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Resumen

Hoy en dia nuestro actual estilo de vida genera una gran demanda de los servicios y
productos del ecosistema, ademas de provocar la sobreexplotacion de los recursos no
renovables como el agua, entre otros. Al mismo tiempo la creciente poblacion-humana
presiona los sistemas de produccion agroalimentaria para una mayor produccion de
alimento y como consecuencia de ello, la inseguridad alimentaria aumenta. Por estas
razones es de suma importancia migrar a modelos de produccién alimentarios sustentables.
La acuaponia es un ejemplo de produccion sustentable cuyas ventajas son el ahorro de
agua, tierra cultivable, fertilizantes y energia. Los sistemas acuaponicos integran el cultivo
de especies acudticas y plantas, si bien esta tecnologia no es nueva, recientemente se ha
regresado la mirada a ellos por las razones mencionadas. El principal componente en un
sistema acuapdnico son los microorganismos y su importancia radica en el hecho de que
son los que median el flujo y balance de los nutrientes permitiendo que se lleven a cabo
ciclos biogeoquimicos en estos sistemas, sin embargo hasta hace muy poco se han
comenzado a estudiar y es mucho lo que-aun desconocemos de ellos ¢Quiénes estan? ;En
qué cantidad? ;Como interactian? ¢Como se desarrollan en este ambiente? ;Qué riesgo
representan en la seguridad alimentaria? Por esta razon, el objetivo en este trabajo fue
conocer el metagenoma de los microorganismos a lo largo del desarrollo de un sistema
acuaponico utilizando herramientas modernas de analisis. La comunidad microbiana fue
dominada por microorganismos procariontes con un 81.96%. Esta porcion de la comunidad
estuvo compuesta de 81.78% por Bacteria y 0.18% por Archaea. El resto de la comunidad
estuvo compuesta por eucariontes en un 18.03% con 17.53% por Fungi y 0.50% por
Protistas. El filo mas abundante en todas las etapas del desarrollo del sistema acuapdnico
fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, TM7 yAcidobacteria por
procariontes 'y Ascomycota Yy Basidiomycotapor eucariontes. Se encontraron
microorganismos con metabolismos relacionados a fijacion de nitrogeno, denitrificacion,
oxidacion de amonio y nitrito, reduccion de nitrato, azufre, microorganismos quitinoliticos,

celuloliticos y algunos conocidos por degradacion de contaminantes. Ademas, la diversidad



de microorganismos procariontes incrementa con el tiempo mientras que la de los

eucariontes disminuye.

Palabras clave: (Bioinformatica, Comunidad Microbiana, Diversidad Taxonomica,

Diversidad Funcional.)

Summary

Today our current lifestyle generates a great demand for ecosystem services and products,
as well as the overexploitation of non-renewable resources such as water. At the same time,
the growing human population pressures food production systems for greater food
production and consequently, food insecurity increases.” For these reasons, it is very
important to migrate to sustainable food production models. Aquaponics is a great example
of sustainable production whose advantages are saving water, arable land, fertilizers, and
energy. Aquaponic systems integrate the cultivation of aquatic species and plants, although
this technology is not new, they-have recently returned their gaze to them for specific
reasons. The main component in an aquaponic system is the microorganisms and its
importance lies in the fact that they are the ones that mediate the flow and balance of the
nutrients that are carried out to a biogeochemical cycle in these systems, however until
recently they have begun to study and there is much that still unknown about them. How
are they? How many species are they? How do they interact? How does it develop in this
environment? What risk does it represent in food security? For this reason, the objective of
this work was to characterize the microbial prokaryotic and eukaryotic portions during an
aquaponic system development using a metagenomic approach. The composition of
microbial community was 81.96% prokaryotes, 81.78% by Bacteria and 0.18% by Archaea.
The rest of the community was composed of eukaryotes in 18.03% with 17.53% by fungi
and 0.50% by Protista. The most abundant phyla in all stages for the development of the
aguaponic system were Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, TM7 and
Acidobacteria for prokaryotes, and Ascomycota and Basidiomycota for eukaryotes. The

most representative metabolisms by microbial community presented in this work were
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nitrogen fixation, denitrification, ammonia, and nitrite oxidation, nitrate reduction, sulfur,
methylotrophic, chitinolytic and cellulolytic metabolism as well as pollutant degradation
metabolism. Moreover, the diversity of the microbial community increased over time for

the prokaryotic portion and decreased for the eukaryotic portion.

Keywords: (Bioinformatic, Microbial Community, Taxonomic diversity, Functional

diversity)
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I. Introduccion / planteamiento del problema vy justificacion

La evolucion de los sistemas de produccion de alimentos han permitido el incremento de la
poblacién humana y se estima que en los préximos 50 afios, la poblacion continuara
creciendo alrededor de los 9.7 mil millones de personas (ONU, 2017). Como consecuencia,
se necesitara incrementar la tierra cultivable, el consumo de agua, energia y servicios del
ecosistema. Sin embargo, todos estos recursos son limitados o no renovables. (Beddington,
2011). Se calcula que para alimentar a la poblacion humana serd necesario mas de 800
millones de hectareas de tierra cultivable que no hay disponibles-en la Tierra. Sin una
estrategia alternativa para enfrentar el problema de produccion de alimentos, los conflictos
ecologicos y sociales pueden ser nuestro futuro cercano (Despommier, 2011; Turcios et al.
2014). Esto nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta ;como vamos a producir nuestros
alimentos cuando los recursos sean limitados tanto para el crecimiento de la poblacién
mundial como para la produccion del alimento que ésta misma necesita?

Es necesario migrar a modelos agroalimentarios basados en una produccion sustentable en
donde la explotacion de recursos sea minima, pero para ello necesitamos conocerlos y
desarrollarlos técnica y econdémicamente (Despomier, 2011; Greenfeld, 2018). La
aquaponia es un sistema de produccion de alimentos sostenible que puede desempefiar un
papel importante en el abordaje de desafios globales como la escasez de agua, la seguridad
alimentaria, la huella urbana, la reduccion en el uso de energia y la demanda de alimentos
(Goddek et al.2015). En este sistema, podemos producir dos 0 mas productos alimenticios
diferentes (plantas y algunas especies acuaticas para consumo humano) con el mismo
volumen de agua. Ademas, presenta una importante reduccion en el uso de fertilizantes y
dado que la produccion por ciclo en estos sistemas puede llegar a ser variada, permite
aumentar la calidad nutricional en la produccion de alimentos (Greenfeld, 2018, Konig et
al. 2018).

