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RESUMEN

La actividad acuicola en el cultivo del camarén blanco utilizando agua recirculante deteriora la calidad del agua por la accién hidrodinamica agua-
metabolitos-materia organica, que generan impactos negativos en la produccion del crustaceo. El objetivo de esta investigacion es demostrar que la
microbiota autéctona extraida del mangle rojo estimula la biorremediacion. Para este fin se sometio la microbiota a un proceso de bioaumentacion
que enriquece su biodiversidad, de tal forma que al ser utilizada garantice la actividad biorremediadora. La aplicacion del tratamiento se inicia
con el diagnostico de calidad del agua en las diferentes etapas del proceso, a través del monitoreo de compuestos toxicos como, amonio, nitritos
y nitratos y la evaluacion de la biodiversidad microbiana utilizando técnicas metagendmicas como la Prueba de Reaccion de la Polimerasa,
Electroforesis en la comprobacion del ADN y su secuenciacion mediante la técnica ILLUMINA. Los resultados revelan que los parametros téxicos
mantienen niveles 6ptimos de calidad con la aplicacion de la microbiota compuesta por 1780 especies microbianas. Estadisticamente se demostré
la disminucion significativa de niveles de compuestos toxicos que comprueba la hipétesis, de que la microbiota del mangle rojo actla eficazmente
en la biorremediacion del agua en el cultivo de camaron blanco.
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ABSTRACT

The aquaculture activity in the white shrimp culture using recirculating water deteriorates the quality of the water by the hydrodynamic action of water-
metabolites-organic matter, which generate negative impacts on the production of the crustacean. The objective of this research is to demonstrate
that the autochthonous microbiota extracted from the red mangrove stimulates bioremediation. For this purpose, the microbiota was subjected to a
process of bioaugmentation that enriches its biodiversity, so that when used, it guarantees bioremediation activity. The application of the treatment
begins with the diagnosis of water quality in the different stages of the process, through the monitoring of toxic compounds such as ammonium, nitrites
and nitrates and the evaluation of microbial biodiversity using metagenomic techniques such as the Reaction Test of the Polymerase, Electrophoresis
in DNA testing and sequencing using the ILLUMINA technique. The results reveal that the toxic parameters maintain optimum levels of quality with
the application of the microbiota composed of 1780 microbial species. Statistically it was demonstrated the significant decrease of levels of toxic
compounds that the hypothesis proves, that the red mangrove microbiota acts efficiently in the bioremediation of water in the white shrimp culture.
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I. INTRODUCCION

La produccion acuicola del camardn blanco enfrenta serios
problemas ambientales en los sistemas de produccion,
debido a la generacion de compuestos toxicos nocivos para
la especie, como producto de la actividad hidrodinamica
de los metabolitos originados en la nutricion que al
ser degradados estimula la acumulacion de la materia
organica y su oxidacion genera amonio, nitritos y nitratos,
que afecta la calidad del agua y la produccion acuicola.
Diversas estrategias se han implementado en los sistemas
de produccion, entre ellos el de recirculacion de agua
que incluye el uso de probidticos como los consorcios
microbianos que conlleva a obtener mayor rendimiento
en la produccion, disminuir la contaminacion del agua,
suelo y medio ambiente. Vershuere, Rombaut, Sorgeloos
y Verstracte (2000) definen a un probidtico como el
“suplemento microbiano vivo que tiene efectos beneficiosos
en el hospedador modificando la flora asociada al mismo y
la flora asociada al ambiente”. Posteriormente, Reid, Jass,
Sebulsky y McCormick (2003) incluyen la frase “cuando
son administradas en cantidades adecuadas confieren un
beneficio saludable para el hospedador”.

En este ambito se estima que la aplicacion de
estrategias no contaminantes, estimula la disminucion
de niveles de metabolitos toxicos, tal como estipula los
procedimientos de Buenas Practicas de Produccion (BPP).
Entre las técnicas mas utilizadas en este campo estd la
Biorremediacién, definida como una tecnologia que
utiliza el potencial metabolico de los microorganismos
como bacterias, hongos y levaduras, para transformar
contaminantes organicos en compuestos mas simples,
cuyo efecto toxico es disminuido o eliminado (Glazer y
Nikaido, 2007).

