%) 5.58 + 1.30 494+07 5.40+2.3 6.83+18 6.51+3.1 590+18 9.98+0.6

Energia (Kcal) 468+ 4.75+0.03 477+0.01 477+0.01 4.82+0.03 5.03+0.07 4.65+0.01
0.003

Fosforo (gp kg™ 11.86 + 15.12 +0.26 17.65 +0.07 4.74 +0.06 5.77 +0.27 6.83 +0.15 9.40 +0.28

dietams) 0.01

Nitrégeno @gN 39.05+ 54.12 +0.19 66.28 + 0.54 41.11+£0.27 56.32 +0.51 59.75+0.51 64.99 + 0.40

kg™ dietans) 035

DAV g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal y vegetal, DAV (: dieta con nivel de proteina medio basada
en proteina animal y vegetal; DAV (4): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina animal y vegetal; DV g,: dieta con nivel
de proteina bajo basada en proteina vegetal, DV ,: dieta con nivel de proteina medio basada en proteina vegetal; DV ). dieta
con nivel de proteina alto basada en proteina vegetal; ms: materia seca.
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7.2 Evaluacién de la concentracion de las diferentes formas de P y N residuales

En ambos bioensayos de liberacion de nutrientes, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) en los valores de PT, PID y PP. En los tres casos, la concentracion
aumento de acuerdo con el nivel de proteina sin importar la fuente proteica utilizada en las
dietas (Tabla VI). La variacion en la fuente de proteina utilizada, el nivel proteico o el
tamafio de los camarones no tuvo efecto sobre la concentracion de POD ya que, no se
observaron diferencias significativas (P>0.05). Tanto en BLN; como en BLN, se observo
que la mayor parte del fosforo se encontraba como PP y los valores mas altos se detectaron
en las muestras de agua donde los organismos fueron alimentados con la dieta DAV (n)
(BLN1: 0.604 + 0.04 mg L™ BLN,: 0.623 + 0.12mg L™).

Tabla VI.- Concentracion (mg L™; media + DS) de las diferentes formas de fésforo
(organico, inorganico y particulado) en el agua residual del cultivo de L. vannamei
alimentado con seis dietas experimentales y una dieta comercial.

bC DAV () DAV DAV (a DV DV m DV (a

BLN;

PT 0.421+0.15" 0.307+0.14* 0362+0.18" 0.736+0.06° 0.153+0.02° 0.173+0.03® 0.203+0.03"
PID 0.020 £0.01® 0.025+0.01* 0.038+0.01° 0.042+001° 0011+0.00° 0.011+0.00° 0.023+0.01®
POD 0.057+0.01°  0.098+0.07*°  0.131+0.07* 0.089+0.03* 0.071+0.02®° 0.079+0.03*  0.095+ 0.03*
PP 0.343+0.16° 0.183+0.15" 0.193+0.20™  0.604+0.04° 0.069+0.01* 0.081+0.02* 0.084 +0.01%
BLN;

TP 0.481+0.13*  0505+0.09° 0779+0.05° 0.967+0.15° 0.325+0.05° 0.446+0.06° 0.495+0.12°
DIP 0.003+0.01*  0.035+0.02® 0.010+0.01° 0.134+0.10° 0.016+0.02° 0.009+0.01*  0.002 + 0.00°
DOP 0.160+0.05*  0.153+0.01* 0.203+0.02® 0.208+0.05® 0.176+0.03* 0.217+0.04* 0.265+0.03"
PP 0.316+0.12°  0.315+0.06*° 0565+0.07° 0.623+0.12° 0.132+0.05° 0.219+0.08  0.224 +0.10°

PT: Fosforo total; PID: Fosforo inorganico disuelto; POD: Fésforo orgéanico disuelto; PP: Fésforo particulado;
DAV ). dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal y vegetal;, DAV (: dieta con nivel de proteina
medio basada en proteina animal y vegetal; DAV ). dieta con nivel de proteina alto basada en proteina animal y
vegetal; DV g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina vegetal;, DV ). dieta con nivel de proteina
medio basada en proteina vegetal, DV (a): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina vegetal, BLN:
Bioensayo de liberacion de nutrientes. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P <

0.05).
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Con respecto a la liberacion de nitrégeno, se observaron diferencias significativas (P<0.05)
en los valores de NT y NID en ambos bioensayos en todos los tratamientos (Tabla VII). La
mayoria del nitrogeno residual se encontré como NH," y los valores mas altos se detectaron
en las muestras de agua, donde los organismos fueron alimentados con dietas de alto
contenido proteico sin importar la fuente de proteina utilizada: DAV () (BLN1:1.498 + 0.06
mg L™, BLN,: 2.575 + 0.66 mg L™) y DV(a) (BLN;:1.530 + 0.16 mg L™; BLN,: 3.032 +
0.43 mg L™). No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de NO, y

NOj entre los tratamientos en ninguno de los experimentos (Tabla VI1I).

Tabla VII.- Concentracion (mg L™; media + DS) de las diferentes formas de nitrégeno
(organico, inorganico y particulado) en el agua residual del cultivo de L. vannamei alimentado
con seis dietas experimentales y una dieta comercial.

BLN;

NT 1.816 £ 0.27° 1.606 + 0.44° 2.803+037"% 2831+ (.03 1.805+0.78° 2.334+0.67% 2,624 +0.58%

NID 0.830 + 0.15%® 0.410 +0.31% 1.310 £ 0.21% 1.570 + 0.06™ 0.782+ 029"  1.140+0.26® 1587 +0.17™
NOD 0.526 +0.13° 0.714 + 0.20° 0.914 + 0.46° 1.071 + 0.45° 0.744 +0.52° 0.766 + 0.43° 0.432 +0.35°
NP 0.460 + 0.24° 0.482 + 0.29° 0.579 + 0.53° 0.318 +0.22? 0.379 + 0.20° 0.428 +0.18° 0.212 +0.42°
Urea 0.002 + 0.00° 0.002 + 0.00° 0.002 + 0.00° 0.003 +0.00° 0.001 + 0.00° 0.002 + 0.00° 0.002 + 0.00°

BLN;

NT 3.803+0.31%" 2398 +0.68™  3.897 +0.23%f 4919+0.80"  3.379+0.94**®  4.135+0.13° 5.770 + 0.59°
NID 1.898+0.33%  0.928+0.27®  1.581+0.11™ 2.616 +0.66% 1.487 +0.64™  1.982 +0.23% 3.072 +0.43°
NOD 0.568 + 0.15° 0.837 +0.58° 0.969 + 0.07° 1.002 + 0.26° 0.737 +0.25° 0.915 +0.37% 1.190 + 0.52°
NP 1.336 + 0.28° 1.004 +0.31° 1.347 +0.12¢ 1.301 + 0.43° 1.154 +0.11° 1.238 + 0.22* 1.508 + 0.60°
Urea 0.003 + 0.00° 0.003 + 0.00° 0.004 + 0.00° 0.004 + 0.00° 0.003 + 0.00° 0.004 + 0.00° 0.004 + 0.00

NT: Nitrogeno total; NID: Nitrégeno inorganico disuelto; NOD: Nitrégeno organico disuelto; NP: Nitrégeno
particulado; DAV g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal y vegetal; DAV y: dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina animal y vegetal; DAV 4): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina
animal y vegetal; DVg: dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina vegetal, DV y): dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina vegetal; DV ). dieta con nivel de proteina alto basada en proteina vegetal, BLN:
Bioensayo de liberacién de nutrientes. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Tabla VIII.- Concentracién (mg L™; media + DS) de los componentes (NH;*, NOs"y NO5)
del nitrégeno inorganico disuelto en el agua residual del cultivo de L. vannamei alimentado
con seis dietas experimentales y una dieta comercial.

DC DAV @ DAV ) DAV (a) DV(g DV DV (a

BLN;

NH," 0.774+0.16*° 0.328+0.26° 1.247+0.21*  1.498+0.06° 0.758+0.30°  1.069+0.28®  1.530+0.16"
NO; 0.053+0.01° 0.039+0.03* 0.058+0.02° 0.066+0.01° 0.023+0.02°  0.055+0.04*°  0.054 +0.02°
NO, 0.003+0.00° 0.050+0.09° 0.005+0.00° 0.006+0.00°  0.001+0.00°  0.015+0.02®  0.003 + 0.00°
BLN,

NH," 1.847£0.34™ 0.890+0.21° 1538+0.12®° 2575+0.66“ 1455+0.65° 1.935+0.24"  3.032+0.43°
NO; 0.041+0.01*° 0.030+0.01* 0.032+0.01° 0.032+0.02° 0.026+0.01° 0.038+0.02®° 0.031+0.01°
NO, 0.009 +0.00°  0.008+0.00° 0.011+0.00° 0.008+0.00°  0.006+0.00°  0.009 +0.00°  0.009 + 0.00°

NH,*: Amonio; NOs: Nitratos; NO,: Nitritos; DAV g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal
y vegetal; DAV y): dieta con nivel de proteina medio basada en proteina animal y vegetal; DAV (4): dieta con
nivel de proteina alto basada en proteina animal y vegetal; DV g): dieta con nivel de proteina bajo basada en
proteina vegetal; DV y): dieta con nivel de proteina medio basada en proteina vegetal; DV ): dieta con nivel de
proteina alto basada en proteina vegetal; BLN: Bioensayo de liberacion de nutrientes. Letras diferentes en la
misma fila indican diferencias significativas (P < 0.05).

7.3 Retencion de Py N

Los valores de la retencién de P, en los tres niveles de proteina evaluados y con el
uso de las dietas DV (DVg): 18.59 %, DVwy: 17.17 % y DV(a): 15.29 %) fueron
significativamente (P<0.05) més altos que los valores obtenidos al utilizar las dietas DAV
(DAVg): 7.92 %, DAV (v): 7.75 % y DAV (a): 5.31 %). La retencion de N vari¢ en forma
significativa (P<0.05) en los tres niveles de proteina evaluados. Ambas tanto la retencién de
P como la de N, disminuyeron conforme aumenté el nivel proteico en la dieta sin importar

la fuente de proteina utilizada (Tabla IX).
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Tabla IX.- Contenido yretencién de fdésforo y nitrogeno (media £ DS) por parte de L.
vannamei alimentado con seis dietas experimentales y una dieta comercial.

DC DAYV DAV () DAV (4 DV, DV ) DV ()
Contenido de P en
la biomasa de L. 1.95+0.07° 1.88+0.13" 234+018" 187+0.10® 176+0.0° 2.01+0.06®  1.93+0.2®
vannamei
(g P kg camarén™)
Contenido de N en
la biomasa de L. 28.50+0.00° 2551+0.00° 26.00+0.00° 24.70+0.00° 25.49+0.00° 29.26+0.00" 27.23+0.00°
vannamei
(g N kg camarén™)
Retencion de P
(%) 10.39° 7.92% 7.75%® 5.31% 18.59¢ 17.17% 15.29°
Retencion de N 21.93° 32.66° 24.02¢ 18.63° 31.00' 25.98° 22.79°

(%)

DAV, dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal y vegetal; DAV ). dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina animal y vegetal; DAV ): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina
animal y vegetal; DV (g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina vegetal, DV : dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina vegetal, DV 4): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina vegetal;
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0.05).

7.4 Efecto de la fuente de proteina utilizada en las dietas experimentales sobre los

parametros de produccion de L.vannamei

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la supervivencia de L.
vannamei entre los diferentes tratamientos. Por el contrario, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) en la tasa de crecimiento (DAV(ay: 0.68 + 0.12 g semana™, DV(ay:
0.70 + 0.08 g semana™) y en el peso final (DAV(a): 9.49 + 1.35 g, DV(a): 9.62 + 0.82 Q)
entre los tratamientos. Lo anterior se relacion6 con el incremento del nivel de proteina en

las dietas para ambas fuentes de proteina (Tabla X).
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Tabla X.- Pardmetros de produccion (media £ DS) de L. vannamei alimentado con seis dietas
experimentales y una dieta comercial.

DC DAV @ DAV DAV (4 DV @) DV DV

Tasa de

crecimient}l) 0.66 + 0.14" 0.41+0.02° 0.48 £ 0.04° 0.68 +0.12" 0.58 +£0.14° 0.64 +0.07* 0.70 £ 0.08"
(g semana™)

Peso final (g) 9.39 +1.57° 6.51+0.26% 7.23+048" 9.49 +1.35° 8.43+1.57° 9.12+0.77° 9.62 +£0.89°

Supervivencia 83.3+0.0° 70.8 +15.9% 66.6 + 13.6° 75.0 £ 9.6 83.3+19.2* 79.1+15.9* 87.5+8.3*
(%)

DAV, dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina animal y vegetal; DAV ). dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina animal y vegetal; DAV ): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina
animal y vegetal; DV (g): dieta con nivel de proteina bajo basada en proteina vegetal, DV ): dieta con nivel de
proteina medio basada en proteina vegetal, DV 4): dieta con nivel de proteina alto basada en proteina vegetal;
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0.05).

A continuacion se muestran los resultados de las actividades derivadas de la seleccion de la
asociacion microalga-bacteria heterotréfica que de acuerdo con la caracterizacion de las
aguas residuales y sus capacidades de remocion de nutrientes, fuera la mas apropiada para

procesos de ficorremediacion:

7.5 Bacterias heterotrdéficas con potencial para procesos de ficorremediacion

7.5.1 Cepas de bacterias heterotroficas nativas de: sistemas de cultivo de L.
vannamei, sistemas heterotréficos de cultivo de camaron y cultivos de C. capsulata T.

suecica 'y T. chui con aireacion sin filtracion

De los tres sistemas de muestreo elegidos, se aislaron en total 92 diferentes
morfotipos coloniales de bacterias. De los cuales, 26 crecieron en el medio 2216 (Zobel
1941), 31 en AN + NaCl 2 % y 35 en TSA + NaCl 2 % (Figura 4). Al evaluar el

crecimiento de dichas cepas bacterianas en el medio selectivo enriquecido basado en la
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relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934), solo 30 de los diferentes morfotipos

bacterianos crecieron en ese medio.

