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RESUMEN

La acuicultura se ha convertido en una practica importante a nivel mundial, representando
cerca del 90% de la produccion mundial de mariscos. Esta es la principal razon por la que es
esencial tener conocimiento sobre los microorganismos que se encuentran asociados con los
sistemas acuicolas. Solo asi se lograra superar los desafios a los que se ha enfrentado la
acuicultura en los ultimos afios, por ejemplo los brotes de enfermedades causados por
bacterias patdgenas. La adicion de suplementos probidticos es una alternativa que ha ido
ganando gran relevancia durante los ultimos afios para combatir y controlar la presencia de
patdgenos en estos sistemas. Estos pueden definirse como suplementos que contienen
microorganismos vivos los cuales confieren beneficios al huésped animal mediante el
mejoramiento de su balance microbiano. El objetivo de este estudio fue caracterizar las
comunidades microbianas presentes en estos tipos de productos que son incorporados con
frecuencia a los sistemas acuicolas como alternativa al uso de antibioticos. Se analizaron dos
muestras de suplementos probidéticos. Los suplementos fueron filtrados previo a la extraccion
de ADN. Luego se utilizé el kit DNeasy® PowerSoil® para extraer el ADN de las muestras.
El ADN extraido fue secuenciado utilizando la plataforma Illumina (16S Metagenomics
Sequencing). Los resultados de la secuenciacion fueron analizados mediante el uso de la
plataforma bioinformatica QIIME 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), en la que
se calculé la abundancia relativa y una lista de la taxonomia encontrada en ambas muestras.
Tanto en la muestra DM_USFQ_001 como en la muestra DM_USFQ_002 se encontré que el
filo méas dominante fue Proteobacteria, representando el 91.83% y 74.26% de la microbiota
total. De igual manera, en la muestra DM_USFQ 001 se report6 que el 74.32% de
organismos presentes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae mientras que en la muestra
DM_USFQ_002 tan solo el 6.60% representaba a esta familia. Adicionalmente, en la muestra
DM_USFQ 002 se pudo encontrar que el 18.36% representaba al género Rizhobium y el
14.70% a la especie Gulbenkiania mobilis. Los resultados del analisis evidenciaron que los
microorganismos encontrados en las muestras no son los més utilizados a nivel comercial, sin
embargo presentan un gran potencial en el tratamiento de enfermedades y mantenimiento de
los sistemas acuicolas. El presente estudio podria impulsar el desarrollo de futuras
investigaciones sobre las interacciones microbianas y la ecologia en este tipo de sistemas.

Palabras clave: microbiota, microbioma, acuicultura, sistemas acuicolas, microorganismos,
probidticos, comunidades microbianas, frecuencia relativa.



ABSTRACT

Aquaculture has become an important practice globally, accounting for about 90% of the
world's seafood production. This is the main reason why it is essential to acquire knowledge
about the microorganisms that are associated with aquaculture systems. This is the only way
to overcome the challenges faced by aquaculture in recent years, such as disease outbreaks
caused by pathogenic bacteria. The addition of probiotic supplements is an alternative that
has been attaining great relevance over the last few years to tackle and control the presence of
pathogens in these systems. These can be defined as supplements containing living
microorganisms, that confer benefits on the animal host by improving its microbial balance.
The objective of this study was to characterize existing microbial communities in this type of
products which are frequently incorporated into aquaculture systems as an alternative to the
use of antibiotics. Two samples of probiotic supplements were analysed. The supplements
were filtered prior to DNA Extraction. The DNeasy® PowerSoil® kit was used to extract
DNA from the samples. The DNA extracted was sequenced using the Illumina platform (16S
Metagenomics Sequencing). The sequencing results were analysed using the bioinformatics
platform QIIME 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), which calculated the
relative abundance and a list of the taxonomy for both samples. On both, DM_USFQ 001
and DM_USFQ_002 samples, the most dominant phylum found was Proteobacteria,
accounting for 91.83% and 74.26% of the total microbiota. Likewise, it was reported that in
the DM_USFQ_001 sample 74.32% of organisms found belonged to the Enterobacteriaceae
family, while in the DM_USFQ_002 sample only 6.60% was representing this family. In
addition, in the DM_USFQ_002 sample it was found that 18.36% was representing the genus
Rizhobium and 14.70% was representing the species Gulbenkiania mobilis. The results of the
analysis revealed that microorganisms found in the samples are not the most used
commercially, however they have great potential in the treatment of diseases and preservation
of aquaculture systems. This study could lead the development of future research on
microbial interactions and ecology in such systems.