La acuaponia es un sistema multitréfico integrado que combina elementos de recirculacién
de la acuicultura e hidroponia, en donde el agua de las peceras que se enriquece en
nutrientes se utiliza para el crecimiento de las plantas. Es un proceso natural de tamafio

reducido.
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Los sistemas acuaponicos integran el cultivo de peces y plantas por medio de un sistema
semi-cerrado de recirculacion que consta de componentes fisicos y bioldgicos (Figura 1).
Una mayor cantidad de componentes fisicos permite un mejor manejo en el sistema, sin
embargo incrementa el costo de produccion y la tecnologia necesaria para mantener el
proceso. A menor cantidad de componentes, el sistema se vuelve més complejo y dificil-de
manejar, sin embargo el sistema se vuelve robusto y los costos de produccion vy
tecnoldgicos disminuyen (Diver, 2006, Rakocy et al.,2006).

El componente bioldgico clave para comprender el proceso de produccion bajo acuaponia
son los microorganismos (biofiltro). Estos son los responsables de crear un vinculo entre
los componentes fisicos y bioldgicos, por lo que son un componente fundamental para el
sistema. La ausencia de los microorganismos impide el ciclado de nutrientes provocando
una pérdida en el equilibrio del sistema, por ejemplo los nutrientes se acumulan hasta llegar

a niveles tdxicos afectando principalmente a la especie acuética (Tyson et al., 2011).

Cultivo vegetal

Biofiltro

Retorno de agua por
gravedad

. N
- Recirculacién

= de agua Filtros, biofiltros y separador

de sélidos adicionales externos

(en algunos tipos de sistemas
acuapénicos)

|

Bombade _A_
agua

Estanque acuicola

Figura 1Figura 2Figura 3: Esquema de un sistema acuapoOnico y sus componentes
fisicos y biologicos.

Por esta razon, la etapa de mayor importancia para el desarrollo de un sistema acuapénico
es la activacion del biofiltro. La activacion del biofiltro consiste en la colonizacién de los

microorganismos ocasionada por la acumulacion de la materia de desecho de los peces en
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ese compartimento. El biofiltro es el componente fisico en donde crecen los
microorganismos que llevan a cabo la transformacion de la materia. Estos empiezan a
consumirla y metabolizarla, regresando al medio otro tipo de compuestos que son formas
asimilables para las plantas, las cuales tomaran esta materia, permitiendo la disminucién de

la concentracion de los nutrientes en el medio acuético (Tyson et al., 2011).

1.1. Diversidad microbiana en sistemas acuapdnicos

Los microorganismos tienen un papel fundamental en todos los procesos ecoldgicos del
planeta, son importantes catalizadores en los procesos biogeoguimicos que permiten el flujo
de los nutrientes en la Tierra; y que hacen posible la vida tal como la conocemos. Ademas,
estos son la porcion viva de mayor diversidad genética que existe en el planeta (Whitman et
al, 1998).Actualmente se estima que de toda la diversidad microbiana que existe en el
planeta, sélo hemos sido capaces de conocer aproximadamente el 1% de esta (ibidem). Esto
se debia principalmente a que no se contaba con la capacidad tecnoldgica para analizar la
mayoria de los microorganismos en el laboratorio. De los diversos ambientes naturales que
existen, cada uno de ellos posee caracteristicas ambientales, fisicas, quimicas y biol6gicas
Unicas que proveen de un nicho muy particular para el crecimiento de diversos
microorganismos en donde dos o mas poblaciones de diferentes especies actuan
conjuntamente como una comunidad en un sistema complejo donde todos se benefician de
las actividades de los demés (Lopez et al., 2007, Rurangwa & Verdegem, 2015).

En los sistemas de recirculacion acuicola o RAS (por sus siglas en inglés), que son sistemas
analogos a los sistemas acuaponicos y que han sido mayormente estudiados, el componente
con mayor concentracion de microorganismos es el biofiltro (7.3x10° + 7.25x10° gt de
medio, Leonard et al., 2000) y se ha encontrado que los grupos bacterianos en el/los
biofiltro(s) varian en funcién del tipo de agua (mar, dulce, etc.), especies acuaticas
introducidas (bagre, carpa, pez globo, etc.) y componentes fisicos adicionales en el sistema
(filtros, esterilizadores, etc.) (Sugita et al., 2005); sin embargo algunos grupos bacterianos
parecen encontrarse en casi todos los tipos de RAS (ltoi et al. 2006, Itoi et al. 2007, Tal et

al. 2006, Schneider et al. 2007). El biofiltro es el sustrato que filtra de manera mecéanica los
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restos sélidos provenientes de los peces y en acuaponia sirve de soporte para el crecimiento
de las plantas (Tyson et al., 2011). Por esta razdn, se cree que el biofiltro de los sistemas
acuaponicos sera el componente con mayor cantidad de microoganismos.

El conocimiento de la diversidad microbiana que se posee de los sistemas acuapOnicos es
mucho méas escaso Y recientemente ha sido un tema al que se le ha puesto mayor-atencién
(Schmautz et al., 2016; Mathilde Eck 2017). Inicialmente, las preguntas planteadas fueron
en relacion al tema de seguridad alimentaria ¢los sistemas acuapOnicos poseen
microorganismos patdgenos para el humano? Considerando que en especies acuticas
podemos encontrar microorganismos dafiinos para el hombre como Salmonella sp., E. Coli
o0 Vibrio cholerae, se analiz6 la carga bacteriana de estas especies en los vegetales, el agua
y el pescado, asi como en componentes fisicos de los sistemas acuapénicos (Fox et al.,
2012) y se realizd un analisis comparativo de la carga de E. coli y Salmonella sp. en
lechugas organicas producidas en suelo y lechugas producidas acuaponicamente (Sirsta et
al., 2013). En 2015, nosotros proponemos el estudio de las comunidades microbianas de los
sistemas acuaponicos utilizando herramientas modernas de analisis (tecnologias “Omicas”),
las cuales son independientes del cultivo-de microorganismos en el laboratorio (Munguia-
Fragozo et al., 2015). Un afio . después, Schmautz y colaboradores publican la
caracterizacion de la diversidad microbiana en los diferentes compartimentos de un sistema
acuaponico utilizando herramientas metagendmicas. En este trabajo se encontré que las
heces de los peces contenian una comunidad separada dominada por bacterias del género
Cetobacterium, mientras que las muestras de raices de plantas, biofiltro y perifiton eran
mas similares entre si pero poseian una mayor diversidad.