Figura 4.- Cepa de bacteria aislada de Sistemas de cultivo L. vannamei (Organic Shrimp, S.A. de
C.V., Melitén Albafiez, B.C.S., México) que presentd crecimiento tanto en el medio AN + NaCl 2
%, como en el medio selectivo basado en la relacién Redfield.

7.5.2 Actividad amilolitica y solubilizacion de fosfatos

Al evaluar la capacidad amilolitica de los 30 diferentes morfotipos bacterianos que
crecieron en el medio selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P
(Redfield 1934), se observaron halos de asimilacion en 18 de los morfotipos bacterianos
(Figura 5) y 12 de los morfotipos no presentaron crecimiento en el medio utilizado para
esta prueba. Cabe mencionar que los resultados no variaron con el incremento en el tiempo
de incubacién (Tablas X1y XII). En cuanto a la solubilizacién de PO, solo se observaron

halos de digestion en 3 de los morfotipos bacterianos (Figura 6).
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Tabla XI.- Evaluacion de la capacidad amilolitica (24 h) de los diferentes morfotipos
bacterianos que presentaron crecimiento en el medio selectivo enriquecido basado en la
relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934).

Colonia Origen Crecimientoalas24h  Actividad extracelular  Diadmetro del halo (cm)
amilasa (halo)

A + + 1.8
C + + 15
D + + 19
F + + 1.6
G 1 + + 1.6
H + + 1.3
K — — —
L — — -
M ¥ + 1.4
N - - -
R + + 1.7
C R —— R
d + + 1.9
e + + 15
f + + 1.7
¢ 2
i + + 1.7
j — — —
m R — Jp—
n R J— —
A — - -
p R J— [——
q R J— —
3 . + 1.7
4 + + 1.6
5 + + 1.6
6 — — -
7 3 + + 15
8 + + 1.7
13 + + 1.6

1. Sistemas de cultivo L. vannamei (Organic Shrimp, S.A. de C.V., Melitén Albafiez, B.C.S., México); 2:
Sistemas heterotréficos de cultivo de L. vannamei (Laboratorio de Nutricién Acuicola, CIBNOR); 3: Cultivos de
C. capsulata, T. suecica y T. chui con aireacidn sin filtracion.
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Tabla XIll.- Evaluacion de la capacidad amilolitica (48 h) de los diferentes morfotipos
bacterianos que presentaron crecimiento en el medio selectivo enriquecido basado en la
relacion Redfield 106C:16N:1P (Redfield 1934).

Colonia Origen Crecimientoalas24h  Actividad extracelular  Diadmetro del halo (cm)
amilasa (halo)

A + + 1.8
C + + 15
D + + 19
F + + 1.6
G 1 + + 1.6
H + + 1.3
K — — —
L — — -
M ¥ + 1.4
N - - -
R + + 1.7
C R —— R
d + + 1.9
e + + 15
f + + 1.7
¢ 2
i + + 1.7
j — — —
m R — Jp—
n R J— —
A — - -
p R J— [——
q R J— —
3 . + 1.7
4 + + 1.6
5 + + 1.6
6 — — -
7 3 + + 15
8 + + 1.7
13 + + 1.6

1. Sistemas de cultivo L. vannamei (Organic Shrimp, S.A. de C.V., Melitén Albafiez, B.C.S., México); 2:
Sistemas heterotréficos de cultivo de L. vannamei (Laboratorio de Nutricién Acuicola, CIBNOR); 3: Cultivos de
C. capsulata, T. suecica y T. chui con aireacidn sin filtracion.
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Positivo

j

Negativo,/ :

Figura 5.- Cepas de bacterias aisladas de: (A) sistemas de cultivo L. vannamei (Organic Shrimp,
S.A. de C.V., Melitén Albafiez, B.C.S., México) y (B) sistemas heterotroficos de cultivo de L.
vannamei (Laboratorio de Nutricién Acuicola, CIBNOR) que resultaron positivas a la evaluacion de

la capacidad amilolitica.

Figura 6.- Cepas de bacterias aisladas de cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui con
aireacion sin filtracion que resultaron positivas a la evaluacion de la solubilizacion de fosfatos.



67

7.5.3 Inhibicion del crecimiento bacteriano por accién de extractos

microalgales

Al evaluar los extractos obtenidos de los cultivos de las microalgas C. capsulata, T.
suecica y T. chui sobre el crecimiento de los 30 diferentes morfotipos bacterianos que
crecieron en el medio selectivo enriquecido basado en la relacion Redfield 106C:16N:1P
(Redfield 1934), se observo que el crecimiento de 10 cepas de bacterias fue inhibido por los
extractos de las tres microalgas, que el crecimiento de 4 cepas de bacterias fue inhibido por
al menos un extracto microalgal, que 5 de las cepas de bacterias resultaron resistentes al
cloranfenicol y que solo 11 cepas de bacterias crecieron sin importar la presencia de los
extractos de ninguna de las tres microalgas (Figura 7). Las cepas que resultaron inhibidas
por los extractos microalgales, asi como aquellas que resultaron resistentes al cloranfenicol

se descartaron.

Figura 7.- Cepas de bacterias aisladas de: (A) sistemas de cultivo L. vannamei (Organic Shrimp,
S.A. de C.V., Melitén Albafiez, B.C.S., México) y (B) cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui
con aireacion sin filtracion que no fueron inhibidas por extractos microalgales.
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7.5.4 ldentificacion molecular por secuenciaciéon del 16S rDNA de las bacterias
heterotroficas seleccionadas

La identificacion molecular se realizd a las 11 cepas de bacterias que no fueron
inhibidas por los extractos de las microalgas C. capsulata, T. suecica y T. chui y que
ademas presentaron capacidad para solubilizar fosfatos y actividad amilolitica. Al realizar
las comparaciones de las secuencias de nucleotidos con las de la base de datos de la NCBI,
los aislamientos mostraron fuerte similitud con 5 especies de bacterias diferentes:
Rheinheimera aquimaris, Kocuria rosea, Pseudomonas mendocina, Micrococcus luteus y

Enterococcus faecium (Tabla XIII).

Tabla XIl1I.- Identificacion molecular de los morfotipos de bacterias no inhibidas por los
extractos de las microalgas C. capsulata, T. suecica y T. chui.

Aislamiento  Morfologia Gram Cddigo de Nombre bacteria e %
acceso identidad

C Bacilos - JQ905090.1 Rheinheimera aquimaris 0 98

D Cocos + HQ696417.1 Kocuria rosea 0 99

G Bacilos - CP002620.1  Pseudomonas mendocina 0 97

H Bacilos - CP002620.1 Pseudomonas mendocina 0 99

D Bacilos - JX102498.1 Pseudomonas mendocina 0 99

7 Cocos + HQ322375.1 Kocuria rosea 0 99

8 Cocos + FR749855.1 Micrococcus luteus 0 100

13 Bacilos - JF905443.1 Pseudomonas mendocina 0 99

Sol PO,3-a Cocos + CP003583.1 Enterococcus faecium 0 99
Sol PO,*-b Cocos +  CP003583.1 Enterococcus faecium 0 99
Sol PO,3c Cocos + JQ800335.1 Enterococcus faecium 0 99
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7.6 Microalgas candidatas para procesos de ficorremediacion
7.6.1 Flora bacteriana perteneciente a los cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

7.6.1.1 Aislamiento, purificacidn e identificacion molecular por secuenciacion
del 16S rDNA

Siete morfotipos coloniales diferentes de bacterias fueron aislados de los cultivos de
C. capsulata, T. suecica y T. chui. De los cuales 6 cepas se caracterizaron celularmente
como bacilos gram negativos y solo 1 de los morfotipos fue bacilos gram positivos. Al
realizar las comparaciones de las secuencias de nucleotidos con las de la base de datos de la
NCBI, los aislamientos mostraron fuerte similitud con tres especies de bacterias diferentes:
Bacillus megaterium (BM), Marinobacter salsuginis (MS) y Marinobacter alkaliphilus
(MA) (Tabla XIV).

Al realizar los antibiogramas, los diametros mas grandes de los halos de inhibicion sobre el
crecimiento de las cepas de bacterias se obtuvieron con el uso de CLOR, GM y TE, los
cuales al ser evaluados in vivo en los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui
utilizando 200 y 250 pug mL™ no inhibieron el crecimiento de las células bacterianas
presentes en dichos cultivos. Cabe mencionar que al utilizar la mezcla de los tres
antibidticos, la disminucion en la densidad celular bacteriana fue mayor mas no lo

suficiente como para eliminar por completo las bacterias presentes.

Como resultado de la evaluacion de la combinacion de antibidticos y centrifugacion de los
cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui se observo inhibicion en el crecimiento de
cepas bacterianas después de 5 d de tratamiento. Lo anterior para T. suecica en los
tratamientos con y sin luz directa donde se aplicaron CLOR, GM y KM y para T. chui en
los tratamientos con y sin luz directa donde se aplicaron GM, KM y NM. La mezcla de NM
+ VM inhibid el crecimiento de células bacterianas en los cultivos de las tres microalgas en
los tratamientos con y sin luz directa. Después de 10 d se observo nuevamente la presencia
de las células de bacterias en casi todos los tratamientos con excepcién de los cultivos de C.

capsulata, T. suecica y T. chui tratados con la mezcla de NM + VM con y sin luz directa.



70

Cabe mencionar que al recuperar las células de las tres microalgas e inocularlas en medio
mineral estéril F/2 + acetato de sodio 0.04 % después de 4 d de incubacién los cultivos se

tornaron turbios, lo que indicaba nuevamente presencia de bacterias.

El incremento en la biomasa de las tres microalgas al utilizar el acetato de sodio, fue
evidente solo en los cultivos tratados con KM, VM, NM y la mezcla de NM + VM que
recibieron luz directa, en especial aquellos con C. capsulata. En el caso de T. chui, hubo
pérdida de biomasa al eliminar el sobrenadante después de la centrifugacion ya que estas

microalgas poseen vacuolas de gas que permiten que se eleven a la superficie del medio.

Al final del experimento (10 d) se observaron en el microscopio, frotis en fresco de las
células de T. suecica y T. chui que recibieron luz directa; dichas células, presentaban mayor
movimiento en comparacion con las células de los cultivos que no recibieron luz. Las
células de C. capsulata a lo largo de toda la evaluacién se observaron con su morfologia

normal.

De los dos plaqueos realizados posterior al tratamiento con antibi6ticos, se obtuvieron 42
aislados con morfologia colonial diferente. Al realizar la tincion gram se observé que todos
presentaban morfologia celular en forma de bacilo y tincion gram negativa. Los cuales, al
realizar la identificacion molecular y comparar las secuencias de nucleétidos con las de la
base de datos de la NCBI, se observo fuerte similitud con las especies de bacterias:
Marinobacter alkaliphilus (MA), Alteromonas macleodii (AM) y Muricauda lutimaris
(ML) (Tabla XI1V). Es importante mencionar que dicho resultado se observo de forma
persistente a lo largo de los diferentes aislados procedentes de los cultivos tanto de C.

capsulata, como de T. suecica y T. chui.
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Tabla XIV.- Diferentes morfotipos de bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui.

Aislamiento  Morfologia Gram Cédigo de Nombre bacteria e %
acceso identidad

CC1, Bacilos - JQ799108.1 Marinobacter salsuginis 0 99
CC16, Bacilos - JQ286002.1  Marinobacter alkaliphilus 0 99
CC16y4 Bacilos - CP003873.1 Alteromonas macleodii 0 99
CCl164g Bacilos - GQ505255.1 Muricauda lutimaris 0 99
TS1 Bacilos - JQ799108.1 Marinobacter salsuginis 0 99
TS2 Bacilos + JQ835985.1 Bacillus megaterium 0 99
TS155 Bacilos - GQ505255.1 Muricauda lutimaris 0 99
TS15, Bacilos - CP003873.1 Alteromonas macleodii 0 99
TS16,; Bacilos - JN202613.1  Marinobacter alkaliphilus 0 99
TC3, Bacilos - JN202614.1 Marinobacter salsuginis 0 99
TC15; Bacilos - JN202613.1  Marinobacter alkaliphilus 0 99
TC15, Bacilos - CP003873.1 Alteromonas macleodii 0 99
TC15, Bacilos - GQ505255.1 Muricauda lutimaris 0 99

CC: Chlorella capsulata; TS: Tetraselmis suecica; TC: Tetraselmis chui.

7.6.1.2 Capacidad amilolitica, capacidad para solubilizar fosfatos (PO,°) vy

pruebas de inhibicion

Al evaluar la capacidad amilolitica de las cepas de bacterias B. megaterium, M.

salsuginis,

M. alkaliphilus, A. macleodii y M. lutimaris, solo M. salsuginis y M.

alkaliphilus resultaron positivas a dicha prueba (Figura 8). Con respecto a la prueba para

solubilizar fosfatos, solo se observaron halos de solubilizacién en las placas inoculadas con

B. megaterium. Al realizar las pruebas de inhibicién de crecimiento entre las 5 cepas de

bacterias aisladas de los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui no se observo

inhibicidn de crecimiento por ninguna y tampoco entre ninguna de las 5 cepas de bacterias

evaluadas (Figura 9).
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Figura 8.- Cepas de bacterias Marinobacter salsuginis (1) y Marinobacter alkaliphilus (2) que
resultaron positivas en la evaluacién de la capacidad amilolitica.