Keywords: microbiota, microbiome, aquaculture, aquaculture systems, microorganisms,
probiotics, microbial communities, relative frequency.
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1 INTRODUCCION

La acuicultura es una de las areas de mayor crecimiento a nivel mundial,
particularmente en Asia, ya que representa aproximadamente el 90% de la produccion global.
Sin embargo, los brotes de enfermedades que se presentan de manera constante en estos
sistemas afectan al desarrollo econémico de las poblaciones locales. A pesar de que se ha
logrado controlar estos brotes mediante el uso de antibi6ticos y quimicos, la utilizacion de
estos ha creado controversia por sus impactos negativos como el desarrollo de resistencia a
farmacos, acumulacion de residuos, entre otros. Por lo que, los productores se encuentran en
busca de métodos alternativos que sean capaces de mantener un ambiente microbiano
saludable en estos sistemas para asi mantener la salud de los organismos que son cultivados

(Sahu et al., 2008)

El uso de probidticos es uno de los métodos que se encuentra ganando relevancia en
el control de posibles patogenos. Estos se pueden definir como suplementos que contienen
microorganismos vivos los cuales confieren beneficios al huésped animal mediante el
mejoramiento de su balance microbiano (Fuller, 1989). Los probidticos forman parte
fundamental en la degradacion de materia organica reduciendo asi la formacién de lodos y
por lo tanto la calidad del agua ser4 mejor, reduciendo enfermedades, olores y por ultimo

mejorando la produccion (Sahu et al., 2008).

Durante varios afios se ha examinado una variedad de probidticos para su uso en la
acuicultura, los cuales se encuentran normalmente compuestos por bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas, y se ha comprobado su éxito en una amplia gama de invertebrados y
vertebrados. Hasta la fecha, los probioticos han sido empleados en el agua y como alimento
artificial y vivo (rotiferos y artemia). Entre los organismos que se han reportado en este tipo

de suplementos durante experimentos in vitro, in vivo y de campo se puede encontrar a
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especies del género Bacillus, Carnobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus,
Streptococcs, Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio y otras bacterias &cido lacticas que no han

sido nombradas (Irianto & Austin, 2002).

Se han reportado varios beneficios al momento de utilizar probioticos como la
produccién de compuestos inhibidores, es decir que los microorganismos liberan una
variedad de compuestos quimicos que son inhibidores para bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, evitando su propagacion (De Schryver et al., 2012). Otro de los beneficios es que
estos microorganismos compiten con los patdgenos por la adhesién a sitios y alimento en la
superficie epitelial del tracto digestivo, previniendo asi la colonizacion de este . De igual
manera, se encuentran en competencia por los nutrientes con los microorganismos patdgenos.
Ademas, son considerados como una fuente de nutrientes y contribuidores de enzimas que
ayudan a los procesos de digestion de animales acudticos (Balcazar et al., 2006). Igualmente,
estimulan el mejoramiento de la respuesta inmune e influencian de manera positiva sobre la
calidad del agua, ya que son capaces de participar en el retorno de nutrientes organicos dentro
de los sistemas. Asimismo, ciertos tipos de bacterias utilizados como probidticos poseen
actividades antivirales, aunque en la actualidad no se conoce el mecanismo exacto de como lo

realizan (Sahu et al., 2008).