El objetivo de esta investigacion es determinar
que la microbiota autoctona del ecosistema del mangle
rojo extraida del estuario del rio Chaguana, estimula
la biorremediacion del agua recirculante en el cultivo
de camardén blanco. La hipoétesis general plantea que
la microbiota autéctona del mangle rojo estimula la
biorremediacion del agua favoreciendo la degradacion
y oxidacion de la materia organica manteniendo la
calidad del agua en condiciones Optimas para el cultivo
del camardn blanco. Los resultados de la investigacion
permiten beneficiar al sector productivo acuicola al
mantener la calidad de agua en condiciones Optimas
para la produccion del camardn blanco, garantizando
la seguridad alimentaria y desarrollo socioecondmico.
En el ambito medioambiental las estrategias de
biorremediacion también es aplicable en la conservacion
de suelos y en la industria agropecuaria, por lo que se
relaciona con estudios como: “Impacto del Dren 4000 al
Ecosistema Marino de la Caleta Santa Rosa, Lambayeque
y Alternativas de Recuperacion” (Nizama y Cabrera,
2018). “Evaluacion de la carga bacteriana y resistencia
a antibidticos de bacterias aisladas en zonas marinas
de alta influencia de produccion larvaria en Ecuador”
(Mendoza, Tinoco y Nieto, 2016). “Actividades
agropecuarias del Sitio «La Boveda» y su incidencia
en la calidad del agua de escorrentia al embalse Sixto
Duran Ballén” (Espinel, Cabrera, y Aguilar, 2017).

II. METODOS

De acuerdo al diseflo experimental la metodologia aplicada
se realiza en tres fases: Diagnostico de la calidad del agua,
Biorremediacion del agua previo la siembra del camaron y
Biorremediacion en la fase de produccion.

2.1 Primera fase:

Eldiagnostico de la calidad del agua previo alaaplicacion de
la microbiota para la biorremediacion, se realiza a través del
monitoreo de los parametros toxicos del agua recirculante
en el canal de recoleccion, sedimentador y reservorio,
utilizando un espectrofotometro multiparametro.

2.2 Segunda fase:

Corresponde a la biorremediacion del agua en el canal
de recoleccion, sedimentador y reservorio, mediante la
aplicacion de la microbiota bioaumentada en funcién del
nivel de los parametros nitrogenados toxicos monitoreados,
hasta estabilizar en concentraciones optimas para el cultivo
del camaron.

2.3 Tercera fase:

Comprende el monitoreo de los parametros nitrogenados
toxicos en la piscina de produccién, donde se mantiene
el agua recirculante en condiciones Optimas para el
desarrollo de la especie sembrada y para lo cual se adiciona
periddicamente la microbiota bioaumentada a partir de la
semana cero y durante todo el proceso de la produccion,
hasta su cosecha final. Paralelamente se recolecta muestras
de sedimento, agua recirculante y del producto, para el
analisis metagenémico que permite la caracterizacion de
la biodiversidad microbiana. Para la extraccion del ADN se
aplica la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasas
(PCR) y se comprueba su calidad por electroforesis. La
secuenciacion del ADN extraido se realiza a través de la
técnica ILLUMINA.

III. RESULTADOS

Los datos obtenidos en las diferentes fases de la
experimentacion permiten evaluar la calidad del agua,
estimar la biorremediacion utilizando la microbiota
bioaumentada y determinar la biodiversidad microbiana.

En referencia al analisis de los parametros
fisicoquimicos del canal recolector de agua, sedimentador
y reservorio, previo al tratamiento de la biorremediacion, se
evidencia alto indice de turbidez en referencia a la Escala
del Disco de Secchi (ver Tabla 1, Grafico 1).

En la Tabla 1, se evidencia turbidez entre 12.00 y
32.00 cm (Escala del Disco de Secchi), la temperatura
promedia 24°C, el pH se mantiene en 8.3 en el reservorio,
el oxigeno disuelto por debajo de 3.2 mg/L, el amonio
promedio 4.20 mg/L, nitritos 3.6 mg/L y los nitratos 4.85
mg/L, concluyéndose que la calidad del agua esta afectada
en el 86%.