Placas C

Placas Control

Figura 9.- Placas control con medio marino 2216 (Zobel 1941) sin inoculacién de cepas
bacterianas y placas inoculadas con suspensiones bacterianas y bocados con cultivos de
bacterias utilizadas para las pruebas de inhibicion de crecimiento.
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7.6.1.3 Crecimiento en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) con

diferentes fuentes de nitrégeno y carbono

Cambiar la fuente de nitrégeno y no enriquecer la composicion del medio mineral
estéril F/2 con alguna fuente de carbono, no tuvo impacto en el desarrollo bacteriano,
puesto que ninguna de las cepas evaluadas (B. megaterium, M. salsuginis, M. alkaliphilus,
A. macleodii y M. lutimaris) crecieron en dichos medios. Solo se observo crecimiento de B.
megaterium al utilizar glucosa como fuente de carbono y nitritos, amonio y la mezcla
NaNO;z; + NaNO, + NH4NO3; como fuente de nitrogeno; las cinco cepas restantes no
crecieron en dichas combinaciones. De forma contraria, cuando el medio mineral estéril F/2
se enriquecié con acetato de sodio la fuente de nitrégeno si tuvo impacto sobre el
crecimiento de las bacterias, siendo F/2 + NO, + acetato de sodio la combinacién que
resulté en mejores densidades celulares de las cinco cepas de bacterias evaluadas (B.
megaterium: 0.92 + 0.01; M. alkaliphilus: 1.16 + 0.05; M. salsuginis: 1.12 + 0.06; A.
macleodii: 0.82 = 0.08; M. lutimaris: 0.40 + 0.01).

7.6.2 Cultivos de C. capsulata, T. suecicay T. chui

7.6.2.1 Crecimiento en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) +

NO, con y sin acetato de sodio 1 %

Agregar acetato de sodio como fuente de carbono a los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui, afecta el desempefio de las microalgas. Se observaron diferencias
significativas (P<0.05) al comparar el crecimiento de C. capsulata puesto que, el cultivo
sin acetato alcanzé una concentracién celular cuatro veces mayor (16.9 x 10° cel mL™) que
el cultivo enriquecido con acetato (4.8 x 10° cel mL™). De igual forma se observaron
diferencias significativas (P<0.05) en el crecimiento de T. chui ya que se obtuvo una mayor
densidad celular en los cultivos sin acetato (1.4 x 10° cel mL™) que en aquellos

enriquecidos con dicha fuente de carbono (1.0 x 10° cel mL™).
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Por el contrario, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en el crecimiento de
T. suecica en los medios antes mencionados. Utilizar nitritos (NO,") en el medio mineral
estéril F/2 como fuente de nitrogeno favorece el crecimiento de C. capsulata, T. suecica y
T. chui (Figuras 10, 11y 12).

2.0e+7 A
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4.0e+6 A
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0.0 T T T T T T T T T T
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Figura 10.- Curvas de crecimiento de Chlorella capsulata en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) + NO, con y sin acetato 1 %.
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Figura 11.- Curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) + NO, con y sin acetato 1 %.
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Figura 12.- Curvas de crecimiento de Tetraselmis chui en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) + NO, " con vy sin acetato 1 %.
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7.6.2.2 Crecimiento de C. capsulata en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) enriquecido con diferentes concentraciones de acetato de sodio

Se probaron 7 concentraciones diferentes de acetato de sodio y se observaron
diferencias significativas (P<0.05) en las tasas de crecimiento de C. capsulata a lo largo de
los tratamientos evaluados, ya que la densidad celular de la microalga disminuyé conforme
aumento el porcentaje de acetato de sodio en el medio (Figura 13). Lo anterior fue evidente
al enriquecer el medio con 0.4, 0.8 y 1.0 % de acetato de sodio pues fue en dichos
tratamientos, donde se observaron los valores méas bajos tanto en la densidad celular como

en la tasa de crecimiento (Tabla XV).
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Figura 13.- Curvas de crecimiento de Chlorella capsulata en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) + NO, enriquecido con diferentes porcentajes de acetato de sodio.
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Tabla XV.- Tasa de crecimiento y concentracion celular (media £ DS) del cultivo de
Chlorella capsulata en el medio F/2 (Guillard y Ryther 1962; Guillard 1975) + NO,
enriquecido con acetato de sodio.

Porcentajes de acetato de K Densidad celular*
sodio (@ (células mL™)
(%) (wiv)

0 0.54 + 0.08° 12.1 x 10%¢
0.05 0.42 +0.01° 11.1 x 108
0.1 0.17 + 0.05%® 6.2 x 1082
0.2 0.28 + 0.06" 5.6 x 10%%
0.4 0.07 + 0.04% 3.4 x 10%°
0.8 0.06 + 0.03% 2.8 x 10°%
1.0 0.05 + 0.05° 2.7 x 10%2

*Concentracion celular maxima alcanzada después de 7 d de tratamiento. Letras diferentes en la columna
indican diferencias significativas (P < 0.05).

7.6.2.3 Evaluacion del crecimiento y asimilacion de nutrientes de C. capsulata

en presencia de su flora bacteriana

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la densidad celular de C.
capsulata en los tratamientos 0 al 5 durante los primeros 4 d de cultivo (Figura 14), lo
anterior antes de inocular las diferentes combinaciones de bacterias (8.5x 10°, 7.5 x 10°,
8.1x 10°, 7.0 x 10°, 7.0 x 10°, 7.0 x 10° cel mL™). Por el contrario, en el tratamiento 6 si se
observo un efecto de la combinacion de B. megaterium, M. salsuginis, M. alkaliphilus, A.
macleodii y M. lutimaris y acetato de sodio sobre el crecimiento de C. capsulata (5.7x 10°
cel mL™). De igual forma, una vez inoculadas las bacterias en los cultivos de C. capsulata,

no se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos 0, 1, 2, y 3.
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En el caso particular de los tratamientos 4 y 5, inocular la combinacién de las 5 cepas de
bacterias en los cultivos de C. capsulata, ya fuese después de 4 d de incubacion
(Tratamiento 4) o al comienzo del experimento (Tratamiento 5) no generd diferencias
significativas (P>0.05) en la tasa de crecimiento ni en la densidad celular final de C.
capsulata (Tabla XV1). Se observé un efecto positivo sobre el crecimiento de C. capsulata
al enriquecer los cultivos con la combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis

(24.9 x 10° cel mL™) y al adicionar al cultivo B. megaterium (22.3 x 10° cel mL™).
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Figura 14.- Curvas de crecimiento de Chlorella capsulata en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;
Guillard 1975) + NO, en presencia de su flora bacteriana. CC: Chlorella capsulata; BM: Bacillus
megaterium; MS: Marinobacter salsuginis; MA: Marinobacter alkaliphilus; AM: Alteromonas
macleodii; ML: Muricauda lutimaris; TO y T4: Tiempo de inoculacién de las diferentes bacterias a
los cultivos de C. capsulata.
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Tabla XVI.- Tasa de crecimiento y concentraciéon celular (media + DS) del cultivo de
Chlorella capsulata en presencia de su flora bacteriana en medio F/2 (Guillard y Ryther 1962;

Guillard 1975) + NO,'.

K * H sk -1
Tratamiento (d'l) Densidad UFC mL
celular
(células mL™)

0 CC 0.31+0.04° 20.3 x 10% 3.8x 10’
1 CC+[AM+ML+MA]+, 0.34 +0.02° 24.9 x 10°° 3.4 x 10’
2 CC+BM, 0.31 + 0.04° 22.3 x 10°% 5.4 x 10’
3 CC+MSq, 0.35 + 0.07° 20.7 x 102 7.1x 10",
4 CC+[BM+MS+AM+ML+MA]r4 0.25 + 0.06° 19.1 x 10°%2 3.3x 10’
5 CC+[BM+MS+AM+ML+MA]ro 0.26 + 0.01° 13.3 x 10°° 2.5x 10’
6 CC+[BM+MS+AM+ML+MA]ro

+ 0.09 +0.01° 5.7 x 10°° 45 x 107

acetato de sodio 0.04 % (w/v)

CC: Chlorella capsulata; BM: Bacillus megaterium; MS: Marinobacter salsuginis; MA: Marinobacter
alkaliphilus; AM: Alteromonas macleodii; ML: Muricauda lutimaris. *Concentracion celular maxima alcanzada
después de 12 d de tratamiento. ** Conteo bacteriano realizado después de 12 d de tratamiento. Letras diferentes

en la columna indican diferencias significativas (P < 0.05).

Al realizar el andlisis de la concentracion de NO, antes de poner las bacterias, no se

observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos 0, 1, 2 y 3, ni entre el

tratamiento 4 y 5, independientemente que éste Gltimo tuvo inoculadas las cinco bacterias

desde el comienzo del experimento. Se observaron diferencias significativas en la

asimilacion de NO; (P<0.05) al combinar las cinco cepas de bacterias y el acetato de sodio

en los cultivos de C. capsulata. Después de 12 d de cultivo, los valores més altos en la

concentracion de NO,™ se observaron en los tratamientos 5y 6 (176.83 + 71.99; 282.67 +

19.14 uM NO). Se observo también cierta reduccién en la concentracién de dicho

nutriente utilizando la combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis (63.03 +
47.14 uM NOy) y en el caso donde solo se inoculdé M. salsuginis (81.5 + 8.79 uM NOy)).
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La menor concentracion de NO,™ se obtuvo con el uso de B. megaterium (15.04 + 14.32 uM
NO;). No se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos evaluados

en la concentracion del NH,* en el medio.

En cuanto a la asimilacién de NO3™ se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre
los tratamientos antes y después de inocular las bacterias (Tabla XVII). La mayor
asimilacién de NO3 se obtuvo utilizando B. megaterium (1.21 £ 0.78 uM NO3), seguida de
la combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis (1.78 + 2.03 uM NO3).

Se observaron diferencias significativas (P<0.05) en la concentraciéon de fosforo ya que la
cantidad de dicho nutriente suministrada al medio, fue rapidamente consumida por C.

capsulata.
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Tabla XV11.- Concentracion (p; media + DS) de NH,*, NO,, NO3 y PO, en los cultivos de Chlorella capsulata adicionados con las

cepas de bacterias aisladas.

NH," NO; PO,*
4d 12d 4d 12d 4d 12d 4d 12d
Tratamiento

0 CC 0.89 + 0.06% 141+0.23" | 560.67+4081° | 11425+92.19" | 68.00+69.3° | 580+131° | 042+0.35" | 0.23+0.06®
1 CC+[AM+ML+MA]r, 0.91+0.03* 151+0.12° | 588.00 +28.35° 63.03 + 47.14% 24.00 +5.29° 178+203° | 013+0.07° | 0.42+0.08"
2 CC+BMyy 1.00 £0.11° 141+0.05 | 577.33+15.01° 15.04 +14.32° 4400+2.00*° | 121+078° | 0.13+0.08" | 0.28+0.05"
3 CC+MSq, 1.17 £0.40° 158+0.27° | 564.00 +53.74° 81.50 +8.79% 37.00 +4.24° 1.87+155" | 0.24+0.06" | 041+022®
4 CC+[BM+MS+AM+ML+MA]q, 1.04 £0.09° 158+0.13" | 602.00 + 20.00° 127.5+82.31% 48.67 + 4.62° 6.00+350° | 0.15+0.05° | 0.40+0.18®
5 CC+[BM+MS+AM+ML+MA] 1.37£0.20° 145+0.19° | 622.00 +17.09° 176.83 + 71.99" 50.00 £6.93° | 4.20+4.20° | 0.18+0.07" | 0.46+0.16"

+ +MS+ +ML+
i CCHBMMS+AM+ML+MA]rg 1.90 +0.36° 187+0.32° | 490.67 +30.29° 282.67 +£19.14° 2267+231° | 4.00+300° | 0.09+002° | 056+0.06°
acetato de sodio 0.04 % (w/v)

CC: Chlorella capsulata; BM: Bacillus megaterium; MS: Marinobacter salsuginis; MA: Marinobacter alkaliphilus; AM: Alteromonas macleodii; ML.:
Muricauda lutimaris. Para los tratamientos 1 al 5 las concentraciones iniciales de NH,", NO,’, NO3" y PO, en el medio fueron de: 4.61, 770, 188 y 32.3 UM; en el
caso del tratamiento 6 las concentraciones iniciales de NH,", NO,, NO5 'y PO, en el medio fueron de: 5.95, 900, 112 y 4.83 uM. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Por ultimo, se muestran los resultados de las actividades derivadas de la evaluacién de la
asimilacion de residuales de N y P en sistemas de cultivo experimental de L. vannamei con

el uso de la asociacion microalga-bacteria heterotrofica en sistemas de ficorremediacion:

7.7 Cultivo experimental de L. vannamei utilizando asociaciones microalga-consorcio

bacteriano para procesos de ficorremediacion

7.7.1 Efecto de las diferentes combinaciones microalga-consorcio microbiologico sobre

los parametros de produccion de L.vannamei

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos sobre la
tasa de crecimiento y el peso final de L.vannamei. Los tratamientos con mejores tasas de
crecimiento y peso final fueron: T. chui + consorcio microbiano (CM) (0.230 £ 0.05 g
semana™; 0.722 + 0.15 g), C. calcitrans + CM (0.178 + 0.16 g semana™; 0.568 + 0.47 g) y
C. capsulata + CM (0.177 + 0.08 g semana’’; 0.566 + 0.24 g) (Figuras 15 y 16). Al evaluar
el efecto de los diferentes tratamientos sobre la supervivencia de L.vannamei, no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos, C. capsulata + CM
fue el tratamiento donde se obtuvo el valor mas alto de supervivencia (95.56 + 7.70 %)
(Figura 17).
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Figuras 15y 16.- Tasa de crecimiento (g semana ™) y ganancia en peso (g) de L. vannamei durante
32 d en cultivos experimentales enriquecidos con la combinacion de diferentes microalgas y un
consorcio microbiano.
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Figura 17.- Supervivencia de L. vannamei después de 32 d en cultivos experimentales enriquecidos
con la combinacién de diferentes microalgas y un consorcio microbiano.