La metagendmica se encarga de estudiar las comunidades microbianas que han sido
muestreadas a partir de su entorno natural de manera directa, sin la realizacion de un cultivo
previo (Shah et al., 2011). Se conoce que mas del 99.8% de los microbios presentes en
algunos ambientes no pueden ser cultivados, por lo que la metagendmica es una opcion para
el estudio de la composicién filogenética, capacidad metabodlica, diversidad de especies,

composicion filogenética y diversidad funcional (Shah et al., 2011).
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La microbiota se podria describir como un conjunto de formas de vida microbiana
(incluyendo bacterias, arqueas, eucariotas y virus) que se encuentran dentro de un héabitat o
huesped (Sommer & Béckhed, 2013). Por otra parte, la palabra microbioma ha sido utilizada
para describir a los componentes microbianos de los ecosistemas, es decir que esta representa
la diversidad ecolodgica total de los microorganismos (comensales, patdgenos y simbidticos,
entre otros.) que abarcan ciertos ecosistemas o habitats (Saleem, 2015). La composicion de la
comunidad y su abundancia son distintas cuando se compara diferentes habitats en el
ecosistema global. EI microbioma se encarga de realizar una variedad de procesos
ecologicos, biogeoquimicos y bioldgicos, por lo que los estudios de este y de su rol en el
funcionamiento de los ecosistemas se han vuelto un campo de investigacion bastante

solicitado (Saleem, 2015).

Especificamente, el secuenciamiento metagendmico del ARN ribosomal 16S se
refiere al analisis genomico de los filotipos del ARN ribosomal 16S a partir del ADN, el cual
es extraido de manera directa desde comunidades bacterianas que se encuentran en muestras
clinicas o ambientales (Grice & Segre, 2011). Los marcadores como el 16S en bacterias y
archaeas son constantemente utilizados para caracterizar la diversidad filogenética y

composicién taxondmica de muestras ambientales (Langille et al., 2013).

Mediante el uso de diferentes tecnologias de secuenciacion y focalizacion de
diferentes subregiones de los genes 16S rARN se puede obtener como resultado la distinta
composicion de las comunidades microbianas presentes en una muestra (Yang et al., 2016).
El secuenciamiento metagenomico busca muestrear todos los genes de una comunidad y es

capaz de producir perfiles funcionales metabdlicos detallados (Langille et al., 2013).

Es fundamental el estudio de la microbiota en este tipo de sistemas debido a que esta

puede generar un impacto grande sobre la salud de los organismos que viven en estos
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sistemas, ademas podria permitir conocer el origen de los brotes de enfermedades y brindar
mejores soluciones para estos eventos. El conocimiento sobre las comunidades microbianas
en términos de dinamica, funcionalidad, composicion y efectos sobre parametros ambientales
importantes puede ser altamente Util para el mejoramiento del disefio operacional. Para asi
lograr que la crianza de los organismos que habitan estos sistemas sea sostenible. El
propdsito de este estudio fue analizar la composicion microbiana presente en dos muestras de

suplementos probidticos utilizados en la industria de la acuicultura.

2 METODOS

2.1 Extraccion de ADN

Primero, se tomaron dos muestras (DM_USFQ 001 y DM _USFQ 002) de
suplementos probioticos utilizados en sistemas acuicolas, estas fueron recolectadas en tubos
estériles respectivamente. Para el proceso de extraccion de ADN a partir de las muestras se
procedio a utilizar el kit DNeasy® PowerSoil® (QIAGEN, Estados Unidos), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para el procesamiento de la muestra se realiz6 un proceso de
filtrado previo, para lo cual se utilizé un filtro Millipore de 0.22 pm y 47 mm, el cual fue
colocado en el embudo de filtracion. Posterior a la filtracion, los filtros fueron introducidos

dentro de tubos con microperlas (PowerBead Tube) provistos en el kit de extraccion.

Después, el ADN fue cuantificado mediante el uso del espectrofotometro
NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific, Estados Unidos). Luego, las muestras fueron enviadas
para su secuenciacion a Macrogen Korea, donde se utilizo la plataforma Illumina (16S
Metagenomics Sequencing), el tipo de lectura fue de extremo emparejado (paired-end) y la
longitud de la lectura fue de 300pb. Después de haber realizado este proceso, se obtuvieron

archivos fastg, los cuales contenian las secuencias crudas de cada una de las muestras.