El conocimiento de la diversidad microbiana en sistemas acuaponicos, como podemos ver,
es ‘muy escaso Yy aun quedan muchas dudas por resolver, mas aun cuando los

microorganismos juegan un papel tan importante en el funcionamiento de los sistemas.

1.2. MetagenOmica

Actualmente una herramienta de analisis que nos permitira incrementar el conocimiento de

la diversidad microbiana que existe realmente en los diversos ambientes en un momento
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determinado y sin la necesidad de cultivarlos en el laboratorio es la metagenémica. El
término deriva del concepto estadistico de meta-analisis (el proceso donde secombinan
analisis estadisticos separados) y la gendmica, que es el analisis del material genético de un
organismo (Schloss & Handelsman, 2003). Esta herramienta derivada de la biologia
molecular y la bioinformatica, permite el analisis taxondmico y funcional de secuencias de
comunidades microbianas mediante la secuenciacion del complemento gendmico total
(ADN ambiental) de todos los organismos presentes en una comunidad (Bonilla-Rosso et
al., 2012). También se le conoce como gendémica ambiental o ecogendmica (Munguia-
Fragozo et al., 2015).

El crecimiento de los microorganismos en los diversos sistemas de cultivo artificiales y
naturales se analizaba mediante técnicas de “caja-negra”, es decir, de manera indirecta
midiendo la tasa de respiracion de los microorganismos o mediante la tasa de generacién o
remocion de determinadas formas quimicas, producto del metabolismo de ciertos
microorganismos, sin embargo, estas técnicas no permiten conocer la composicion del
consorcio microbiano, sus abundancias, su distribucion y menos aun sus interacciones y sus
relaciones funcionales (Bonilla-Rosso et-al., 2008).

Gracias a la explosion de las técnicas “Omicas”, el analisis de ambientes como los biofiltros
en los sistemas RAS y mas recientemente algunos compartimentos de los sistemas
acuapoénicos han podido ser analizados utilizando estas herramientas (Xiang et al., 2013;
Rurangwa & Verdegem, 2015; Schmautz et al., 2016). Algunas especies de estos grupos
bacterianos estan involucradas en ciclos biogeogquimicos del nirogeno, azufre y fdsforo
(Schreier et al., 2010). Se ha encontrado que el tipo de agua(de mar, salobre, dulce, etc.) y
la especie acudatica introducen sus propias poblaciones microbianas (Rurangwa &
Verdegem, 2015). En este trabajo se utiliza como especie acuatica renacuajos de rana toro
(Lithobates catesbeianus) y como especie vegetal chile serrano (Capsicum annum). Por
tanto los renacuajos de rana introduciran su propia microflora. Ademas, los sistemas
acuaponicos poseen un componente vivo adicional a diferencia de los sistemas de
recirculacion tradicionales, las plantas. Estas también introduciran su propia microflora en

el sistema. Caracterizar la comunidad microbiana en sistemas acuaponicos permite ayudar a
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conocer la composicion del biofiltro, que permite el desarrollo de estos sistemas de alta
complejidad.

La metagenomica permite conocer las especies microbianas que componen a una
comunidad en determinado momento, esto con el fin de comprender, optimizar y mejorar
los procesos dependientes de las comunidades microbianas en cualquier sistema biolégico
(Munguia-Fragozo et al., 2015).

1.3. Planteamiento del problema

La importancia de los microorganismos en los sistemas acuaponicos radica en el hecho de
que gracias a ellos, la acuaponia es un sistema multitrofico integrado en donde los desechos
de una especie son reciclados para convertirse en aportes (fertilizantes, alimentos) para otra.
Aunque se conocen y utilizan los mecanismos enzimaticos de ciertos grupos de bacterias
como las nitrificantes, se desconoce la diversidad microbiana presente en las diferentes
etapas del ciclo productivo de un sistema acuaponico y cOmo es su interaccion con el resto
de los componentes biologicos. y el entorno fisicoquimico. Se desconoce si la
transformacion de los compuestos de desecho de la especie acudtica en acuaponia esta
condicionada a los cambios en las abundancias de las especies microbianas o a procesos de
sucesion microbiana y ¢omo es la evolucion la diversidad de la comunidad microbiana a

través del tiempo,a lo largo de los ciclos.

1.4. Justificacién

Es de suma importancia conocer la riqueza y diversidad microbiana que existe durante el
desarrollo de un sistema acuapdnico, las especies presentes en cada etapa del ciclo
productivo y cdmo puede esto impactar en la productividad del sistema dado que, de esta
diversidad depende el flujo y balance de los nutrientes para los tres componentes vivos del
sistema.No sabemos si la composicion de la comunidad microbiana estd predominada por
una especie y esto haga que el sistema pueda considerarse simple y ser susceptible de

optimizacion en el campo de la ingenieria o si por el contrario, la comunidad sea rica y
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diversa y esta complejidad de interacciones ecoldgicas lo hagan robusto (o fragil). De la
misma manera se desconoce si es posible el manejo del estrés en el sistema a fin de mejorar
y optimizar el cultivo de las especies productivas 0 si estos sistemas posean especies que
contribuyan de manera especializada. Mas aun considerando que los componentes Vivos
integrados provienen de diversos niveles troficos.