7.7.2 Evaluacion de la concentracion de N y P residuales

Al realizar el analisis de la concentracion de NO,", no se observaron diferencias

significativas (P>0.05) entre los tratamientos. La concentracion de dicho residual se

incrementd en forma considerable a lo largo de los 32 d experimentales; la concentracion

mas alta de NO; se obtuvo en las muestras de agua donde se aplic6 la combinacion C.
capsulata + CM (440.00 £ 154.16 uM NO;) y la méas baja donde solo se aplico CM

(215.00 = 50.48 UM NOy). De igual forma, no se observaron diferencias significativas

(P>0.05) entre los tratamientos al evaluar la concentracion de NH,", teniendo como valor

mas bajo después de 32 d, 1.40 + 0.98 uM NH," al utilizar la combinacién T. chui + CM.
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No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la concentracién de NOjs. Al
analizar la concentracion de PO4, se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre
los tratamientos y utilizando solamente el consorcio microbiano se obtuvo el valor mas
bajo: 20.20 + 17.96 pM PO,>. En los acuarios donde se utilizaron las microalgas C.
capsulata, T. chui, I. galbana y C. calcitrans en conjunto con el consorcio microbiano se
observé un incremento en la concentracion de PO, al termino del bioensayo (Tabla
XVIII).



86

Tabla XVIII.- Concentracién (u; media + DS) de NH;*, NO,, NOs y PO, en los cultivos experimentales de L. vannamei

adicionados con diferentes combinaciones de microalga méas consorcio microbiano.

NH,* NO, NO; PO,®

Tratamiento To T To T To T To Txo
Control (solo alimento) 3.03 +0.99 1764034 | 1867+14.99 220+150° | 670927244 | 443+533° | 3665+479 | 1152+846°
Consorcio microbiano 8.08 + 8.98 1.78 £1.49° 052+ 0.07 215.00 +50.48° | 726.01+176.44 | 153.67+119.98° | 40.84+6.14 | 20.20+17.96%
CC+CM 407 £1.60 1.81+0.61° 202+160 | 440.00+154.16° | 564.21+486.63 | 85.00+50.03° | 30.73+24.74 | 36.92+7.07%
TS +CM 5.22+258 2.15+072° 31.78+50.43 | 249.00+ 11126 | 770.61+188.73 | 123.67+50.65° | 46.45+4.14 | 29.08%6.75
TC+CM 4.68+0.41 140+098° | 11.60+18.80 | 32533+84.03° | 227.73+357.44 | 60.67+60.08° | 14.79+1825 | 31.25+4.07%
IG + CM 5.64 + 3.44 1.90 + 1.62° 1.37£1.20 28167+ 14.77% | 443.96+432.68 | 73.67+81.590° | 21.86+15.84 | 36.08+3.04%
PL+CM 4.75+2.02 1112+1522° | 365+4.81 293.67+7651° | 766.33+108.68 | 138.00+85.44° | 41.65+455 | 2550+1.94%
CHC +CM 4.95+3.37 1.96 +0.03° 2304145 | 322.33+114.84° | 513.47+442.03 | 8233+3550° | 32.27+23.81 | 39.24+7.35%

CC: Chlorella capsulata; TS: Tetraselmis suecica; TC: Tetraselmis chui; IG: Isochrysis galbana; PL: Pavlova lutheri; CHC: Chaetoceros calcitrans; CM:
Consorcio microbiano (Acuacultura Mahr S.A. de C.V., B.C.S., México). Ty, T3: Concentracion correspondiente al inicio y final del bioensayo. Letras diferentes en
la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05).
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8. DISCUSION
8.1 Diferentes formas residuales de P y retencién de P en la biomasa de L.vannamei

Actualmente el P que proviene del agua residual del cultivo de L. vannamei, es
considerado como una de las fuentes de contaminacion mas importante para los cuerpos de
agua adyacentes a las granjas productoras de camaron (Xiao-Yi y Yu-Feng 2010). Sugiura
et al. (2006) reportaron que el exceso de P en las dietas comerciales asi como su bajo nivel
de asimilacion por parte de los organismos, pueden ser algunas de las principales razones
de dicha contaminacion debido a que, aproximadamente el 84 % del P que entra al sistema,
queda atrapado en sedimentos de los estanques, en compuestos organicos y en productos de

degradacion asociados con la biomasa de organismos marinos (Ruiz-Fernandez 2005).

La inclusion de harina de pescado en alimentos balanceados para camarén es uno de los
factores que afecta en forma considerable el contenido del PP en el agua residual puesto
que contiene niveles relativamente altos de P (16.7 - 42.1 mg g™) debido a la cantidad
contenida en los huesos. En contraste, el contenido de P en la pasta de soya es
relativamente bajo y aproximadamente dos terceras partes del mismo esta presente como
fitatos (Yoo et al. 2005). En ambos bioensayos de liberacion de nutrientes (BLN; y BLN)
la concentracion del PP aumentd con el nivel de proteina y fue mayor que el POD en el
caso de las dietas que contenian harina de pescado (DAV) en los tres niveles proteicos
evaluados (Tabla VI). Lo anterior, pudo ser causado por el hecho que la mayor parte del P
en las dietas DAV se encontrara como hidroxiapatita y fosfato tricalcico o como fitatos en
el caso de las dietas DV y dichos compuestos no son facilmente asimilados por organismos

acuaticos (Yoo et al. 2005).

Cuando la harina de pescado fue sustituida por la pasta de soya, la concentracion de PP y
POD fue muy similar en ambos bioensayos de liberacion de nutrientes; mientras que al
alimentar a los organismos con las dietas DAV se observaron concentraciones de POD mas
elevadas que con el uso de las dietas DV. El fésforo inorganico en el agua puede estar
contenido en las particulas de sedimento suspendidas o como fosfato soluble (Boyd 1995),

en este trabajo de investigacion los valores del PID aumentaron con respecto al nivel de
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proteina sin importar la fuente proteica utilizada en las dietas. Aunado a lo anterior, se
observé que dicha forma residual conforma una pequefia fraccion del PT, en comparacion
con el PP y el POD. Los valores mas altos de POD se encontraron con el uso de la dieta
DV (a) (BLN;=0.23 £ 0.27 mg L™, BLN,= 0.27 + 0.03 mg L™ POD).

En ambos bioensayos de liberacion, la concentracion de PT aumento con respecto al nivel
de proteina sin importar la fuente proteica utilizada y se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre los tres niveles de proteina evaluados. Dicho incremento se
debio al incremento del fosforo organico ya fuese en su forma disuelta o particulada, siendo
esta ultima, la forma mayoritaria encontrada en el agua residual. Yu-Hong et al. (2011)
concluyeron que la sustitucion de harina de pescado por pasta de soya impacta en forma
positiva la calidad del agua ya que disminuye la cantidad de residuales de fésforo. EI PT
fue significativamente mayor (P<0.05) en todos los niveles de proteina al utilizar harina de
pescado en comparacion con las dietas donde dicho insumo fue sustituido por la pasta de

soya (de 2 a 3 veces aproximadamente).

El fésforo ademas de ser un nutriente esencial para el crecimiento de los animales acuaticos
(Hua y Bureau 2006) es también una fuente importante de contaminacion. Por esta razén,
es necesario el desarrollo de alimentos balanceados que sean amigables con el ambiente y
qgue no repercutan en forma negativa sobre el crecimiento y supervivencia de los
organismos acudticos. En cultivos intensivos de camaron solo el 13 % del P contenido en el
alimento es incorporado al organismo (Xia et al. 2004). Shimoda et al. (2005) reportaron
que entre el 11 y 15 % de P fue recuperado en la biomasa de L. vannamei; de igual forma
Thakur y Lin (2003) reportaron un rango similar (10.5 - 12.8 %) para Penaeus monodon.
Lo anterior concuerda con lo reportado en este trabajo solo para el caso de los organismos
alimentados con la dieta comercial (DC), ya que se obtuvo un porcentaje de retencion de P
del 10.39 %. Sin embargo para el resto de los tratamientos la retencion de P evaluada en la
biomasa de L. vannamei se encuentra fuera de dichos rangos (5.31 - 18.59 %). La retencion
de P en los organismos disminuy6 conforme aument6 el nivel de proteina sin importar la

fuente de proteina utilizada y fue significativamente mayor (P<0.05) en los tres niveles al
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utilizar proteina de origen vegetal que en las dietas que incluian harina de pescado (2 a 3

veces aproximadamente).

8.2 Diferentes formas residuales de N y retencion de N en la biomasa de L.vannamei

La generacion de residuales de N y P en condiciones post-alimenticias controladas,
comprende al menos seis complejos de residuales integrados por formas de N y P organicas
e inorganicas, particuladas y solubles. Dichas formas pueden variar en forma significativa
con los niveles de proteina en las dietas y con el tamafio de los organismos (Calderon-
Flores 2007). Montoya et al. 2002 evaluaron la produccion de las diferentes formas de N
empleando dietas con tres niveles de proteina (15, 25 y 35 %) y concluyeron que la
concentracion del NID aumenta con el nivel de proteina contenido en las dietas. Lo anterior
concuerda con lo observado en este trabajo, ya que los valores méas altos de la
concentracion del NID se observaron con el uso de las dietas DAV a) Y DV (a). El nitrégeno
inorganico es una fraccion importante del nitrégeno presente en los estanques de
produccion de las granjas camaroneras y esta conformado en su mayoria, por NH4" seguido
por NO3” y NO;” (Montoya et al. 2002), lo cual coincide con los resultados aqui obtenidos

ya que la mayoria del NID se encontré en forma de NH4" (N catabélico).

Gran parte del NH," excretado se origina del catabolismo de aminoéacidos y existe una
cantidad adicional producida por reacciones que involucran a las bases puricas Yy
pirimidicas (Claybrook 1983). Sin embargo el NH," derivado de la via uricolitica se
considera como una pequefia contribucion del total excretado en comparacion con la
produccién predominante originada por la degradacién de los aminoacidos (Weihrauch et
al. 2004). En sistemas de acuicultura intensiva existen tres vias para la conversion del
NH,": (a) asimilacion y remocion fotoautotréfica por medio de algas y/o microalgas, (b)
conversion de NH4" en NO, y NOs™ por medio de bacterias que oxidan al NH," y bacterias
nitrificantes, y, (c) conversion del NH," en biomasa bacteriana por medio de bacterias
heterotréficas (James et al. 2006). Una asimilacion eficiente de NH," requiere una relacion
N:P por debajo de 16 (Redfield 1934); el valor de la relacion NT:PT obtenido en este



90

estudio fue cercano a 16, sin embargo, el valor de la relacion NH,":PID fue mucho mayor
que 16 lo que implica un reto en el desarrollo de alimentos balanceados orientados hacia el
reciclamiento de NH," residual. Para un reciclaje eficiente del NH," residual es necesaria la
conversion del PP (que es la forma mayoritaria) en PID, ya que ésta es la forma requerida

para la asimilacion de dicha fuente nitrogenada.

Pérez-Veldzquez et al. (2008) evaluaron la variacion en la concentracion del NOD
utilizando dietas experimentales con 25, 30, 35y 40 % de proteina y concluyeron que con
el uso de alimentos con altos niveles de proteina la concentracion del NOD fue
significativamente (P<0.05) mayor que en el resto de los tratamientos. En el presente
estudio, se observo una tendencia al aumento en la concentracion del NOD en muestras de
agua donde L. vannamei fue alimentado con las dietas DAV. El nitrégeno organico
disuelto, constituye al grupo mayoritario de compuestos nitrogenados en aguas residuales
del cultivo de L. vannamei (Jackson et al. 2003); ademas, representa una fraccion del
alimento parcialmente digerido que permanece en el agua en forma de aminas, amidas,
amino&cidos libres y péptidos de menos de 50 aminoacidos (Burford y Williams 2001). El
conocimiento acerca de esta fraccion nitrogenada es limitado debido a las considerables
dificultades metodoldgicas asociadas a su analisis (Bronk et al. 2000). Aunque la
concentracion de urea aument6 con el nivel de proteina tanto en las dietas DAV como en
las dietas DV, estos cambios no fueron significativos (P>0.05) como para concluir que las
altas concentraciones del NOD se deben a la presencia de la urea en el agua residual

generada de la alimentacion de L. vannamei con las diferentes dietas experimentales.

Al analizar la fraccion particulada de nitrogeno (NP), se observé que dicho residual fue
significativamente (P<0.05) menor con el uso de las dietas DV que al utilizar las dietas con
harina de pescado. El nitrégeno organico disuelto es el producto principal de la
descomposicion del NP por parte de los microorganismos (Dirk et al. 2007); por lo tanto,
utilizar dietas que generen bajas concentraciones de residuales particulados, asi como una
buena cantidad de nutrientes residuales disueltos resulta en efluentes apropiados para
procesos de ficorremediacion y con esto elevar tanto la calidad del agua de cultivo como la
recuperacion de nutrientes residuales. Yu-Hong et al. (2011) concluyeron que reemplazar la
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harina de pescado por pasta de soya incrementa la excrecion de N. De igual forma, en los
bioensayos de liberacion de nutrientes, la concentracion del NT incrementd con respecto al
nivel de proteina sin importar la fuente proteica utilizada en las dietas experimentales, asi
como también, se observé un aumento en el valor de las relaciones NH;":PID y NT:PT

cuando la harina de pescado fue sustituida por la pasta de soya.