2.2 Analisis bioinformatico
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Para el analisis bioinformatico, se instald la plataforma de andlisis de microbiota
QIIME2 (version 2019.10), siguiendo las instrucciones del desarrollador (Bolyen et al.,
2019). Para el analisis de las muestras, primero se procedio a crear un archivo de “sample-
metadata.tsv”’ usando los datos colectados de cada una de las muestras e importandolos al
directorio de trabajo. Luego, para importar los archivos que contenian las lecturas del
secuenciamiento, se cred un archivo conocido como “manifest”, donde se detalld el nombre
de cada archivo demultiplexeado de cada muestra, indicando la extension del archivo
“fastq.gz”, y su directorio de ubicacion; y bajo la terminal de linux mediante la utilizacion del
comando giime tools import se import6 el manifesto y se logro obtener el artefacto “paired-

end-demux.qza”.

Una vez obtenido este artefacto “.qza” (archivo reconocido por QIIME2) se procedio
a generar un resumen de los resultados del demultiplex, este archivo tiene la caracteristica
que los barcodes y adaptadores ya fueron removidos. Utilizando el comando giime demux
summarize se obtuvo el archivo para visualizacion “paired-end-demux.qzv”. La visualizacion
de los archivos “.qzv” se la realizd mediante la utilizacion del comando giime tools view,
permitiendo observar la cantidad de secuencias obtenidas por muestra y la distribucion de la

calidad del secuenciamiento

Para el control de calidad de las secuencias y construccion de la tabla de ASVs se
hizo uso del plugin DADA2, este se encarg0 de detectar, corregir y filtrar errores en las
lecturas generadas durante el secuenciamiento. Ademas, se gener0 una tabla amplicon
sequence variant (ASV), en la cual se registro el nimero de veces que se observd cada
variante exacta de secuencia de amplicon en cada muestra. Para esto se empled el comando
giime dada 2 denoise paired, donde se decidio cortar todas las bases iniciales antes de 36 y se

truncd las secuencias en 290 bases (parametros elegidos en base a los graficos de calidad
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generados en el archivo “paired-end-demux.qzv”). Se obtuvieron los siguientes artefactos:

“stats.qza”, “table.qza” y “rep-segs.qza”.

Después usando el comando giime data tabulate y el archivo “stats.qza”, se genero la
tabla que contenia las estadisticas de la filtracion (“stats.qzv”), la cual fue posible de
visualizar utilizando el comando mencionado en la seccion anterior. Posteriormente, se
procedié a generar el resumen de la tabla de ASVs para lo cual se us6 los comandos giime
feature-table summarize y giime feature-table tabulate seqgs, una vez realizado esto se obtuvo

dos archivos de visualizacion, el primero fue “table.qzv” y el segundo “rep-segs.qzv”.

Por otra parte, para realizar el andlisis taxonémico, es decir determinar la
composicion taxonémica de las muestras y relacionarla con la metadata de la muestra, el
primer paso fue asignar taxonomia a la tabla de ASVs generada anteriormente, mediante el
uso del clasificador Naive Bayes, la base de datos Greengenes 13_8 99% OTUs vy el plugin
g2-feature-classifier. A continuacion, se pudo observar la composicion taxondmica de las
muestras, bajo un diagrama de barras interactivo mediante la utilizacién del comando giime

taxa barplot.

3 RESULTADOS

Previo a la secuenciacion, el ADN de las dos muestras fue cuantificado, obteniendo
asi resultados con respecto a la concentracion y pureza de la muestra que se encuentran

indicados en la Tabla 1.

En la Tabla 1 se indica que la concentracion de acidos nucleicos en la muestra
DM_USFQ_001 fue de 27.5 ng/uL, mientras que la de la muestra DM_USFQ_002 fue de
11.6 ng/uL. La pureza de las muestras se encontraba indicada en dos radios: 260/280 y

260/230, para la muestra DM_USFQ 001 el radio 260/280 indicaba un valor de 1.94 y para
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la muestra DM_USFQ_002 este valor fue de 2.22, indicando una pureza 6ptima. Sin embargo
es posible que en la muestra DM_USFQ_002 exista la presencia de ARN debido a su valor
mayor a 2.1. Con respecto al radio 260/230 se obtuvo un valor de 3.23 para la muestra
DM_USFQ _001y un valor de 0.40 para la muestra DM_USFQ_002, ambos valores indican

que hubo una posible contaminacion con sales o fenoles.