La adicion de la microbiota bioaumentada constituye
la iniciacion de la biorremediacion de la calidad del agua
recirculante a utilizarse en el cultivo del camaron blanco.
Se inicia en el canal de recoleccion del agua recirculante,
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua recirculante en la fase previa de diagnéstico

Parametros del agua recirculante previo la siembra del camarén blanco
dl\éllo:ituo;es?n Fecha de Turbidez | Temperatura | pH/ escala Amonio Nitritos Nitratos Oxigeno
Micr%biota monitoreo | cm/disco °C acido-base | mg/L NH3 | mg/L NO2 | mg/L NO3 mg/L 02
Canal recolector 14/11/2016 12.00 28.00 7.82 4.20 3.60 4.85 3.50
Sedimentador 14/11/2016 22.00 22.00 7.95 3.25 2.00 20.70 472
Reservorio 14/11/2016 32.00 21.00 8.30 1.00 0.50 0.68 5.90
Fuente: Tesis Doctoral 2016
Turbidez  Temperatura Ph Amonio Nitritos Nitratos Oxigeno
B Canal recolector M Sedimentador Reservorio
Grafico 1. Parametros fisicoquimicos del agua recirculante en la fase previa de diagndstico
Tabla 2. Parametros fisicoquimicos en el agua recirculante en la fase inicial de biorremediacion
Parametros fisicoquimicos en el agua recirculante en la fase inicial de biorremediacion
dg’:%niz‘;rﬁgn Fecha de | Microbiota | Turbidez | Temperatura | pH/ escala | Amonio Nitritos Nitratos | Oxigeno
trata?niento monitoreo | en litros | cm/disco ° acido-base | mg/L NH3 | mg/L NO2 | mg/L NO3 | mg/L 02
Canal recolector | 18/11/2016 2000.00 12.00 26.00 7.87 4.50 3.80 5.12 3.50
Sedimentador 21/11/2016 3000.00 28.00 22.00 8.60 1.00 0.50 0.68 5.65
Reservorio 24/1172016 2000.00 32.00 21.00 8.25 0.25 0.10 0.14 6.08

Fuente: Tesis Doctoral 2016

en el sedimentador y en el reservorio, donde se experimenta
una interaccion de 72 horas en cada fase, con la finalidad
de obtener y estabilizar la calidad del agua a limites
técnicamente permisibles (ver Tabla 2, Grafico 2).

EnlaTabla 2, se evidencia la estabilidad de parametros
basicos y disminuye la concentracion de compuestos
toxicos en un periodo de 72 horas de interaccion. La
turbidez presenta 25-60 cm (Escala de Secchi), la
temperatura 21°C, el pH 8.25 y el oxigeno disuelto se
mantiene en niveles aceptables. El amonio de 4.25 a 0.1
mg/L, los nitritos de 3.25 a 0.1 mg/L NO2 y los nitratos
de 5.12 a 0.14. En porcentaje disminuye el 94.5, 99.6 y
97.26% respectivamente.

En la fase de produccion la biorremediacion mantiene
estable los pardmetros basicos. Los tdxicos promedian en

las primeras seis semanas niveles variables que luego se
estabilizan en concentraciones admisibles para la produccion
acuicola. El oxigeno disuelto se mantiene en concentraciones
aceptables entre 7.25 y 10.5 mg/L (ver Grafico 3).

La biodiversidad microbiana determin6 diversos
niveles taxonomicos expresados en Unidades Operacionales
Taxonomicos (OTUs), entre ellos Phyllum: 49; Clases:
116; Ordenes: 209: Familia: 337; Géneros: 548; Especies:
1780. La secuenciacion registra 1.367.038 secuencias de
ADN en bruto. De ellas 1.329.793 son de calidad mayor a
30 (> Q) y 37 menores a 30 (< 30), Las Secuencias de alta
calidad es 1.232.875 asignadas en Unidades Operacionales
Taxonémicas (OTUs). De ellas 1.030.146 tienen una
riqueza mayor 1 1% y 202.729 menor all% (ver Graéfico 4,
Griafico 5).
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Grafico 2. Parametros fisicoquimicos en el agua recirculante en la fase inicial de biorremediacion
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Grafico 3. Microbiota bioaumentada utilizada en la biorremediacion del agua recirculante en la fase de produccion del camarén blanco
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Grafico 4. Niveles taxonémicos en la microbiota bioaumentada utilizada en la biorremediacion
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Grafico 5. Secuenciacion del ADN de la microbiota bioaumentada
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Grafico 6. Relacion de la riqueza metagendmica, Otus e indice de biodiversidad microbiana

Los Otus asignados en las diferentes muestras
analizadas permite establecer la relacion entre la riqueza y
biodiversidad de las especies (ver Grafico 6).