Al analizar el porcentaje de retencion de N en la biomasa de L. vannamei, se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) entre DC y los tres niveles de proteina evaluados en las
dietas DAV. La mejor retencion de N (32.66 %) se obtuvo con el uso de la dieta DAV g lo
cual, concuerda con lo reportado en la literatura (Magallon-Barajas 2006). Los camarones
son considerados organismos con baja capacidad de conversion de alimento y se ha
reportado que del total del alimento suministrado al sistema de cultivo, el 15 % no es
consumido, el 20 % se pierde en las heces fecales, el 48 % se pierde como metabolitos y
solo el 17 % se incorpora al muasculo del camarén (Srnivasa-Rao et al. 2000). En este
trabajo de investigacion, el contenido de N en la biomasa de L. vannamei varié en forma
significativa de acuerdo con el nivel de proteina y con la fuente proteica utilizada en las
dietas evaluadas.

8.3 Efecto de la sustitucion de la harina de pescado por pasta de soya sobre los

parametros de produccion

La sustitucion de harina de pescado por pasta de soya contribuy6 en forma significativa
(P<0.05) a la retencion de P sin afectar ni a la retencion de N ni a ninguno de los
parametros de produccion, lo anterior, como resultado del experimento de retencion
proteica. Mucha de la investigacion sobre nutricion de camaron se ha enfocado en el
mejoramiento de las formulaciones para minimizar la lixiviacion de nutrientes de los
alimentos y asi, mejorar los porcentajes de retencién de P y N (Burford y Williams 2001).
Por lo tanto, el estudio sobre el reciclamiento de nutrientes residuales del cultivo de L.
vannamei y la optimizacion en la formulacion de alimentos balanceados permitirdn mejorar

en forma significativa la retencion de nutrientes, asi como la disminucion de la
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concentracion de P y N residuales en los cuerpos de agua adyacentes a los sistemas de

cultivo.

Debido a los altos costos y a la demanda que la harina de pescado tiene para consumo de
organismos terrestres y/o acudticos, se han evaluado diferentes alternativas proteicas como
sustituto de dicho insumo en la elaboracion de alimentos balanceados (Ye et al. 2010).
Galicia-Gonzélez (2009) y Roy et al. (2009), concluyeron que el uso de proteina de origen
vegetal representa a menudo una fuente de proteina econdémica y nutricional debido a su
bajo precio y calidad consistente. Browdy et al. (2006) sustituyeron la harina de pescado
por una mezcla de proteinas vegetales organicas certificadas y obtuvieron 91 % de
supervivencia ademas de no observar diferencias significativas (P>0.05) en el peso final
entre los organismos alimentados con dietas basadas en proteina vegetal y aquellos
alimentados con dietas que contenian harina de pescado. Por otra parte, Roy et al. (2009)
sustituyeron la harina de pescado por harina de chicharo en dietas para L. vannamei y
obtuvieron 96.7 % de supervivencia y diferencias significativas (P<0.05) en el peso final
puesto que, los organismos alimentados con las dietas basadas en harina de chicharo
crecieron 0.28 g méas que aquellos alimentados con dietas que contenian harina de pescado.
En este trabajo, los organismos alimentados con la dieta DV (ay aumentaron su biomasa 0.23
g mas que los alimentados con la dieta DC y 3.1 g méas que aquellos alimentados con la
dieta DAV ).

Estudios realizados por Biswas et al. (2007) y Yu-Hong et al. (2011) sostienen que es
posible sustituir hasta un 60 % la harina de pescado con mezclas de fuentes proteicas
vegetales en dietas para Penaeus monodon y Oncorhynchus mykiss, sin afectar en forma
significativa ni el crecimiento ni el factor de conversion alimenticia (FCA). Alvarez et al.
(2007) evaluaron cinco niveles de sustitucion de la harina de pescado (46, 59, 75, 88 y 100
%) por pasta de soya y obtuvieron porcentajes de supervivencia del 90 %; aunado a lo
anterior, concluyeron que la pasta de soya puede sustituir a la harina de pescado hasta en un
75 % puesto que, el crecimiento de Litopenaeus schmitti fue pobre al ser alimentado con
dietas donde la harina de pescado fue sustituida al 100 %. En este trabajo, la sustitucion de
la harina de pescado por la mezcla de pasta de soya, harina de trigo y un pequefio
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porcentaje de harina de calamar afectd en forma significativa (P<0.05) el peso final de L.
vannamei puesto que los organismos alimentados con las dietas DV alcanzaron tallas mas
grandes que aquellos alimentados con las dietas DAV; el peso final mas alto (9.62 + 0.9 g)

se obtuvo con el uso de la dieta DV ).

Durante las 11 semanas correspondientes al bioensayo de retencion proteica, se observé
que en los acuarios donde se probaron las DAV, en especial el caso de DAV g), habia en
forma constante residuos de alimento; comportamiento que fue opuesto en los acuarios
donde se probaron las DV. Siendo los camarones organismos quimiosensoriales, la
inclusion de atractantes y/o estimulantes en la dieta es importante para asegurar la ingesta
del alimento. Ciertos aminoéacidos (Gly, Arg, Glu, Ala), la betaina, los nucleétidos, los
acidos organicos y la taurina son reconocidos como los principales estimulantes
alimenticios (Shi-Yen y Ben-Shuan 2003). Las fuentes de proteina de origen animal
contienen en mayor cantidad compuestos que estimulan la ingesta de alimentos en el
camardén en comparacion con las fuentes de proteina vegetal. Por esta razon las DV se
complementaron con un pequefio porcentaje de harina de calamar, que ademés de ser
considerada buena fuente de proteina, también es buen atractante para el camardn
(D’Abramo et al. 1997).

8.4 Bacterias heterotréficas aisladas con propésitos de ficorremediacion

Al realizar la identificacion molecular a las 11 cepas de bacterias que no fueron
inhibidas por los extractos de las microalgas C. capsulata, T. suecica y T. chui y que
ademas presentaron capacidad para solubilizar fosfatos y actividad amilolitica, asi como,
las comparaciones de las secuencias de nucle6tidos con las de la base de datos de la NCBI,
los aislamientos mostraron fuerte similitud con 5 especies de bacterias diferentes:
Rheinheimera aquimaris, Kocuria rosea, Micrococcus luteus, Pseudomonas mendocina,

Enterococcus faecium (Tabla XIII).
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El género Rheinheimera fue propuesto por Brettar et al. 2002; ademas, reportaron que
dicho género comprende reconocidas especies como: Rheinheimera baltica (Brettar et al.
2002), Rheinheimera pacifica (Romanenko et al. 2003) y Rheinheimera perlucida (Brettar
et al. 2006). Andlisis filogenéticos basados en la secuencias de nucleotidos del 16S rDNA
muestran que dicho género pertenece a la clase Gammaproteobacteria (Brettar et al. 2002,
2006; Romanenko et al. 2003).

Recientemente, Yoon et al. (2007) aislaron e identificaron cepas aisladas de agua marina
del Mar Este en Corea, las cuales resultaron ser Rheinheimera aquimaris. De igual forma,
en este estudio una de las cepas aisladas del agua marina proveniente de los estanque de
cultivo de L. vannamei mostré fuerte similitud con la cepa Rheinheimera aquimaris.
Rheinheimera aquimaris puede aparecer en forma de bacilos o cocos gram negativos, no
produce esporas y presenta motilidad debido a un solo flagelo polar, su crecimiento éptimo
se da a una temperatura de 30 a 37 °C y pH 7.0 a 8.0 con presencia o ausencia de NaCl en
el medio de cultivo (aproximadamente hasta 8 % w/v) y utiliza D-Xilosa, metil a-
Dmanosida, D-trehalosa, almiddn, glucdgeno, acetato, succinato y piruvato como fuente de
carbono Yoon et al. (2007).

En este estudio, Rheinheimera aquimaris crecié con presencia de NaCl (2 % w/v) en el
medio de cultivo y al realizar las pruebas para evaluar la capacidad amilolitica fue una de
las 18 cepas de bacterias que resultaron positivas a dicha evaluacién. Lo anterior concuerda
con lo reportado con Ghasemi et al. (2010) donde aislaron e identificaron a Rheinheimera
aquimaris de un lago hipersalino ademéas de probar que dicha cepa bacteriana posee la

capacidad para producir amilasas.

Por su parte Kocuria rosea es una bacteria aerébica, perteneciente al género Micrococcus
que fue reclasificada en 1995 dentro del género Kocuria (Stackebrandt et al. 1995). Son
cocos gram positivos, halotolerantes que no presentan movimiento, su crecimiento se da en
un amplio rango de temperatura (4 a 43 °C) con presencia o ausencia de NaCl en el medio
de cultivo (aproximadamente hasta 15 % w/v), reduce nitratos y utiliza glucosa, lactosa,

manosa Yy sucrosa como fuente de carbono (Seung-Bum et al. 2004). Ha sido objeto de
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estudios en relacion a la estructura y propiedades del pigmento carotenoide que esta
produce (Chattopadhyay et al.1997; Ugers y Cooney 1968) y como método bioldgico para
la degradacion de harina de plumas de aves de corral (Coello et al. 2000). Lo anterior
concuerda con lo obtenido en esta investigacion con relacion a la evaluacion de la actividad

amilolitica puesto que Kocuria rosea resulté positiva a dicha prueba.

Micrococcus luteus posee habilidades inusuales para el tratamiento de desechos: degrada
contaminantes organicos toxicos y presenta tolerancia a los metales (Sandrin y Maier
2003). A menudo, se ha encontrado en suelos contaminados con derrames de petroleo y
lodos; M. luteus degrada hidrocarburos y compuestos olefinicos (Zhuang et al. 2003),
utiliza bifenilo como fuente de carbono y degrada ftalatos (Eaton 1982). Alberga un
plasmido capaz de degradar malationa y clorpirifos (Guha et al. 1997), posee la capacidad
para biabsorber estroncio (Faison et al. 1990) y en menor grado plomo, niquel y zinc (Lo et
al. 2001). M. luteus es capaz de sobrevivir durante largos periodos en ambientes con
condiciones extremas de temperatura y limitaciones de nutrientes sin formar esporas como

estructuras de supervivencia (Greenblatt et al. 2004).

Por su parte, Pseudomonas mendocina ha sido utilizada en procesos de biorremediacion y
en la oxidacion del benceno para la produccion de compuestos intermediarios (fenol,
catecol y 1, 2, 3-Trihidroxibenceno) de relevancia industrial (Tao et al. 2004). Esta
reportado que metaboliza tolueno como fuente de carbono (Yen et al. 1991) y alginato a

partir de glucosa y fructuosa (Anderson et al. 1987; Sengha et al. 1989).

En este trabajo las cepas de bacterias identificadas como M. luteus y P. mendocina

resultaron positivas a la prueba de produccién de amilasas.

8.5 Microalgas candidatas para procesos de ficorremediacion y su comportamiento en

presencia de una fuente de carbono y su flora bacteriana de acompafiamiento

Es bien sabido que las microalgas C. capsulata, T. suecica y T. chui son de origen
marino (Baldauf 2003), que han sido utilizadas como alimento en acuicultura
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(Hemaiswarya et al. 2011; Sivakumar et al. 2011; Tulli et al. 2012), ademas que presentan
factores de crecimiento para diferentes cepas bacterianas (Grossart 1999), crecen bajo
condiciones de cultivo heterotréfico (Azma et al. 2010) y que junto con las bacterias, crean

un sistema bioldgico eficiente en la utilizacion de nutrientes (Lopez-Thompson et al. 2002).

Sin embargo poco se sabe acerca de la flora bacteriana que acompafia a dichos cultivos y
de las interacciones que entre ellas se producen. Durante este estudio, al tratar de obtener
cultivos axénicos de C. capsulata, T. suecica y T. chui utilizando los antibiéticos CLOR,
GM, TE y su mezcla en diferentes concentraciones (200 y 250 pg mL™), solo se observé
una disminucion en la carga bacteriana conforme aumentd la concentracién y la cantidad de
antibidticos en el medio, lo cual no fue suficiente para eliminar por completo las cepas de

bacterias presentes.

De dicha evaluacion se obtuvieron 7 morfotipos coloniales diferentes, los cuales, al realizar
la identificacion molecular y comparar las secuencias de nucle6tidos con las de la base de
datos de la NCBI, se observé fuerte similitud con las especies de bacterias: Bacillus

megaterium, Marinobacter salsuginis y Marinobacter alkaliphilus (Tabla XIV).

Al evaluar la combinacion de procesos de centrifugacion con una mayor diversidad de
antibiéticos (GM, CLOR, KM, NM, VM, TE, NM + VM) para la obtencion de cultivos
axénicos de C. capsulata, T. suecica y T. chui, solo se obtuvo inhibicién en el crecimiento
de las cepas bacterianas después de 5 d de tratamiento.Lo anterior para T. suecica en los
tratamientos con y sin luz directa donde se aplicaron CLOR, GM y KM y para T. chui en
los tratamientos con y sin luz directa donde se aplicaron GM, KM y NM. La mezcla de NM
+ VM inhibié el crecimiento de cepas bacterianas en los cultivos de las tres microalgas

evaluadas en los tratamientos con y sin luz directa.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Watanabe et al. (2005) ya que con el uso de
indculos de baja densidad y antibidticos como estreptomicina, gentamicina, vancomicina,
penicilina y pimaricina, lograron obtener cultivos axénicos de Chlorella sorokiniana los

cuales permanecieron axénicos después de 30 dias de cultivo.
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En la presente investigacion, al recuperar las células “axénicas” de C. capsulata, T. suecica
y T. chui tratadas con la mezcla de NM + VM e inocularlas en medio mineral estéril F/2
enriquecido con acetato de sodio, después de 4 dias de incubacién los cultivos se tornaron
turbios lo que indicaba la presencia nuevamente de bacterias. Dicha situacion también se
observd en lo reportado por Grossart y Simon (2007), puesto que los cultivos axenicos que

utilizaron también mostraron presencia de bacterias casi al término de su experimento.