Los resultados del “demultiplex” determinaron la cantidad de secuencias que se
obtuvo por muestra y también un resumen de la distribucion de las calidades de la secuencia
en cada posicién de los datos de secuencia. La muestra DM_USFQ_001 presentaba 116,700
secuencias, mientras que dentro de la muestra DM_USFQ_002 se encontrd la presencia de
136,068 secuencias. Por otro lado, en el resumen de la distribucion de las calidad de las
secuencias se pudo apreciar que en la mayoria de posiciones dentro de los datos de secuencia

el puntaje de calidad era mayor a 30, indicando un valor aceptable de phred score.

En la tabla de ASVs se pudo encontrar que el nimero de ASVs en la muestra
DM_USFQ_001 fue de 74,138, en tanto que la muestra DM_USFQ_002 presentd un nimero
de ASVs de 72,136. De igual manera, se hallé que la longitud de las secuencias encontradas

en ambas muestras fue de 254 pares de bases.

En el diagrama de barras interactivo generado en QIIME 2 (datos no mostrados), se
pudo encontrar que en el nivel taxondmico “Reino”, el 100% de organismos presentes en la
muestra DM_USFQ 001 pertenecian al reino Bacteria mientras que en la muestra
DM_USFQ 002 el 99.98% pertenecia a este mismo reino y el 0.02% pertenecia al reino

Archaea.

De igual manera, se analiz6 la frecuencia relativa con respecto a la asignacién
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taxonomica a nivel de “Filo” como se observa en la Figura 1, donde se encontro que el
91.83% de organismos presentes en la muestra DM_USFQ_001 representaban al filo
Proteobacteria, el 5.76% al filo Bacteroidetes, el 2.33% al filo Firmicutes y el 0.08% no fue
asignado. En cambio en la muestra DM_USFQ_002 se encontr6 que el 74.26% pertenecia al
filo Proteobacteria, 22.63% a Bacteroidetes, 2.81% a Firmicutes, 0.20% no pudo ser

asignado y 0.096% a los filos, Actinobateria, Euryarchaeota y Acidobacteria.

También se analizo la abundancia relativa con respecto a la asignacion taxondémica
“Clase” (datos no mostrados), en la muestra DM_USFQ_001 se encontré que el 84.49% de
organismos representaban a la clase Gammaproteobacteria, 4.04% a Alphaproteobacteria,
3.29% 4.31% a Flavobacteria y 2.28% a Clostridia. Por el contrario, en la muestra
DM_USFQ 002 el 2250% representaba a Betaproteobacteria, 21.76% a
Alphaproteobacteria, , 20.03% no pudo ser asignado y 15.09% tampoco fue asignado dentro

de una clase.

Solo fue posible la asignacién de algunos ASVs hasta “Género” y “Especie”, en la
muestra DM_USFQ_001 se encontr6 la presencia de 10% de organismos pertenecientes al
género Pseudoxanthomonas, 4.31% a la familia Flavobacteriaceae sin asignacion de género,
3.50% a la familia Hyphomicrobiaceae y 3.13 % a la familia Alcaligenaceae. De igual
manera, se evidencid que el 74.32% de organismos pertenecian a la familia
Enterobacteriaceae, sin embargo no se logro realizar una asignacion a un nivel mayor. En la
muestra DM_USFQ _002 se pudo evidenciar que el 20,03% no poseia asignacion de género o
especie, 18.36% de los organismos pertenecian al genero Rhizobium, 15.09% no poseia
asignacion de género o especie y 14.70% de organismos pertenecian a la especie
Gulbenkiania mobilis. Informacion mayormente detallada sobre este nivel taxondmico se

encuentra descrita en el ANEXO A.
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4 DISCUSION

Los microorganismos son de gran importancia para la acuicultura debido a su
capacidad de reciclar nutrientes, degradar materia organica y prevenir enfermedades en los
individuos que habitan estos sistemas (Bentzon-Tilia et al., 2016). Por esta razon se considera
que los estudios de la microbiota en productos como los probidticos, ayudardn a comprender
de mejor manera su funcionamiento e influencia sobre el mejoramiento de la calidad del agua

y prevencion del desarrollo de infecciones microbianas.