El nivel taxonémico “Especie”, es el mas abundante
con 1.780 secuenciaciones. La especie de mayor impacto
es la Unclassified con el 61,22%, Uncultured bacterium
26,40%, Uncultured organismo 1,33%, Lactobacilos
0,82, Uncultured bacteroide 0,66%, que representan en
conjunto el 90,43% y el 9.57% se asigna a otras especies
(ver Grafico 7).

La verificacion de la hipodtesis determina
estadisticamente la normalidad de los datos obtenidos
en la experimentacion con la adiciéon de la microbiota
bicaumentada que mantiene el nivel de parametros
nitrogenados toxicos en concentraciones Optimas para el
cultivo del camaron blanco.

La Hipotesis que la microbiota estimula la
biorremediacion del agua en el cultivo del camaron blanco se
comprobo aplicando la prueba de Shapiro-Wilk (ver Tabla 3).

Tabla 3. Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad de parametros
nitrogenados

Shapiro - Wilk
Parametros
Estadistico Gl Valor p
Amonio 0.671 12 0.054
Nitritos 0.724 12 0.061
Nitratos 0.778 12 0.075

De acuerdo a la Tabla 3, la prueba de Shapiro-Wilk
(n<30) demuestra la normalidad de las variables, que
mantiene en los tres parametros analizados un valor p
mayor a 0,05, lo que no es posible rechazar Ho.

W. Torres & O. Tinoco & A. Huamantinco & E. Mialhe & L. Conde
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Grafico 7. OTUs predominantes en el nivel taxondmico “Especie”

Tabla 4. Parametros nitrogenados mediante el test de t de Student

Indicadores t de Student
Parametros | Media i . :
Sig. Diferencias . .
H1 Ho t gl (bilateral) de medias Inferior | Superior
Amonio 0.0825 <0,10 010 | 0625 | 11 0.045 -0.0175 -0.0792 0.0442
Nitritos 0.1050 <0,23 023 | 3240 | 1 0.008 -0.12500 -0.2099 -0.0401
Nitratos 0.1442 <0,20 50,20 | -1.075 | 11 0.035 -0.05583 -0.1701 0.0585

La verificacion de hipotesis a través del test de t de
Student permite comprobar el efecto biorremediador de la
microbiota autdctona del mangle rojo sobre los parametros
nitrogenados toxicos, como referencia se consideran los
valores permisibles para cada uno de ellos: amonio (< 0,1);
nitritos (< 0,23); y nitratos (< 0,20), utilizando un intervalo
de confianza del 95% (ver Tabla 4).

Segin la Tabla 4, se observa la disminucion
significativa del nivel en los tres parametros nitrogenados
toxicos (amonio: 0,045; nitritos: 0,008; nitratos: 0,035),
donde los valores obtenidos y la media descriptiva son
menores al indicador H1, que comprueba la hipotesis y
rechaza Ho.

En las siguientes ilustraciones se evidencia parte
del proceso para la extraccion del ADN de la microbiota
aplicando la técnica de PCR, donde se procesa un lote
de 6 muestras para la homogenizacion, limpieza y
extraccion del ADN, como paso previo de replicacion
de las bandas de ADN en el Termociclador (ver Grafico
8). El ADN replicado es sometido a la técnica de
Electroforesis en placa de Agarol, con la finalidad de
comprobar la calidad del ADN, donde las bandas de ADN
despliegan fluorescencia a través del bromuro de etidio
en funciéon del nimero de pares replicados (ver Grafico
9). La microbiota bioaumentada es procesada a través de
fermentacion anaerobia y almacenada en estanques con

observacion periddica de su calidad previo su utilizacion
en la biorremediacion (ver Grafico 10).