Con lo anterior puede concluirse que para el caso particular de esta investigacion, aun
trabajando en ambientes y con materiales completamente estériles, el efecto de los
antibidticos suministrados mas la centrifugacion sobre el crecimiento de las bacterias,
mientras éstas se encontraban en contacto con las microalgas, fue bacteriostatico en vez de
inhibitorio. Lo cual, resulté de forma inversa al evaluar el efecto de los antibi6ticos en
medio sélido al realizar los antibiogramas puesto que en ese caso, la inhibicion en el
crecimiento de las diferentes cepas de bacterias fue completa. Ha sido demostrado que la
inhibicidn en condiciones in vitro de bacterias no necesariamente corresponde con algun

efecto inhibitorio significativo bajo condiciones de cultivo (Gram et al. 2001).

La combinacion de los diferentes antibioticos mas la centrifugacién, no afectd de forma
significativa el crecimiento de las microalgas, pero si se observd pérdida de flagelos en el

caso de T. suecica y T. chui y con ello, pérdida en la motilidad de las células.

Lo anterior, ademas de dafios en la pared celular, se observé al tratar las células con
tetraciclina puesto que el medio de los tubos donde se suplementé luz directa se torno rojo,
al igual que sucedio en la investigacion realizada por Azma et al. (2010). En un principio se
pensd que dicho cambio en la coloracion, se debia a que bajo condiciones de estrés las
microalgas pueden liberar pigmentos (Pan et al. 2001); lo anterior se descartd pues tal
cambio en la coloracidn, se observé al exponer a la luz un tubo control sélo con el medio
utilizado mas tetraciclina y al hecho de que los carotenoides son insolubles en agua (Ong y
Tee 1992).

La reaparicion de bacterias en los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui, pudo

deberse al incremento en la biomasa de las microalgas y/o a la presencia de bacterias
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endofitas. De los dos plaqueos realizados al final de esta prueba, se obtuvieron 42 aislados
con morfologia colonial diferente. Al realizar la tincién gram se observo que todos eran
bacilos gram negativo, los cuales, al realizar la identificacibn molecular y comparar las
secuencias de nucledtidos con las de la base de datos de la NCBI, se observo fuerte
similitud con las cepas de bacterias: Marinobacter alkaliphilus, Alteromonas macleodii y
Muricauda lutimaris (Tabla XIV). Es importante mencionar que dicho resultado se observo
de forma persistente a lo largo de los diferentes aislados procedentes de los cultivos tanto

de C. capsulata, como de T. suecica y T. chui.

B. megaterium es una bacteria gram positiva, no patdgena principalmente aerobica y
formadora de esporas que ha sido encontrada en diversos héabitats como suelos, agua
marina, sedimentos, miel, peces y alimentos secos entre otros. Crece facilmente en mas de
62 fuentes diferentes de carbono y ha sido utilizada en la industria por méas de 50 afios ya
que posee gran variedad de enzimas (Kim 2003), no presenta proteasas alcalinas externas
(Vary et al. 2007), solubiliza fosfatos (EI-Komy 2005) y es promotora de crecimiento en

plantas (L6pez-Bucio et al. 2009).

Por su parte M. salsuginis es una bacteria gram negativa, hal6fila moderada que reduce
nitratos a nitrégeno bajo condiciones anaerdbicas (Antunes et al. 2007), ha sido aislada y
evaluada en cultivos de camaron donde se han presentado blooms de microalgas dafinos,
en especial de dinoflagelados como Noctiluca scintillans, obteniendo como resultado la
inhibicion del crecimiento de la misma después de dos dias de inoculacion y un incremento
del 23 al 87% en la supervivencia de L. vannamei sin presentar efectos dafiinos sobre su

crecimiento o condiciones fisioldgicas (Keawtawee et al. 2011; 2012).

M. alkaliophilus es una bacteria gram negativa, alcalifilica, mesofila de origen marino
(Takai et al. 2005) la cual, posee gran capacidad de desnitrificacién y ha sido probada en
aguas residuales marinas (Osaka et al. 2008; Yoshie et al. 2006). De igual forma, M.
lutimaris es una bacteria gram negativa, sin movimiento de origen marino que es
considerada como nueva especie del género Muricauda (Yoon et al. 2008); hasta la fecha

no se tienen reportes sobre su uso.
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Por su parte A. macleodii es una gamma proteobacteria de origen marino distribuida
ampliamente en aguas templadas o tropicales (Lopez-Pérez et al. 2012). Su efecto como
probidtico ha sido probado en sistemas de cultivo de larvas de Perna canaliculus
obteniendo mejoras en los porcentajes de supervivencia de las larvas cuando los cultivos
fueron expuestos a contaminacion por Vibrio sp. y V. splendidus (Kesarcodi-Watson et al.
2010; 2012).

Aunado a lo anterior al realizar la evaluacion de la capacidad amilolitica de las cepas, solo
M. salsuginis y M. alkaliphilus resultaron positivas a dicha prueba y en la prueba para
solubilizar fosfatos, solo se observaron halos de solubilizacién en las placas inoculadas con

B. megaterium, confirmando lo reportado por EI-Komy (2005).

Al evaluar el crecimiento de las cinco cepas de bacterias (B. megaterium, M. salsuginis, M.
alkaliphilus, M. lutimaris y A. macleodii) aisladas de los cultivos de C. capsulata, T.
suecica y T. chui modificando la fuente de nitrdgeno del medio mineral estéril F/2, se
observo que lo anterior no tuvo impacto en el desarrollo de ninguna de las cepas puesto

que, sin importar la fuente de nitrégeno evaluada, no se obtuvo crecimiento bacteriano.

En cambio al utilizar la combinacion de glucosa como fuente carbono, ya fuese nitritos
(NO7), amonio (NH;") o la mezcla NaNOs; + NaNO, + NH4NO; como fuente de nitrgeno
solo se observé crecimiento de B. megaterium. De forma contraria cuando el medio mineral
estéril F/2 se enriquecid con acetato de sodio la fuente de nitrégeno si tuvo un impacto
sobre el crecimiento de las cinco bacterias, puesto que al utilizar la combinacion de F/2 +
NO, + acetato de sodio se observaron los valores mas altos de absorbancia: B. megaterium:
0.92 = 0.01, M. alkaliphilus: 1.16 + 0.05, M. salsuginis: 1.12 + 0.06, A. macleodii: 0.82 +
0.08, M. lutimaris: 0.40 = 0.01.

En el caso de M. salsuginis y M. alkaliphilus la diferencia en el crecimiento utilizando
nitratos (NO3) como fuente de nitrégeno fue muy pequefia (0.90 + 0.01, 0.83 + 0.03) al
comparar dichos valores con aquellos obtenidos con el uso de NO;’, lo cual fue opuesto

para B. megaterium, A. macleodii y M. lutimaris ya que los valores de absorbancia fueron
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mas bajos utilizando NO3;  como fuente de nitrégeno en vez de NO; (0.68 £ 0.05, 0.29 £
0.03y0.19 £ 0.02).

Es bien sabido que los iones amonio (NH;") son la forma de nitrgeno mayormente
asimilada por las microalgas seguida por los NO3™ y la urea (Chen et al. 2012). Lo anterior
se debe a que la microalga requiere menor cantidad de energia para tomar el NH,", a que su
forma es mas reducida que la de los NO3™ y al hecho de que no es acumulado a nivel celular
sino almacenado al sistema a través de una reaccion de union a la membrana celular
(Klochenko et al. 2003). Aparentemente los NO3™ son asimilados por la microalga mediante
el uso de un sistema de transporte que se cree es dependiente de ATP méas que de un
gradiente electroquimico, por lo tanto, la asimilacion de NH," depende en menor manera de

la temperatura al contrario de la asimilacion de NO3™ (Stewart 1980).

En esta investigacion se comprobd que formas nitrogenadas como los NO,’, a pesar de no
ser la eleccion de nitrdgeno mas comun de las microalgas, fue bien asimilada por C.
capsulata, T. suecica y T. chui, obteniendo densidades celulares de 16.9 x 10°, 2.4 x 10° y

1.4 x 10° cel mL™, respectivamente (Figuras 10, 11y 12).

Enriquecer los cultivos de C. capsulata, T. suecica y T. chui con acetato de sodio como
fuente carbono, afecté el desempefio de las microalgas puesto que, se observaron
diferencias significativas (P<0.05), al comparar las tasas de crecimiento de las células de C.
capsulata cultivadas en medio mineral estéril F/2 + NO, con aquellas cultivadas en el
medio mineral estéril F/2 + NO,+ acetato de sodio 0.04 % (0.41 + 0.01, 0.18 + 0.03 d™).
Lo anterior fue evidente puesto que el cultivo sin acetato alcanzd una concentracion celular
final de 16.9 x 10° cel mL™ mientras que el cultivo enriquecido solo alcanzé una
concentracién celular de 4.8 x 10° cel mL™ (Figura 10). Al comparar las tasas de
crecimiento de T. suecica (0.67 + 0.16, 0.57 + 0.04 d™), no se observaron diferencias

significativas (P>0.05).

En forma general, es sabido que el tamafio de las microalgas es inversamente proporcional
a su tasa de crecimiento la cual, incrementa en cierto rango con la temperatura (Sayegh y

Montagnes 2011). Acorde a lo anterior, en cultivos donde no hubo enriquecimiento con
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acetato de sodio la tasa de crecimiento de C. capsulata (0.41 + 0.01 d™) fue mayor que la
de T. chui (0.19 + 0.05 d™). La presencia de acetato de sodio en el medio solo tuvo efecto
positivo sobre la tasa de crecimiento de T. chui (0.80 + 0.18 d™*). Cabe mencionar que los
cultivos enriquecidos con acetato de sodio, en especial aquellos de C. capsulata, se
tornaron turbios favoreciendo el crecimiento bacteriano obteniendo con esto, tanto bajas
tasas de crecimiento como bajas densidades celulares finales al realizar la comparacion con

los cultivos sin acetato de sodio (0.18 + 0.03 d, 4.8 x 10°cel mL™).

Es frecuente notar que cierto tratamiento proporciona concentraciones celulares
significativamente mayores, pero no existen diferencias importantes en la produccion de
biomasa; asimismo, se puede registrar incremento de biomasa, atn cuando la concentracion

celular permanezca constante (Arredondo y Voltolina 2007).

Hernandez-Espinosa (1999) evalu6 el crecimiento de la microalga Pavlova lutheri cultivada
en sistemas batch bajo condiciones autotroficas (medio F/2) y mixotroficas (medio F/2 +
acetato de sodio), y observo que conforme aumentaba la concentracion de acetato en el
medio incrementaba también la biomasa celular. Lo anterior, no concuerda con lo obtenido
en esta investigacion, ya que el probar diferentes porcentajes de acetato de sodio (0.0, 0.05,
0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1 % wi/v) en el medio mineral estéril F/2 + NO,, se observaron
diferencias significativas (P<0.05) en las tasas de crecimiento de C. capsulata a lo largo de
los diferentes tratamientos; puesto que, la densidad celular de la microalga disminuyo
conforme el enriquecimiento de carbono organico en el medio aument6 (Tabla XV). Lo
anterior fue evidente al enriquecer el medio con 0.4, 0.8 y 1.0 % de acetato de sodio, pues
fue en dichos tratamientos, donde se observaron los valores mas bajos en la densidad

celular asi como en la tasa de crecimiento.

En este caso, la densidad inicial de células de microalga jug6é un papel importante en los
cultivos enriquecidos con fuentes de carbono puesto que, al no estar axénicas, las cepas de
bacterias presentes pueden competir por nutrientes y debido a que su tasa de crecimiento es
mucho mas rapida que la de las microalgas puede impactar en forma negativa sobre el

crecimiento de las mismas.
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En cualquier tipo de ambiente las cepas de microalgas se encuentran fuertemente asociadas
a diferentes cepas de bacterias y las interacciones que entre ellas se producen son reciprocas
(Riquelme y Avendafio 2003). Dichas interacciones comprenden, en general, cuatro tipos
diferentes: (1) cuando las bacterias y microalgas forman simbiosis, donde las bacterias se
benefician de los exudados microalgales y en forma reciproca, el crecimiento de las
microalgas se ve favorecido por compuestos que producen las bacterias tales como
nutrientes remineralizados, vitaminas y otros factores de crecimiento; (2) cuando las
bacterias actian como paréasitos sobre las microalgas provocando, eventualmente, lisis y
muerte de dichos hospederos, mientras que las microalgas pueden también inhibir el
crecimiento de las bacterias al liberar compuestos antibiéticos; (3) interacciones de
comensalismo cuando las bacterias no representan peligro para la microalga, pero teniendo
en cuenta que el cambio entre comensalismo y parasitismo es altamente variable con el
tiempo; y (4) cuando las bacterias se encuentran pobremente asociadas con las celulas de
microalgas y por lo tanto, compiten en forma eficiente por nutrientes (Grossart y Simon
2007).

En repetidas ocasiones ha sido reportado que los cultivos de microalgas con presencia de
bacterias, crecen mejor que los cultivos axénicos (Grossart y Simon 2007; Mouget et al.
1995). En lo que a esta investigacion concierne, al evaluar el efecto de B. megaterium, M.
salsuginis, M. alkaliphilus, A. macleodii y M. lutimaris sobre la tasa de crecimiento de C.
capsulata, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos 0, 1,
2, 3, 4 y5 (Figura 14). Las diferentes combinaciones de bacterias se inocularon en los
cultivos de C. capsulata después de 4 d de tratamiento. La inoculacion se realizo de esta
forma de acuerdo con el hecho que las bacterias heterotroficas contribuyen con CO; a las
microalgas ademas de representar posibles fuentes de nitrogeno, fésforo y elementos traza
(Jiang et al. 2007), de esta manera al incluirlas en los cultivos de C. capsulata, dicho
beneficio podria resultar en un incremento en la biomasa microalgal durante su fase

exponencial.