Mientras se mantenga en un equilibrio dindmico en el sistema en general, la acuaponia
permite una optimizacién en el consumo de agua, espacio y energia, asi como un mayor
aprovechamiento de nutrientes. Ademas habra alimento de origen natural para la especie
acuatica por lo que no dependera exclusivamente del alimento suministrado, lo que
conlleva a un incremento en la tasa de crecimiento de los animales y al tener una tasa de
transformacion de compuestos Optima la salud de peces y plantas se mantendra
adecuadamente.

Conocer la diversidad microbiana permite eventualmente una mejora la produccion por lo
que la principal motivacidn para esta investigacion es la aportacion de conocimientos sobre
la composicion de la comunidad microbiana asociada a un sistema acuapénico y su relacién
con el entorno ambiental y fisicoquimico del mismo mediante un enfoque genémico
aplicado a la ecologia de la produccion.

En la actualidad existe una importante demanda de recurso tales como el agua, espacio y
energia debido al incremento en la poblaciéon mundial y sus actividades, principalmente la
produccidn agroalimentaria. Por esta razon es necesario buscar alternativas sustentables de
produccién de alimentos con la premisa de la minimizacién de estos recursos sin dejar de
lado la calidad nutritiva. Es deseable ademéas que este tipo de sistemas permitan la
produccion a nivel local, en zonas aisladas, poco fértiles y que sean accesibles para
cualquier persona, permitiendo de esta manera una seguridad alimentaria (Beddington,
2011).

1.7. Organizacion de la tesis

Esta tesis estd organizada en cuatro capitulos que corresponden a las diferentes etapas del

proceso de investigacion. El presente Capitulo introdujo en el tema de investigacion vy el
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planteamiento del problema a abordar, como se vio anteriormente. El Segundo Capitulo
corresponde a la revision bibliografica que se ha hecho durante todo el periodo de
investigacion y del cual deriva un articulo de revision que se incluye en Anexos. Este
apartado se encuentra organizado por temas que constituyen la fundamentacion teérica de
sistemas acuapdnicos, factores ambientales y fisicoquimicos de importancia, calidad del
agua, componentes bioldgicos de los sistemas acuaponicos, microorganismos en sistemas
acuaponicos, ciclo productivo, etc. Asi como la fundamentacion teorica para el estudio de
microorganismos, estudios tradicionales, estudios metagenéticos .y herramientas
bioinformaticas para el analisis de comunidades microbianas. EI Tercer Capitulo presenta
las metodologias utilizadas en para la caracterizacion y andlisis fisicoquimico del ambiente
y del sistema acuaponico experimental, asi como la metodologia utilizada para el analisis
metagendmico y meta-transcriptomico de la comunidad microbiana. Finalmente se presenta
la metodologia de analisis bioinformatico y estadistico realizados en este proyecto. El
Cuarto Capitulo y altimo expone los resultados y evidencias encontradas con respecto a los

objetivos planteados, la discusion de los mismos y las conclusiones globales de esta tesis.
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II. Antecedentes

En esta seccidn se describen los conocimientos en los que estd fundamentada esta tesis. La
primera seccién presenta un panorama general acerca de la acuaponia, lo que es, origenes,
el funcionamiento de estos sistemas, sus componentes bioldgicos y los ciclos que la
componen. La segunda seccion presenta una revision acerca del microbioma de un sistema
acuaponico, en qué consiste, quienes los componen tedricamente, y como se han analizado
a lo largo de la historia. Finalmente se hace una revision acerca de lo que es la

metagenomica, sus alcances, desventajas, entre otros.

2.1. Sistemas de produccion integrados

En la historia de la civilizacion humana, diversas culturas como la china, la azteca, la inca,
etc. han desarrollado sistemas agroalimentarios integrados en donde se producen o utilizan
especies acudticas y se cultivan plantas-de interés comercial. (Figura 2) (Jones, 2002, Lewis
et al., 1978). Desde hace casi cuatro décadas, la comunidad cientifica se interesa por este
tipo de sistemas comienza a estudiarlos y analizarlos desde diversas perspectivas: disefio,
materiales de construccion, productividad, compatibilidad de especies acuaticas vy
vegetales, economia, ingenieria ecoldgica, calidad de agua, dinamica nutrimental, etc.
(Alatorre, 2014). Actualmente a este tipo de sistemas lo conocemos como acuaponia
(Naegel, 1977). El término de acuaponia proviene dedos vocablos, acua que proviene de

acuicultura y ponia que proviene de hidroponia (Rakocy et al., 2006).

2.1.1. Produccién acuaponica a nivel mundial

La produccion acuapénica a nivel mundial ha consistido en produccion comercial a
pequefiaescala y produccion con fines de investigacion. La produccion acuapénica a
pequeria escala se ha incrementado a nivel mundial como resultado de éstas investigaciones
asi como el creciente interés en la agricultura sustentable y la produccion de alimentos en

zonas cercanas a la urbe o en la misma (Love et al., 2015). Dentro de los paises que han
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contribuido a la investigacion acuapénica se encuentra principalmente Estados Unidos,
Hawai, Australia, Israel, Islandia, Holanda y Bélgica.

Figura 4: Cultivo integrado en culturas ancestrales; a la‘izquierda las chinampas de la
cultura azteca ya la derecha el cultivo de arroz en China

Por otro lado, los paises con produccion comercial a pequefia escala son Estados Unidos,
Australia, Canad4, Hawai y Reino Unido principalmente y en menor proporcion Cuba,
Belice, Brasil, China, Ghana, Hungria, India, Israel, Italia, Japén, Corea, Malasia, Malta,
Portugal, Sudéafrica, Trinidady Tobago y Uganda (Figura 3) (Love et al., 2015, Fox et al.,
2012).