Grafico 8. Proceso de extraccion del ADN de la microbiota aplicando
la técnica de PCR, con el Kit Power Soil DNA.
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Grafico 9. Control de calidad del ADN aplicando la técnica de
Electroforesis.

Grafico 10. Calidad de la microbiota bioaumentada utilizada en al
biorremediacion.

IV. DISCUSION

1.

El impacto negativo de los residuos toxicos
conforme el monitoreco de  parametros
nitrogenados, evidencian afectacion en la calidad
del agua recirculante en el cultivo del camarén
blanco en la fase de diagnostico. Burford y
Williams (2001) destacan la importancia en
conocer la dinamica del nitrogeno proveniente
del metabolismo de los alimentos, las heces
del camarén y la interaccion de la microbiota,
aumentando la biomasa de materia organica,
afectando notablemente la calidad del agua y la
produccidn.

Conforme el monitoreo de los parametros
toxicos en el agua de recirculacion del cultivo de
camaron, la Biorremediacion con la microbiota
bioaumentada mejor6 notablemente la calidad del

agua, en sus diferentes fases manteniendo niveles
optimos para la produccion acuicola. Lezama,
Paniagua y Zamora (2010); Philip y Anthony
(2006), refieren que la utilizacién de comunidades
bacterianas indigenas disminuye ostensiblemente
los niveles de compuestos toxicos manteniendo
la calidad optima del agua para el cultivo de
camardn blanco. Mendoza (2010), concluyd que
los mejores tratamientos de biorremediacion del
agua en el cultivo del camarén blanco se obtienen
con bacterias nitrificantes del género Nitrosomas
y Nitrobacter.

3. Las técnicas metagendmicas permitieron conocer
la biodiversidad microbiana de la microbiota
utilizada en la biorremediacion, como un
potencial probidtico con un impacto positivo en
la produccion acuicola atribuida a la asociacion
de comunidades bacterianas que interactuan
con los metabolitos procedentes de la nutricion-
agua-sedimento. Esta estrategia se relaciona con
lo planteado por el grupo de investigacion de la
Universidad de Australia (1977), donde evidencia
la actividad de la biota extraida del mangle rojo
como alternativa para mantener un control de los
niveles de parametros basicos y toxicos en el agua
de los cultivos de camarén blanco.

4. Larelacion de la biodiversidad de 1a microbiota es
directa con la actividad probiotica del consorcio
microbiano en el agua recirculante del cultivo
de camarén blanco. El 90.43% de los OTUs
de mayor diversidad microbiana corresponde
a cinco especies y de ellas el 87,62%, son
Unclassified y Uncultured bacterium clasificadas
en este ambito debido a que no se conoce con
especifidad su nomenclatura microbiana, el
2.81% le corresponde a especies bien definidas
como Lactobacilos y Uncultured bacterium. Esta
biodiversidad casi desconocida mantiene los
parametros basicos y toxicos en concentraciones
optimas para la produccion acuicola.

V. CONCLUSIONES

La microbiota autoctona extraida del ecosistema
del mangle rojo, bioaumentada con fuentes energéticas
y nutritivas estimula eficazmente la biorremediacion del
agua recirculante en el cultivo del camarén blanco, de tal
forma que mantiene los niveles de compuestos basicos y
toxicos en concentraciones admisibles para la produccion.

La cuantificacion de parametros toxicos en el
agua recirculante en el cultivo del camarén blanco es el
proceso analitico adecuado para evaluar la eficiencia de la
microbiota del mangle rojo bioaumentada, utilizada en la
biorremediacion del agua.

Las técnicas metagendomicas utilizadas permitid
establecer la biodiversidad de la microbiota autdctona y
bioaumentada utilizada en la biorremediacion del agua
recirculante en el cultivo del camardn blanco con un grado
de especifidad del 99.9%.
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La utilizacion de la microbiota del mangle rojo en la
biorremediacion del agua en el cultivo del camaroén blanco
no incide en la microflora bacteriana del crustaceo como
se evidencio en el analisis metagendémico del camarén en
produccion y en cosecha.
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