Inocular B. megaterium, M. salsuginis, M. alkaliphilus, A. macleodii y M. lutimaris en los

cultivos de C. capsulata ya fuese al comienzo del experimento (Tratamiento 5) o despues
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de 4 d de incubacion (Tratamiento 4) no gener6 diferencias significativas (P>0.05) en la
tasa de crecimiento ni en la densidad celular final de C. capsulata (Tabla XVI). En el Gnico
caso donde se observaron diferencias significativas (P<0.05) fue en los cultivos de C.
capsulata donde al comienzo del experimento se inocularon las cinco cepas de bacterias
utilizando el medio mineral estéril F/2 + NO, enriquecido con acetato de sodio
(Tratamiento 6), ya que fue en éste, donde se observaron los valores méas bajos tanto de tasa
de crecimiento (0.08 + 0.01 d™*) como de densidad celular final (5.7 x 10° cel mL™) de C.

capsulata (Figura 14).

Después de 12 d de cultivo, los valores mas altos de densidad celular de la microalga, se
obtuvieron al utilizar la combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis (24.9 x
10° cel mL™) y al adicionar al cultivo B. megaterium (22.3 x 10° cel mL™). Existen
investigaciones que respaldan la idea que el CO, producido por el componente
bacterioldgico es benéfico para las microalgas, mientras que otras sugieren que la cantidad
de CO, producida por las bacterias usualmente es méas baja que la cantidad requerida por la
microalga (Chirac et al. 1985). En muchos ambientes acuaticos la fijacion de C
fotosintético puede estar limitada por bajos valores en la relacion CO,:0, en la fase acuosa,
sin embargo, dicha relacion puede incrementarse con la presencia de poblaciones de

bacterias aerobicas (McFeters et al. 1978) en el medio.

La tasa de crecimiento mas alta se obtuvo al inocular después de 4 d a M. salsuginis (0.35 +
0.07 d™). Se encuentra reportado que microalgas con una tasa de crecimiento réapido,
producen grandes cantidades de O, disuelto que puede acumularse en un gradiente dentro
del microambiente de las mismas. Tal acumulacion puede disminuir la fijacién neta de C
fotosintético favoreciendo la actividad oxigenasa de la enzima Rubisco; enzima bifuncional
responsable de la fijacion de C inorganico (fotosintesis) o del consumo de O, en presencia
de luz (fotorespiracion) (Mouget et al. 1995). Aun cuando las microalgas pueden evitar la
fotorespiracion utilizando mecanismos de concentracion de CO,, el exceso de O;
fotosintético que ellas producen puede ser consumido por las bacterias presentes en el
cultivo y expresar la actividad carboxilasa de la enzima Rubisco constituyendo con lo

anterior, una mejora en el crecimiento de las células de microalga.
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Meseck et al. (2007) reportan que al agregar un componente bacteriologico a los cultivos
de T. chui la tasa de crecimiento fue menor (0.35 + 0.02 d™) que en aquellos cultivos sin
bacterias adicionadas (0.40 + 0.01 d™), lo cual, concuerda con nuestros resultados puesto
que la tasa de crecimiento de los cultivos donde no se agregaron bacterias fue mayor (0.31
+0.04 d™) que en los tratamientos donde se agregaron las cinco bacterias tanto al inicio del
experimento (0.26 + 0.01 d*) como al cuarto dia (0.25 + 0.06 d™).

Por su parte, Grossart y Simon (2007) reportan que las diferentes cepas de bacterias
evaluadas afectaron el crecimiento de Thalassiosira rotula y que los efectos especificos de
cada bacteria dependen de condiciones ambientales tales como la concentracién de
nutrientes, vitaminas y/o metales traza, asi como del cambio o sucesion de las comunidades

bacterianas en el medio (Pinhassi et al. 2004).

Los diferentes patrones de crecimiento de C. capsulata (Figura 14) obtenidos en esta
investigacion concuerdan con lo antes mencionado puesto que las interacciones entre
bacteria-microalga se modificaron de acuerdo a las cepas de bacterias presentes en cada
uno de los tratamientos, al momento de inoculacion de las mismas y a las condiciones del

medio, en especial la concentracion de nutrientes al inocular las microalgas.

De acuerdo con lo anterior, aunque los cultivos de C. capsulata fueron inoculados con
densidades altas de bacterias (10° UFC mL™), es posible que la cantidad de nutrientes
presentes en el medio haya repercutido en el crecimiento bacteriano puesto que en los
tratamientos 0 al 5 al observar las muestras en el microscopio, no fue notable su presencia.
Sin embargo, al observar las muestras del tratamiento 6 la presencia de las bacterias fue

evidente.

Enriquecer el medio con una fuente externa de carbono, favorecio el crecimiento bacteriano
y no asi el de C. capsulata (Tabla XVI) al igual que lo reportado por Watanabe et al.
(2005) donde la adicion de glucosa 1% a los cultivos con mezcla de Chlorella sorokiniana
y la cepa de hongo CSSF-1 promovié el crecimiento del hongo e inhibié en forma
significativa el crecimiento de la microalga, 0 a lo reportado por Carlsson y Caron (2001)

quienes observaron incrementos de la biomasa bacteriana en tratamientos donde agregaron
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a la par glucosa y una fuente de fosforo. Se ha propuesto que los compuestos labiles de
carbono orgénico, pueden ser acumulados por las bacterias para su uso en procesos de
crecimiento durante periodos con limitaciones severas de nutrientes (Cotner y Wetzel
1992), aunado a lo anterior, se ha demostrado que el crecimiento bacteriano en ecosistemas
acuaticos puede estar limitado por la disponibilidad de nitrégeno y fésforo mas que por la
concentracion de carbono orgénico (Pomeroy et al. 1995). Con base en dichos resultados es
evidente que el balance nutricional es parte importante para el tipo de interaccién entre la
microalga y sus bacterias, puesto que bajo condiciones eutroficas dicha interaccion se torno

competitiva en vez de simbiotica.

Existe evidencia que los blooms de microalgas pueden formar agregados, los cuales
representan uno de los componentes mas importantes de las particulas sedimentables de
carbon orgénico (PSCO) (Simon et al. 2002). Particulas transparentes de exopolimeros
(PTE) han sido identificadas como agentes importantes para los procesos de floculacion
(Passow 2002a). Diferentes estudios han mostrado que las PTE son producidas por
microalgas pero también por diversas bacterias (Passow 2002b). En esta investigacion, en
los cultivos de C. capsulata donde se inocularon B. megaterium, M. salsuginis, M.
alkaliphilus, A. macleodii y M. lutimaris y se enriquecio el medio con acetato de sodio, se

observaron agregados en el fondo de los matraces.

Las microalgas eliminan la mayoria del nitrégeno inorganico (NH;", NO3) y parte de
fésforo por absorcion celular directa (Tam y Wong 2000; Valderrama et al. 2002). Cuando
no existe una limitacion de nutrientes en el medio el componente que presenta tasas de
crecimiento mayores ya sean microalgas o bacterias, podra utilizar mayor cantidad de
nutrientes en un rango también mayor (Meseck et al. 2007). Los resultados obtenidos por
Meseck y Smith (2004) sugieren que de haber tenido una fuente ilimitada de nutrientes en
los cultivos de T. chui evaluados, hubieran observado una mayor asimilacion de NO3" y
PO, Asi como también, existen investigaciones que reportan estimulos en el crecimiento
bacteriano en cultivos enriquecidos con fdsforo al compararlos con cultivos no
enriquecidos (Chrzanowski et al. 1995; Elser et al. 1995). En nuestro caso, al analizar la

concentracion de NO,™ en los diferentes tratamientos antes de inocular las bacterias, no se
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observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos 0, 1, 2 y 3, ni entre el
tratamiento 4 y 5, independientemente que éste Ultimo tuvo inoculadas las cinco bacterias
desde el comienzo del experimento. Por el contrario al combinar las cinco cepas de
bacterias y el acetato de sodio en los cultivos de C. capsulata si se observaron diferencias
significativas en la asimilacion de NO, (P<0.05) en comparacién con el resto de los
tratamientos (Tabla XVII).

Después de 12 d de cultivo, los valores mas altos en la concentracion de NO; se
observaron en los tratamientos 5y 6 (176.83 £ 71.99; 282.67 £ 19.14 uM NOy). Se
observé también cierta reduccion en la concentracion de dicho nutriente utilizando la
combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis (63.03 + 47.14 uM NO;) y en el
caso donde solo se inoculé M. salsuginis (81.5 £ 8.79 uM NO3). La menor concentracion
de NO;" al final del cultivo se obtuvo con el uso de B. megaterium (15.04 £ 14.32 uM NO,
). Algunos estudios sugieren que en las interacciones microalga-bacteria, las bacterias son
mejores para asimilar nutrientes debido a que su relacién superficie-volumen es mayor,
ademas se ha comprobado tanto en condiciones de laboratorio como en estudios de campo
que las bacterias pueden competir en forma eficaz con los productores primarios por
fuentes de nitrégeno y fésforo (Currie y Kalff 1984; Ree 1972).

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la concentracion de NH," entre los
tratamientos, ya que las diferentes combinaciones de bacterias evaluadas no tuvieron
impacto sobre la asimilacion de NH;" en el medio, lo cual fue opuesto a lo reportado por
Meseck et al. (2007) ya que la presencia de bacterias en los cultivos de T. chui
incrementaron la asimilacion de NH,". En el tratamiento 6, se observaron los valores mas
altos en la concentracion de NH," tanto a los 4 d (1.90 + 0.36 uM NH,") como a los 12 d
(1.87 + 0.32 uM NH,".

En cuanto a la asimilacion de NO3 no se observaron diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos antes de inocular las bacterias, lo cual fue opuesto al evaluar las
diferentes combinaciones de bacterias después de 12 d de tratamiento. La mayor

asimilacion de NOg3™ se obtuvo utilizando B. megaterium (1.21 £ 0.78 uM NO3), seguida de
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la combinacion de A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis (1.78 £ 2.03 uM NO3)
reafirmando con esto lo reportado por Antunes et al. (2007) y Osaka et al. (2008).

El fésforo es el nutriente limitante mas importante para los productores primarios (Dokolil
et al. 2000). La asimilacion de fosforo rapida y de “lujo” es una cualidad que diferentes
especies de Chlorella poseen para sintetizar y acumular polifosfatos en sus células
(Aitchizon y Butt 1973). En este estudio, la cantidad de fésforo suministrada al medio fue
consumida rapidamente por C. capsulata en todos los tratamientos, puesto que, a los 4 d
disminuy6 de 32.3 a 0.21 pM PO,>. Lo cual, coincide con lo reportado por Wang et al.
(2010) puesto que después de 3 d, la concentracion de fosforo en el medio se redujo
notablemente debido a la rapida asimilacion por parte de Chlorella sp. Por esta razén, al
inocular las bacterias en los cultivos dicho nutriente pudo haberse convertido en limitante
tornando la interaccion en una competencia por nutrientes puesto que la concentracion final

de fosforo después de 12 d de experimentacion fue de 0.37 pM PO, .

Las microalgas tienden a formar polifosfatos lo cual depende de la concentracién de fosforo
en el medio, la intensidad de la luz y la temperatura (Powell et al. 2009). En medios con
concentraciones bajas de fdsforo, se piensa que los polifosfatos &cidos insolubles (PAIS)
constituyen una forma de almacenamiento de PO, (Miyachi y Miyachi 1961; Miyachi et
al. 1964). Una vez consumidos los PO, del medio, los polifosfatos almacenados
disminuyen rapidamente pues son utilizados por la microalga para fines de crecimiento
(John y Flynn 2000). Aunque los polifosfatos &cidos solubles (PAS) son utilizados en la
produccion de fosfolipidos 0 RNA requeridos por el metabolismo, también pueden ser
utilizados como formas de almacenamiento de corto plazo solo cuando las concentraciones

de PO, en el medio son altas.

Los resultados obtenidos por Powell et al. (2008) sugieren que altas concentraciones de
fosforo en el medio pueden permitir que las microalgas asimilen PO,° a su maxima
capacidad, tomando en cuenta, tanto intensidad luminica como la temperatura.
Adicionalmente, si se incrementa la concentracion celular de la microalga podrian

alcanzarse altos niveles de asimilacion de fésforo bioldgico.
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En diferentes investigaciones, comparar los valores promedio de la relacion N:P requerida
por las microalgas ha resultado util para distinguir ecosistemas con limitaciones de
nitrégeno de aquellos limitados por fosforo (Downing y McCauley 1992). Ecosistemas con
N:P menor que el promedio requerido (16:1) son ecosistemas limitados por la
concentracion de nitrégeno, mientras que, ecosistemas con N:P mayor que el promedio
requerido (16:1) se encuentran limitados por la concentracion de fosforo en el medio
(Hecky y Kilham 1988; Redfield 1934).

Carlsson y Caron (2001) reportan limitacién en el crecimiento microalgal por falta de
fosforo, ya que al analizar la relacion N:P observaron variaciones en promedio de 62. A lo
largo de esta investigacion la variacion en el balance N:P fue evidente ya que al comienzo,
el valor era cercano a 16, después de 4 d, aument6 en forma considerable (3356) para
terminar con un valor de 265, el cual, es claramente mayor que 16. Lo cual, indica que adin
cuando el fésforo a nivel externo sea limitante, la rapida asimilacion y almacenamiento de
dicho nutriente por parte de C. capsulata le permitié crecer durante el resto del
experimento. Lo anterior fue opuesto para el componente bacteriolgico evaluado y aunque
se encuentra reportado que la asimilacion de PO, por parte de las bacterias se satura por
debajo de 0.1 uM (Currie y Kalff 1984) en este caso, es claro que la concentracion de
fosforo en el medio no fue suficiente para favorecer su crecimiento ademas del de C.

capsulata.