Figura 5: Paises que contribuyen a la produccién bajo sistemas acuapoénicos tanto a
nivel comercial a pequefia escala como a nivel de investigacion.
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Uno de los grupos de trabajo més destacados en materia de acuaponia a nivel nacional se
encuentra a cargo del Dr. Julio Manuel Segovia Quintero, en el CICESE (Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada) este grupo cuenta con un
sistema acuaponico tipoNFT (del inglés Nutrient Flow Technique) que llevan analizandolo
por mas de cuatro afios. A nivel internacional, los grupos mas fuertes de trabajo.son-en
Estados Unidos el grupo del Dr. James Rakocy, en la Universidad de Wisconsin; el grupo
del Dr. Tyson, en la Universidad de Florida; el grupo del Dr. Thompson, en la Universidad
Johns Hopkins en Baltimore, Maryland; el grupo del Dr. Schreier en la Universidad de
Maryland. Otros paises con investigacion y/o produccion en materia de acuaponia son
Israel con el Dr. Van Rijn de la Universidad Hebrea de Jerusalén y el Dr. Avnimelech del
Instituto de Tecnologia de Jerusalén quienes se enfocan al analisis de la dindmica de
nutrientes en agua en sistemas de recirculacion acuicola y acuaponia; Australia con el Dr.
Leonard quienes se enfocan en el disefio de sistemas acuapénicos. Si bien la produccion de
acuaponia a nivel mundial se ha incrementado, aun es necesaria mas investigacion en esta

area con la finalidad de poder optimizar su produccion y sustentabilidad.

2.1.2. Ventajas y desventajas de la produccion acuaponica

Las principales ventajas que presenta la acuaponia frente a sistemas tradicionales de

produccidn alimentaria tanto acuicola como agricola se describen en el cuadro 1.

Por otro lado, la principal desventaja de un sistema acuaponico es la complejidad del
sistema. Esta se incrementa al no separar cada proceso por lo que mantener el equilibrio en
el sistema para todos y cada uno de los componentes biolégicos se vuelve muy dificil y lo
gue.en muchas ocasiones hace que se requiera de personal calificado. Ademas los
requerimientos de la especie acuatica y/o la especie vegetal se encuentran limitados en un
mismo momento por las limitaciones geograficas. Dependiendo del disefio del sistema, este
puede llegar a incrementar los gastos energéticos para mover el agua. Otra desventaja es

que la produccion de plantas se encuentra limitado por el nimero de peces.

23



tradicionales

Tabla 1. Cuadro comparativo de sistemas acuapdnicos y sistemas de cultivo

Recurso/ ] ) ] )
) Acuaponia Acuicultura Hidroponia
Sistema
10% del volumen de
No hay agua de desecho, agua se desecha
; o Ladescarga de agua
solo se agrega el agua que diariamente ] )
Agua ) tiene un alto contenido
se ha perdido por Agua de desecho causa o
y L de sales y quimicos
evaporacion eutrofizacion de cuerpos
de agua
El alimento y el desecho de
los peces remplazan los i
) El alimento de los peces El costo de los
) costosos nutrientes de las o )
Nutrientes | es el principal gasto de la nutrientes para las
plantas. ]
o acuicultura plantas es alto
No hay desperdicio de
nutrientes
) Gasto energético alto
] Bombeo de volimenes de Bombeo de gran o
Energia para irrigacion,
agua menores volumen de agua L
ventilacién
No es necesaria alta ) ) Requiere alta
] o . Requiere amplio )
Tecnologia tecnologia ni amplio . . tecnologia y
o o conocimiento técnico o T
conocimiento técnico conocimiento técnico
_ Avrea de cultivo puede Avrea de cultivo crece
Espacio ) )
crecer verticalmente horizontalmente
Vegetal (es)
Producto

Especie(s) acuética

Especie(s) acuética

Vegetal (es)
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El disefio del sistema es la clave para poder simplificarlo y manejarlo eficientemente a fin
de que la mayoria de las personas pueda manejar y mantener un sistema acuaponico. Por
ejemplo, determinar el radio plantas-animales y el tipo de cada especie a combinar en el
sistema permite establecer un balance natural entre ellos que facilita el manejo cultural.
Otro caso es el disefio en cuanto a gasto energético, el sistema puede disefiarse de tal
manera que se utilice la gravedad para recircular el agua en algunos puntos del sistema, de
esta manera el consumo disminuird considerablemente. Estableciendo este y otros
elementos de disefio que disminuyan el nivel de complejidad y compencen o mejoren las
desventajas del mismo, la produccién agroalimentaria bajo sistemas acuapdnicos representa
una alternativa de produccion sustentable que puede - permitir una independencia
agroalimentaria. Sobre todo para aquellas regiones subdesarrolladas, zonas consuelos poco
fértiles o zonas urbanas con alta densidad poblacional (Martins et al., 2010, Somervilleet
al.,, 2014).

2.1.3. Funcionamiento de un sistema acuapodnico

Para que un sistema acuapénico produzca biomasa animal y vegetal es necesario el correcto
funcionamiento de sus componentes fisicos y bioldgicos, asi como un equilibrio de
variables en el medio ambiente. Las variables ambientales méas importantes que influyen en
el desarrollo de estos sistemas son la temperatura por que influye directamente en la
velocidad del metabolismos de todos los componentes vivos; la luz que permite el
crecimiento de organismos autotrofos, la humedad relativa y el flujo de aire para un

adecuado intercambio gaseoso (Somerville et al., 2014).

El agua es el medio en comun para los componentes biolégicos por lo que es importante
mantenerla calidad de la misma (Tyson et al., 2011, Somerville et al., 2014, Buzby & Lin,
2014).

Las variables mas importantes en el medio acuatico son de igual manera la temperatura, el
pH que influye en las formas quimicas de diversos compuestos, el oxigeno disuelto que es

esencial para el crecimiento de los peces y las plantas y la concentracion de compuestos
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fosfatos, amonio, nitrito y sulfuro de hidrégeno (Rakocy et al., 2006, Tyson et al.,
2011).

Los componentes bioldgicos de los sistemas acuapdnicos son: la especie acuatica que sirve
como fuente de alimento para el humano y produce diversos desechos metabolicos, el
amonio es el de mayor importancia debido a la alta toxicidad del compuestos para esta
especie (Tyson et al.,2011); las plantas que sirven como filtro para recuperar algunos
compuestos quimicos disueltos en el medio (fosfatos, nitratos, amonio, etc.) previamente
transformados por los microorganismos (Huet al., 2015) y es el segundo producto para
consumo humano; y finalmente los microorganismos que crecen que son el componente
vivo mas importante porque permiten el desarrollo del sistema acuapdnico, crecen
principalmente en el sustrato pero también en el estanque de cultivo de laespecie acuatica
(Schreier et al., 2010).El manejo integral de la calidad del agua, las variables ambientales y
los componentes bioldgicos permitirdn el éxitoen el desarrollo de estos sistemas ya que se
encuentran interconectados e interrelacionados. Un mal manejo en la calidad de agua o
cualquier componente o variable afectara finalmente la produccion de biomasa animal y

vegetal.