Las cepas microbianas que han sido evaluadas como probidticos para la acuicultura
provienen de diferentes linajes filogenéticos, sin embargo, es importante mencionar que la
mayoria de estas cepas pertenecen a dos filos bacterianos: Proteobacteria (Shewanella spp.,
Pseudomonas spp., Vibrio spp., etc.) y Firmicutes (Carnobacteriurm spp., Lactobacillus spp.,
Bacillus spp., Lactococcus spp., etc.) (Dittmann et al., 2017). En este caso se podria indicar
que los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura, debido a que tanto
en la muestra DM_USFQ 001 como en la muestra DM_USFQ_002 se encontr6 que el filo
mas dominante fue Proteobacteria, representando el 91.83% y 74.26% de la microbiota total.
Aunque, la presencia de Firmicutes en las muestras no fue tan abundante como la de

Proteobacteria, este filo se encuentra representando cerca del 3% en ambas muestras.

En la muestra DM_USFQ_001 se revel6 la presencia del género Pseudoxanthomonas
(10%), las especies de este género han sido identificadas como grandes candidatos en el
mantenimiento de la calidad del agua en la acuicultura, especialmente en los sistemas de
cultivo de camardn debido a su capacidad de oxidar el sulfuro de hidrogeno toxico a sulfato
menos toxico (Vijayan et al., 2017). Por lo que se podria recomendar su uso en piscinas

camaroneras para el mejoramiento de su produccion.
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Igualmente, se pudo identificar que en la muestra DM_USFQ _001 el 4.31 % de la
microbiota pertenecia a la familia Flavobacteriaceae. En una investigacion realizada por Dan
y Hamasaki (2014) se evaluo la viabilidad de probidticos en el control de signos de necrosis
larval del cangrejo Scylla serrata mediante la utilizacion de cinco cepas de bacterias de la
familia Flavobacteriaceae. En este se logré observar que los signos de necrosis larval fueron
suprimidos de manera significativa. Indicando que este tipo de bacterias podrian ser
utilizadas para el mejoramiento de la tasa de supervivencia de los cangrejos y asi aumentar su

produccién (Dan & Hamasaki, 2014).

En la muestra DM_USFQ 002 se pudo encontrar que el 14.70% de la microbiota
representaba a la especie Gulbenkiania mobilis. Se ha encontrado evidencia de la presencia
de esta bacteria en ambientes acuaticos como aguas termales 0 aguas municipales tratadas,
méas no en suplementos utilizados en el campo de la acuicultura (Saxena et al., 2015). De
igual manera, se pudo encontrar que el 6.60% de la microbiota de la muestra DM_USFQ_002
y el 74.32% de la microbiota de la muestra DM_USFQ_001, representaban a la familia

Enterobacteriaceae.

En un estudio realizado por Burbank et al. (2011), se encontré6 que especies del
género Enterobacter, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae fueron capaces de
inhibir la presencia de Flavobacterium psychrophilum. Este ha sido identificado como un
agente causante de la enfermedad del agua fria. Especies de este género pudieron reducir la
mortalidad in vivo de la trucha arcoiris, crecer efectivamente, sobrevivir y colonizar el tracto
digestivo de esta especie (Burbank et al., 2011). Indicando su aptitud para ser utilizados como

probidticos.

Por otra parte, en otro estudio realizado con truchas arcoiris se evalud los efectos de
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suplementos probioticos en la prevencion y tratamiento de la yersiniosis (Capkin & Altinok,
2009). En este se pudo evidenciar que el uso de Enterobacter cloacae y Bacillus mojavensis
estimuld la inmunidad celular, protegiendo a esta especie de infecciones causadas por
bacterias patdgenas. Ademas se observo un incremento significativo en su tamafio (Capkin &

Altinok, 2009).