Utilizar los consorcios microalga-bacteria en el tratamiento de aguas residuales comprende
multiples beneficios tanto ambientales como energéticos. Por ejemplo, al compararlos con
procesos convencionales donde se utilizan lodos activados, estos consorcios podrian
asimilar contaminantes organicos y a la vez constituir fuentes de &cidos grasos,
carbohidratos y proteina para ser utilizados como fuente de alimento en actividades de
produccion de proteina animal. Diferentes especies de microalga del género Chlorella han
sido ampliamente aplicadas en el tratamiento de aguas residuales probando capacidad para
la remocion de nitrogeno y fosforo residuales, lo cual muestra gran potencial para
reemplazar procesos convencionales en la fases secundarias o terciarias del tratamiento
(Wang et al. 2010).
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8.6 Efecto de las diferentes combinaciones microalga-consorcio microbiolédgico sobre
los parametros de produccion y la composicion del agua residual del cultivo de L.

vannamei

El fitoplancton representa la fuente de alimento mas importante para los estadios
larvarios de ciertos crustaceos (Preston et al. 1992). Especies de microalgas como
Nannochloris aculata, Nannochloropsis oculata, Chlorella sp., Tetraselmis tetrathele y
Tetraselmis chui han sido utilizadas como alimento en el cultivo de larvas de camaron
(Duerr et al. 1998) y diferentes investigaciones soportan el aporte nutricional que proveen a

dichos organismos (Wood et al. 1991).

Se ha reportado que la flora microalgal y microbiana nativa de estanques de cultivo de L.
vannamei con cero recambio representa una fuente natural de alimento la cual, impacta en
forma positiva en los costos de produccion asi como en la tasas de crecimiento del camarén
(Othoshi et al. 2011).

L. vannamei posee la habilidad para utilizar la produccion natural como fuente de alimento
y el efecto de ésta sobre el crecimiento del camardn se encuentra bien documentado
(Burford et al. 2004a; Decamp et al. 2003; Othoshi et al. 2001; Wasielesky et al. 2006). Ju
et al. (2009) reportaron que en estanques de cultivo heterotréfico de camardn, los
biofloculos presentes jugaron un importante rol sobre la tasa de crecimiento. En el presente
estudio, al alimentar durante 32 d a poslarvas de L. vannamei con la combinacién del
consorcio microbiano (CM) y la microalga T. chui, se observo un incremento notable en la
ganancia de peso de L.vannamei, puesto que fue con esta combinacion donde se obtuvieron
los valores més altos en la tasa de crecimiento y el peso final (0.230 + 0.05 g semana’’;
0.722 + 0.15 g), seguida de C. calcitrans + CM (0.178 + 0.16 g semana’’; 0.568 + 0.47 g) y
C. capsulata + CM (0.177 + 0.08 g semana™; 0.566 + 0.24 g), cabe mencionar que no se
encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos en ninguno de los dos
parametros de produccidn evaluados. Lo anterior, concuerda con lo reportado por Heasman
et al. (2000) quienes también concluyen que T. chui es apropiada como alimento para

Penaeus monodon.
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Al evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la supervivencia de L.vannamei, no
se observaron diferencias significativas (P>0.05). El valor mas alto de supervivencia (95.56
%), se obtuvo al utilizar la combinacion C. capsulata + CM, estos resultados coinciden con
lo reportado por Sivakumar et al. (2011) donde de igual forma, evaluaron la tasa de
crecimiento y la supervivencia de P. monodon al ser alimentado con cultivos de Chlorella
sp., Tetraselmis sp., Isochrysis sp., Synechococcus sp. y Phormidium sp. y como resultado
obtuvieron que tanto el peso final (0.59 g) como la supervivencia (76.67 %) de P. monodon
incremento en forma significativa al ser alimentado con Chlorella sp. Lo anterior confirma
el hecho que la adicion de cultivos de microalgas a los sistemas de cultivo soportan el

crecimiento de larvas de camar6n (D’Souza et al. 2000, 2002).

Se encuentra reportado que especies de microalga como Isochrysis sp. y Tetraselmis
tetrathele, poseen un alto valor nutricional (Okauchi et al. 1997; Okauchi y Hirano 1986),
en este trabajo de investigacion al alimentar a L. vannamei con la combinacion I. galbana +
CM se obtuvo un peso final de 0.546 + 0.15 g después de 32 dias de cultivo. Por el
contrario al utilizar la combinacion T. suecica + CM se obtuvieron el peso final mas bajo

(0.282 + 0.10 g) y el menor porcentaje de supervivencia (60.00 %).

A lo largo de los 32 d experimentales, la concentracion de las diferentes formas residuales
de N se mantuvieron dentro de los rangos reportados para el cultivo de L. vannamei (Lin y
Chen, 2001; 2003). En el caso del NH;" y NO,’, no se observaron diferencias significativas
(P>0.05), lo cual concuerda con lo reportado por Baloi et al. (2013) quienes también
evaluaron el cultivo de L. vannamei en sistemas con presencia de biofléculos bacterianos y

no observaron diferencias entre los tratamientos evaluados.

De acuerdo con lo reportado por Cohen et al. (2005) bajas concentraciones de NO;
significan la completa oxidacion del NH;" a NOs’; lo anterior, corresponde a lo observado
al comienzo de este bioensayo en donde se tuvieron bajas concentraciones de NO; vy altas
concentraciones de NO3™ (Tabla XVIII). Estudios donde se ha evaluado la calidad del agua
en sistemas con cero recambio reportan también bajas concentraciones de NO, y NH,"
(Ray et al. 2010; Vinatea et al. 2010; Wasielesky et al. 2006) debido a la asimilacion por
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parte de la comunidad bacteriana presente en los sistemas de cultivo (Ebeling et al. 2006).
En este trabajo a lo largo del periodo experimental, se observd un incremento en la
concentracion de NO;  y fue en las muestras de agua donde se aplicd la combinacién C.
capsulata + CM donde se observé el valor mas alto (440.00 + 154.16 uM NO;). Mientras
que en los acuarios donde solo se aplico6 CM se observo el valor més bajo (215.00 + 50.48
UM NOy); al realizar el analisis de la concentracion de NO,", no se observaron diferencias

significativas (P>0.05) entre los tratamientos.

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la concentracién de NOjs. Al
comienzo del bioensayo los valores de la concentracion de dicho residual eran muy altos y
en todos los tratamientos se observd un efecto benéfico puesto que la concentracién
disminuyé en forma considerable al final del experimento (Tabla XVIII). Las bajas
concentraciones de NO3™ observadas en donde se aplicaron las combinaciones T. chui + CM
(60.67 + 60.08 UM NO3) e I. galbana + CM (73.67 = 81.59 uM NO3") pueden deberse a las
bajas concentraciones de NH," disponibles (1.40 + 0.98 y 1.90 + 1.62 uM NH,"
respectivamente) para la oxidacion de dicho compuesto por las bacterias presentes en el
consorcio microbiano. Lo anterior pudo ser resultado de la asimilacion del NH," por parte
de las microalgas pues de acuerdo con Holl et al. (2011) en sistemas de cultivos intensivo
de L. vannamei con presencia de biofloculos, el NH," es la fuente preferida de N inorgéanico

por parte de las microalgas.

Al analizar la variacion en la concentracion de PO,®, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre los tratamientos y utilizando solamente CM se obtuvo el valor
més bajo: 20.20 + 17.96 uM PO,™. Se encuentra reportado que la concentracion de P en el
medio afecta significativamente la asimilacién y contenido del mismo en las microalgas, lo
anterior, en sistemas donde el estimulo para la rapida asimilacion tanto de fosfatos como de
polifosfatos es el resultado especifico derivado de la limitacion de dicho nutriente (Patel et
al. 2012).

El buen desempefio de especies de microalgas marinas en la asimilacion de P se debe a su

evolucion dentro de ambientes marinos bajo condiciones extremas y concentraciones
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variables de nutrientes (Elser et al. 2007). En este experimento, se observé que el uso de la
microalga T. suecica mas el consorcio microbiano resultdé en una buena asimilaciéon de
PO43, lo cual concuerda con lo reportado con Patel et al. (2012) en donde evaluaron el
desempefio de T. suecica en la asimilacion de dicho residual y como resultado obtuvieron
porcentajes de remocion del 80 % o con lo reportado por Aslan y Kapdan (2006) quienes
obtuvieron porcentajes de remocion del 78 %.

En los acuarios donde se utilizaron las microalgas C. capsulata, T. chui, I. galbana y C.
calcitrans en conjunto con el consorcio microbiano, se observd un incremento en la
concentracién de PO,. Lo anterior pudo deberse a la lisis de las celulas de las microalgas
lo cual, permitié que el P acumulado al interior de las células regresara al agua residual
(Droop 1975). En general la disminucion en los procesos de eliminacion y/o acumulacion
de P en la biomasa microalgal puede explicarse con la edad de los cultivos cuando éstos,

alcanzan una fase estacionaria (Martinez et al. 2000).

Cabe mencionar que a los acuarios control donde solo se suministraba el alimento se les
hacia un recambio diario del 80 % lo cual pudo tener efecto sobre la concentracion final de
NH4*, NO,", NOs  y PO, pues ésta fue considerablemente menor en comparacién con el
resto de los tratamientos (Tabla XVIII).

El reciente progreso realizado en el area de los cultivos super-densos o también conocidos
como cultivos en suspension (Avnimelech 2006; Hargreaves 2006), refuerza la teoria de
que la produccion de organismos acuaticos es posible en cultivos hiperintensivos; ademas
de representar una tecnologia de produccion amigable para el ambiente puesto que se
utiliza una menor extension de terreno, la calidad de las aguas residuales mejora, la
generacion de efluentes disminuye en forma significativa pues las tasas de recambio son
muy bajas o nulas y con esto, también se reduce la presencia de microorganismos
responsables de enfermedades infecciosas. (Azim y Little 2008; Burford et al. 2003, 2004a;
De Schryver et al. 2008; McAbee et al. 2003; McNeil 2000; Pruder 2004; Schveitzer et al.
2008; Sowers et al. 2005; Wasielesky et al. 2006).
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9. CONCLUSIONES

El agua residual proveniente del cultivo de L. vannamei con potencial para
ficorremediacidn, se encuentra constituida principalmente por nitrégeno inorganico
disuelto (formado en su mayoria por amonio), cierta cantidad de nitrégeno organico
disuelto y un pequefio porcentaje de fosforo disuelto tanto organico como

inorganico.

La mayor parte del fésforo residual se encuentra en la fase particulada y los valores
mas altos se observaron en las dietas con alto porcentaje de proteina sin importar la
fuente proteica utilizada. De igual forma, la concentracion del fosforo total y del
fésforo inorgéanico disuelto aumentaron con el nivel de proteina sin importar la
fuente proteica. La mayor parte del nitrogeno residual se encuentra en forma de
amonio y las concentraciones de las diferentes formas residuales de nitrégeno

evaluadas, aumentaron con respecto al nivel de proteina.

Sustituir la harina de pescado por fuentes de proteina vegetal no varié en forma
significativa la composicion de las diferentes formas residuales de nitrdgeno. Méas
no asi para las diferentes formas de fdsforo residual, ya que dicha sustitucion,
disminuyd su concentracion en forma significativa. La sustitucion de la harina de
pescado por fuentes de proteina vegetal contribuy6 en forma significativa tanto a la
retencion de nitrégeno como de fosforo, sin afectar a ninguno de los parametros de

produccién evaluados (supervivencia, tasa de crecimiento y peso final).

Las cepas de las microalgas marinas C. capsulata, T. suecica y T. chui se
encuentran asociadas con las bacterias heterotréficas marinas A. macleodii, M.
lutimaris, M. alkaliphilus, M. salsuginis y B. megaterium. Las primeras tres, fueron
persistentes aun después de tratar a las tres cepas de microalgas con los diferentes
antibidticos los cuales, pudieron inhibirlas en condiciones in vitro mas no in vivo.
Las dos cepas de bacterias restantes, no persistieron después del tratamiento con la

combinacion de procesos de centrifugacion mas antibioticos.
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Las diferentes cepas de bacterias aisladas e identificadas en asociacion con C.
capsulata, T. suecica y T. chui poseen la capacidad para crecer en medios minerales
como el medio F/2 siempre y cuando sean enriquecidos con acetato como fuente de
carbén organico, nitritos y fosforo inorganico. La adicion de acetato al medio de
cultivo de C. capsulata disminuye el crecimiento de la misma, en relacién a la
concentracion de dicha fuente de carbono. La microalga C. capsulata junto con las
tres bacterias persistentes (A. macleodii, M. lutimaris y M. salsuginis) asimila
rapidamente el fosforo inorgdnico, mas no asi los nitritos, al utilizar el medio

mineral F/2 con nitritos como fuente de nitrogeno.

La reincorporacion de B. megaterium y M. salsuginis no afecta el crecimiento de C.
capsulata, solo si dichas bacterias son adicionadas después de cuatro dias de
cultivo, cuando las concentraciones de fosforo inorganico disuelto son bajas; pero si
mejora su desempefio en la asimilacion de fosfatos y nitritos en el caso de la adicion

de B. megaterium.

Al utilizar por separado, las combinaciones de las microalgas T. chui, C. calcitrans
o C. capsulata junto con el consorcio microbiano evaluado en el cultivo
experimental de L.vannamei se obtuvieron las tasas de crecimiento y peso final méas
altos. El mejor porcentaje de supervivencia se obtuvo con el uso de la combinacién
C. capsulata méas el consorcio microbiano. La mejor asimilacion de amonio se
obtuvo utilizando la combinacion de T. chui mas el consorcio microbiano; la mejor
asimilacion tanto de nitritos como de fosfatos, se obtuvo con el uso del consorcio
microbiano. Mientras que para los nitratos no se observaron diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos evaluados.

Para incrementar la eficiencia del uso de biofloculos compuestos por microalgas
mas bacterias, es necesario incorporar especies de microalgas que puedan fijar altas
cantidades de CO,, que posean alta eficiencia de conversion energética con baja

intensidad luminosa asi como mayor asimilacion de nutrientes residuales.
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