2.1.4. Ciclo productivo de sistemas acuapdnicos

El ciclo productivo de un sistema acuaponico lo podemos dividir en 3 etapas principales:

1) Inicializacion

2) Activacion

3) ‘Cultivo acuapdnico
La primer etapa consiste en inicializar el cultivo de la especie acuatica, la cual comenzara a
desechar materia al medio acuatico, permitiendo que aumenten la concentracién de
compuestos como amonio Yy fosfatos (Diver, 2006, Rakocy et al., 2006). Este aumento en la
concentracion de materia en el agua es movido por medio de la recirculacion a la cama del
biofiltro en donde se acumula y permite la colonizacion de los microorganismos, los cuales

empiezan a consumirla y metabolizarla, regresando otro tipo de compuestos al medio que,

26



de la misma manera, comienzan a acumularse; esta etapa es la activacion del biofiltro
(Timmons et al., 2002., Shete et al., 2013, Tyson et al., 2011).

Una vez que haya materia transformada acumulada, producto del metabolismo de los
microorganismos y que son a su vez formas asimilables para las plantas, se coloca el tercer
componente vivo, las plantas, las cuales asimilaran esta materia en sus tejidos, permitiendo
la disminucion de la concentracion de los nutrientes del medio acuético (Tyson et al.,
2011).

La acuaponia debe su funcionamiento a las relaciones ecoldgicas entre los componentes
bidticos y abidticos del sistema a fin de mantener la calidad del medio comin (el agua) en
Optimas condiciones (Alatorre-Jacome, 2014). Cada componente ‘bioldgico en el sistema
acuaponico tiene requerimientos fisicoquimicos especificos, por ejemplo, las bacterias
necesitan un pH de 8.5 para poder llevar a cabo la metabolizacion de los compuestos
nitrogenados, mientras que las plantas requieren un pH de 5.5-6.5 y los peces de 7 a 7.5
unidades. (Tyson et al., 2011).

El componente responsable de crear un vinculo entre la especie acuética y la vegetal son los
microorganismos, por lo que son un componente fundamental para el sistema (Tyson et al.,
2011, Yusoff et al., 2011, Rurangwa & Verdegem, 2015).

2.2. Diversidad microbiana de un sistema acuaponico

El conjunto de microorganismos presentes en un mismo ambiente, ecosistema o0 nicho
ecologico -componen el microbioma o consorcio microbiano. EI microbioma de los
sistemas acuapénicos remueve la materia de desecho del cultivo acuético, transformandolo
en fertilizante para las plantas. Este flujo es el que permite el ciclado de nutrientes en el
sistema acuaponico (Diver, 2006, Rakocyet al., 2006, Tyson et al., 2011). Esto es conocido
como biofiltracién y aprovecha los procesos metabélicos microbianos (Bai et al., 2005,
Yusoff et al., 2011). Por esta razon el componente mas importante en los sistemas
acuaponicos es el biofiltro. El biofiltro, asi como la totalidad del sistema acuaponico
presenta un gradiente de nutrientes y oxigeno, es decir, presenta diversos microambientes

gue van a permitir diferentes entornos decrecimiento para algunos tipos de
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microorganismos (Leonard et al., 2000, Revsbech et al., 2006, Schreier et al., 2010,
Rurangwa & Verdegem, 2015). Las comunidades microbianas en los sistemas acuéticos
son tan complejos como los cambios en el tiempo y en las variables ambientales (Sugita et
al., 2005, Itoi et al., 2007, Gilbert et al., 2012). Debido a estas caracteristicas, elbiofiltro es
el componente fisico que presenta la mayor cantidad de microorganismos cultivables
(Rurangwa & Verdegem, 2015) y seguramente de no cultivables también.

En un sistema acuaponico se introduce un componente vivo adicional al que tiene un RAS
tradicional, las plantas. Estas pueden introducir su propia microflora al sistema lo cual hace
muy interesante el estudio de los cambios de la diversidad microbiana. Han sido aisladas e
identificadas bacterias oxidadoras de amonio como Nitrosomonas communis que son
introducidas por las raices de las plantas en un sistema acuapoénico (Tokuyama et al., 2004).
Uno de los grupos bacterianos mas estudiados por su importancia para llevar a cabo una
parte del ciclo biogeoquimico del nitrégeno y por su utilidad en la remocion de compuestos
de desecho en los RAS son los procariontes nitrificantes (Revsbech et al., 2006). La
nitrificacion autotréfica nitrificante remueve suficiente amonio como para mantener una
calidad del agua apropiada para el cultivo de la especie acuéatica, sin embargo estos
microorganismos son sensibles a altos niveles de amonio y materia organica por lo que la
tasa de remocion del amonio disminuye considerablemente (Jun & Wenfeng,2009). Para
mejorar esto, se adicionan.componentes que separen las etapas de la oxidacion de nitrégeno
lo que hace al sistema en general mas susceptible a los cambios en todos y cada uno de los
procesos y que se eleve el costo del proceso de remocion (Yong-Xiang et al., 2014, Padhiet
al., 2013).