Adicionalmente, se ha podido comprobar que miembros de la familia
Enterobacteriaceae forman parte de la microflora natural de especies de peces saludables
(Sihag & Sharma, 2012). Por lo que es muy probable que se este tipo de bacterias hayan sido
aisladas del intestino de diferentes especies acuaticas y utilizadas en este tipo de productos

por sus propiedades antibacteriales (Sihag & Sharma, 2012).

Es posible que especies de esta familia estén siendo utilizadas como suplementos
probidticos no solo en el alimento sino también en el agua. Estudios han logrado comprobar
que especies del género Enterobacter en combinacion con otros microorganismos son
capaces de mejorar procesos naturales (Boyd & Gross, 1998). Entre estos se encuentran
procesos como nitrificacion, degradacion de materia organica, desnitrificacion, eliminacion
de amoniaco, degradacion de contaminantes toxicos y oxidacion del sulfuro (Boyd & Gross,

1998).

En la muestra DM_USFQ_002 también se reportd que el 18.36% de la microbiota
pertenecia al género Rhizobium de la familia Rhizobiaceae, las especies de este género son
organismos fitopatogénicos que se encuentran normalmente en suelos, agua y plantas
(Wisplinghoff, 2017), sin embargo no se ha reportado su presencia en sistemas acuicolas ni
su uso como suplemento probidtico. Aunque, si se tiene conocimiento sobre su efecto

promotor en el crecimiento de microalgas, con las cuales crean relaciones simbiéticas (Rivas
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& Riquelme, 2012). Esta asociacion entre bacteria y microalga puede ser aplicada en tanques
de cultivo donde existe grandes acumulaciones de nitrégeno como resultado de la adicion de
alimento y excrecion de organismos mantenidos en altas densidades, uno de los problemas
mas comunes en el cultivo intensivo de camarones y otros moluscos (Rivas & Riquelme,
2012). Por lo que se podria indicar que a pesar de no ser un probidtico oficialmente
comercializado o usado, habria la posibilidad de que sea implementado como tal en conjunto

con la adicion de microalgas.

Si bien los resultados de este estudio indican que la mayoria de microorganismos
presentes en las muestras analizadas no pertenecen a grupos de bacterias cominmente
utilizadas y comercializadas en la acuicultura como lo son Bacillus, Carnobacterium y
Lactobacillus (Balcézar et al., 2006), se puede evidenciar que estos podrian tener un gran
potencial para ser utilizados como suplementos dentro de este tipo de sistemas. Estos
probioticos podrian mejorar la calidad del agua, la respuesta inmune y procesos digestivos de
los organismos. Ademas podrian prevenir brotes de enfermedades infecciosas. Por esta razén,
se considera la importancia de continuar realizando estudios sobre la microbiota presente en
este tipo de suplementos y determinar su efecto sobre los organismos que residen en estos

sistemas.

5 CONCLUSIONES

El secuenciamiento de la microbiota de suplementos probidticos utilizados en la
acuicultura permitio la identificacion de comunidades microbianas altamente diversas, esta
informacion obtenida es fundamental para impulsar futuras investigaciones con los
microorganismos identificados y comprender los efectos de estos sobre los sistemas
acuicolas. Todo esto permitird encontrar nuevas metodologias que pueden ser utilizadas en el

tratamiento de brotes de enfermedades infecciosas. En ambas muestras, Proteobacteria y
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Bacteroidetes fueron los filos mas dominantes representando mas del 90% de la microbiota

total.

En la muestra DM_USFQ_001 se encontrd que la familia mayormente dominante fue
Enterobacteriaceae debido a que representaba cerca del 75% de la microbiota total, seguida
de la familia Xhantomonadaceae (género Pseudoxanthomonas) representando el 10%,

Flavobacteriaceae con 4.31%, Hyphomicrobiaceae con 3.50% y Alcaligenaceae con 3.13%.

En la muestra DM_USFQ_002 se encontr6 que un OTU que no logro ser asignado
hasta género y especie presentaba una mayor dominancia, representando el 20% de la
microbiota, seguido de la familia Rhizobiaceae (género Rhizobium) con 18.36%, un OTU que
no logré ser asignado hasta género y especie con 15.09%, Neisseriaceae (Gulbenkiania

mobilis) con 14.70% y Enterobacteriaceae con 6.60%.

La acuicultura es uno de los sectores productivos de mas rapido crecimiento en el
mundo y el aumento de la productividad de este sector es esencial para el cumplimiento de
los objetivos de desarrollo sostenible, y esto solo se podra lograr si se continta con la

investigacion de los microorganismos relacionados con estos sistemas.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Cuantificacion de ADN.

Muestras
DM_USFQ 001 DM_USFQ 002
Concentracion (ng/ pL) 27.5 11.6
260/280 1.94 2.22
260/230 3.23 0.40

Figura 1. Frecuencia relativa a nivel de filo
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ANEXO A: ASIGNACION TAXONOMICA A NIVEL DE GENERO Y

28

ESPECIE
Frecuencia Relativa
(%)

] . . , . DM_USF | DM_USF
Reino Filo Familia Género Especie Q 001 Q 002
Archa | Euryarch Methapobacte Methanobact bryantii 0 001
eae aeota ria erium

- - - - 0.08 0.20
Acidobact i ) ) 0 001
eria
- - - 0.01 0
Microbacteria
Actinobac ceae ) i 0 0.01
teria Propionibacte i i 0 0.02
riaceae
Conob:gterlace Eggerthella - 0 0.03
- - - 0.02 15.09
- - - 0.076 7.15
- - 0.01 0
Porphyromona | Macellibacte
daceae roides fermentans 0 0.06
Petrimonas | sulfuriphila 0.61 0
- - - 0 0.01
Flavobacteria
Bacteroid ceae ) ) 431 0
etes i i
Bacte Weeksellaceae Ellza;(;thkm - 0.01 0.04
ria =
Sphingobacteria Mum(lfegrlnlba - 0 0.01
ceae Pedobacter - 0.01 0.07
- - 0 0.20
Chltln(;%hagace Ferruglrnlbact lapsinansis 0 0.01
Filimonas lacunae 0.04 0
- - - 0 0.19
. - - 0.05 0
- - - 0.01 0.63
L S weihenstepha
Listeriaceae Listeria nensis 0 0.13
Firmicute . - - 0 0.33
s Clostridiaceae Clostridium - 0 0.18
Clostridium | cellulovorans 0 0.03
- - 1.34 0.03
Lachnospiracea | Clostidium - 0.50 0
€ Desulfotomac guttoideum 0.09 0
ulum
Ruminococcace - - 0.29 0
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ae Clostridium - 0 0.02
Sporobacter termitidis 0 0.03
- - 0 1.09
Veillonaceae Anaerospora hongki(;ngens 0.06 013
- - - 0 20.03
- - - 0 0.12
Brevundimon
catloh as - 0 0.02
aufo Eflecterace Caulobacter vibrioides 0 0.03
Nitrobacteria hama?:nlens 0.24 0.19
- - - 0.13 0.69
Beijerinckiacea | Salinarimona
o s rosea 0.06 0
Hyphomicrobia
ceae - - 3.50 0
Rhizobiaceae Rhizobium - 0 18.36
Xanthobacterac
. - - 0.01 0
Rhodospirillace
a6 - - 0 1,27
Erythrobacterac - - 0.04 0
gae - - 0.06 0
. . estrogenivor
Sphingomonada Sphingobium ans 0 1.07
Protegba ceae Sphingomona
cteria s - 0.01 0
- - - 0.03 4.21
Alcaligenaceae - - 3.13 0
g Bordetella ansorpii 0 0.05
Comamonadace
a6 - - 0.14 0.22
Gulbenkiania mobilis 0 14.70
Neisseriaceae | Pseudogulben
Kiania subflava 0 0.15
Rhodocyclaceae Azospira restricta 0 3.17
Desulfomicrobi | Desulfomicro
aceae bium orale 0.01 0
Helicobacteriac
oae - - 0 2.86
- - - 0.04 0.44
Enterobacteriac
eae - - 74.32 6.60
Pseudomonadac
oae - - 0 0.08
Xhantomonadac | Pseudoxantho - 10 0
eae monas daejeonensis 0.13 0
Total 100 100