Por el contrario, en los sistemas acuapOnicos no es necesario separar en diferentes
componentes los diversos procesos de nitrificacién aunque esto implique que el proceso se
vuelva mas complejo debido a que el medio en comun que es el agua debe tener las
condiciones fisicoquimicas que necesitan los tres diferentes componentes vivos cuyas
necesidades son diferentes, sin embargo, cuando el sistema llega a un equilibrio y debido a
que este equilibrio esta basado en relaciones ecoldgicas el sistema acuaponico es mucho

mas robusto que un sistema con mas componentes y que un RAS tradicional.
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Por otra parte los procariontes heterotroficos constituyen un factor importante en términos
de consumo de oxigeno y compiten con los autotroficos, patdgenos de peces. Algunas
poblaciones de este tipo de microorganismos se piensa que tienen efectos positivos contra
poblaciones de microorganismos patdgenos para el humano (Michaud et al., 2006). Las
bacterias heterotrdficas presentan tasas de crecimiento mayores que los autotrofos y pueden
usar como fuente de carbono, substratos organicos para la conversion de amonio a
nitrdgeno gaseoso bajo condiciones de aerobiosis (Joo et al., 2005, Yong-Xiang et al.,
2014). Se ha reportado que la principal fuente de bacterias heterotréficas se encuentra en el
biofiltro y son probablemente los procariontes ideales para el proceso de nitrificacién-de
nitrificacion en sistemas acuaponicos (Revsbech et al., 2006, Padhi et al., 2013).

Otro proceso, aunque menos estudiado, es el de la nitrificacion heterotréfica llevada a cabo
por eucariontes como diatomeas, algas y hongos. Estos organismos han sido asociados con
la reduccion asimilatoria de nitrato en RAS y plantas de tratamiento, removiendo amonio,
asi como nitritos y proteinas (Van Rijn et al., 2006, Yusoff et al., 2011). Estos
microorganismos eucariontes han tenido una relacion importante en el mecanismo de
patogenicidad con plantas superiores en.ambientes hiumedos. Hasta ahora no hay reportes
de anélisis de organismos eucariontes ni en sistemas RAS ni en sistemas acuapénicos. La
caracterizacion microbiana en este campo se ha hecho con el fin de detectar la presencia de
organismos patdgenos para humanos y especies acuaticas (Fox et al., 2012, Sirsat & Neal,
2013, Martins et al., 2013).

El analisis de la diversidad microbiana realizado en los sistemas RAS se ha hecho con
técnicas moleculares como la amplificacion y posterior secuenciacion del gen 16s rARN o
bien por técnicas de DGGE/TGGE que se describen mas adelante. Estos trabajos han
caracterizado la composicion de la comunidad microbiana, principalmente en los biofiltros
utilizando técnicas modernas, sin embargo estas herramientas presentan como desventaja la
sobreestimacion de las especies en mayor abundancia y la subestimacion de las especies en
menor abundancia. Las poblaciones en menor abundancia pueden tener un papel importante
en las interacciones de la comunidad o las que se encuentran en mayor abundancia pueden
no ser importantes, por lo que estas técnicas impiden observar con precision el papel de

todas y cada una de las especies en las interacciones microbianas de un sistema acuapénico.
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Esto hace necesario el analisis de estas comunidades con herramientas modernas que

permitan observar las poblaciones tanto abundantes como las no abundantes.

2.2.2. Microorganismos patdgenos en sistemas acuaponicos

Como se dijo anteriormente, los sistemas acuaponicos han sido usados como sistemas de
produccién agro-sustentables. Sin embargo, es tema de discusion una mejora en lo que
respecto a la sustentabilidad a través de la gestion e integracion de los componentes vivos
(Tyson et al., 2011).Esto se debe a la importancia de la seguridad alimentaria en los
sistemas de produccion de alimentos. Tanto en la agricultura como en acuicultura, una de
las consideraciones mas criticas es evaluar la salud de los alimentos en los procesos de
cosecha y post-cosecha (Fox et al., 2012, Sirsat& Neal, 2013).

Sabemos que dentro de toda la carga microbiana que puede tener un sistema acuapénico,
sobretodo en el biofiltro, y que llevan a cabo transformaciones de materia orgénica y
desperdicio de los peces, habra presencia de microorganismos que puedan ser patégenos
para las plantas y los animales acuaticos pero de mayor importancia son aquellos
microorganismos patogenos para los seres humanos. Con el proposito de saber si existen
este tipo de microorganismos, se han hecho algunos trabajos de anélisis de patdgenos de
humano los cuales han utilizado microorganismos indicadores como Escherichia coli and
Salmonella spp. para saber la calidad del agua y de los productos del sistema acuapénico
(Fox et al., 2012, Sirsat & Neal, 2013).

En ninglntrabajo reportado hasta el momento se ha encontrada una carga microbianaque
represente un problema de seguridad alimentaria. Los resultados muestran que el contenido
deestos microorganismos en cada componente del sistema y los productos acuaponicos es
inclusivemenor que el de productos horticolas comerciales convencionales y organicos.
Esto hace pensarque debido a que los productos acuaponicos tienen un minimo de
tratamiento post-cosecha, lacontaminacion de los productos convencionales y organicos
provenga en el manejo del productodurante el proceso de empaque y transporte de los
mismos (Fox et al., 2012, Sirsat & Neal, 2013).
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De los trabajos mencionados anteriormente, el perfil microbiolégico se realiz6 analizando
Unicamente dos bacterias relacionadas a patogenicidad en humanos. Sin embargo, no
considera microorganismos patogenos para la especie acuatica o para las plantas, lo cual
puede llegar a afectarla productividad de presentarse este tipo de microorganismos.
Ademas, ambos trabajos utilizan métodos microbioldgicos tradicionales. El-.anélisis
microbioldgico utilizando metodologias microbiolégicas modernas como herramientas
moleculares permitird un analisis mas profundo de los microorganismos patdgenos en los
sistemas acuaponicos.

En algunos sistemas RAS, se han utilizado herramientas moleculares y se han encontrado
microorganismos patégenos para peces como algunas cepas de Bacillus sp. (como B.
mycoides), Aeromonas sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Edwarsiella sp.,
Comomonas sp. Y Flavobacteriumsp. (Schneider et al., 2007). Otros microorganismos
encontrados estan relacionados apatogenicidad humana Vibrio, Erwinia, Coxiella y
Aeromonas (Schreier et al., 2010). Las especiesde Vibrio se han aislado en diferentes
ambientes acuaticos como agua dulce, estuarina y oceanica, sin embargo es probable que la
mayoria de ellos sean saprofitos (Leonard et al., 2000). Con base en este argumento, la
bioseguridad de un sistema acuaponico dependera de un adecuado manejoy control de los
microorganismos oportunistas (Rurangwa & Verdegem, 2015).

2.2.3. Andlisis de comunidades microbianas con técnicas moleculares

Desde hace tres décadas se han venido realizando diversos trabajos de caracterizacion de
diversidad microbiana usando técnicas moleculares basadas en PCR y han permitido tener
un panorama general acerca de la diversidad microbiana en muestras ambientales. Algunas
técnicas que utilizan la PCR como fundamento son la amplificacion del gen 16s rARN, 18s
rARN, hibridacion, DGGE/TGGE, etc. Estas presentan algunas limitaciones y solo proveen
parte de la informacion de una comunidad microbiana (Muyzer, 1999). La conclusion
hecha en este campo es que la mayoria de la diversidad procarionta permanece adn sin
conocerse, principalmente porque estas células no pueden crecer bajo condiciones de

laboratorio (Handelsman, 2004).La amplificacion de los genes 16s o 18s rARN amplifica
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regiones hiper-variables de cada gen anclandose a una secuencia altamente conservada
entre especies. Hay nueve regiones hiper-variables Ilamadas V1-V9 que van entre los 50 y
100 pares de bases (pb) de longitud, dependiendo la region. Las regiones hiper-variables
son la clave para la identificacion universal de microorganismos. Los primers son
disefiados para amplificar las regiones hiper-variables de los genes 16s y 18s rARN para
diferente para un gran nimero de diferentes especies bacterianas (Nikolaki & Tsiamis,
2013).Los primers que se anclan a la region V1-V3 y V7-V9 se recomiendan para obtener
una caracterizacion que represente a toda una comunidad compleja (Kumar et al., 2011). La
informacion que obtenemos con esta técnica nos indica la compaosicion taxonémica en la
muestra ambiental (Kemp & Aller, 2004).

Por otro lado, existen muchas ensayos semicuantitativos in situ como la técnica de
hibridacion fluorescente in situ o FISH (por sus siglas en inglés), micro autoradiografia por
hibridacion fluorescente in situ 0 MAR-FISH (por sus siglas en inglés) e hibridacion
fluorescente in situ con deposicion catalizada de reporteros o CARD-FISH, etc. que
identifican las células procariontas sin necesidad de cultivarlas mediante una hibridacion
dirigida al rARN con oligonucledtidos marcados con fluoroforos. Estos oligonucleétidos
tienen una extension de 15 a 25-nucleétidos de largo e hibridan covalentemente al 5’
terminal del ADN. Después de lavar las muestras las células marcadas son detectadas por
microscopia de epifluorescencia o citometria de flujo (Wagner et al., 2003).

Todas las técnicas-anteriormente mencionadas, han permitido progresos en el campo de la
ecologia microbiana acerca de la composicion y dinamica las comunidades microbianas de
ambientes naturales complejos como un ecosistema o0 en ecosistemas mas simples como la
endosimbiosis 0 ambientes extremos. Sin embargo, existe una amplia discusion acerca de la
verdadera contribucion de estas técnicas para un mejor entendimiento de la funcionalidad
de las comunidades microbianasdentro y como parte de un ecosistema, como el caso de los
microorganismos en el ambiente oceanico (Parthasarathy et al., 2007, Gilbert & Dupont,
2011).
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2.3. Metagenomica de comunidades microbianas

La metagendmica es una herramienta derivada de la biologia molecular y la bioinformética
que permite el andlisis de la diversidad microbiana mediante la secuenciacion del
complemento gendmico total o acido desoxirribonucleico total (ADN total o ADN
ambiental) de todos los organismos presentes en una comunidad (Bonilla-Rosso, 2012).
Esta provee un panorama de la composicion genética de la comunidad microbiana,
diversidad taxonOmica, abundancias, riqueza, etc. Para poder utilizar esta -herramienta es
imprescindible el uso de la bioinformatica (Gilbert & Dupont, 2011).

La metagendmica comenzO a utilizarse desde la década del 2000, permitiendo una
caracterizacion profunda de las comunidades microbianas de muestras ambientales. Estas
técnicas permiten el analisis de la totalidad o casi la totalidad de las poblaciones
microbianas de la muestra ambiental sin necesidad de cultivarlas en laboratorio. Esta tienen
como objeto de estudio la totalidad genética o el conjunto de genes que hay en una muestra
ambiental (Handelsman., 2004).

Por otro lado, el desarrollo de metodologias de secuenciacion para la clonacién de genes o
genomas microbianos directamente. del ambiente ha abierto las posibilidades para la
microbiologia ecolégica, principalmente considerando que los microorganismos poseen un
alto potencial de produccion de metabolitos activos enzimas y polimeros y otras
herramientas con aplicacion biotecnoldgica (Rodriguez-Valera, 2004). El estudio del ADN
ambiental de todala comunidad es conocido como gendmica ambiental, ecogenémica 0
metagendmica. El contenido genético, enzimatico y metabolico es el resultado de una vasta
interaccion célula-célula y o relaciones sinérgicas o antagdnicas que pueden hacer cambiar
el comportamiento de la comunidad como un meta-organismo con propiedades emergentes
(Konopka, 2009).

Las tecnologias de secuenciacion han incrementado la capacidad de secuenciar méas pares
de bases por segundo (100 veces mas capacidad) que el método Sanger. Estas tecnologias
secuencian moléculas de ADN masivamente y en paralelo en una celda de flujo. La
secuenciacion se lleva acabo de dos formas, en un tiempo real continuo 0 en un proceso

iterativo paso a paso. En ambos casos a cada templado o molécula de ADN es secuenciado
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y puede ser cuantificado a lo largo de la generacion de las secuencias (Nikolaki & Tsiamis,
2013).Estas técnicas modernas de secuenciacion mejor conocidas como NGS (de Next
Generation Sequencing) se centran en la secuenciacion de fragmentos largos de ADN como
genomas enteroso plasmido en lugar de genes u operones. Para esto, es necesario
fragmentar el ADN total en secuencias superiores a 700 pb o de 3, 8 y 40 kb en el caso-de
la secuenciacion masiva shotgun (Bonilla-Rosso et al., 2008, Nikolaki & Tsiamis, 2013).
Después este paso es necesario un analisis bioinformatico para ensamblar los fragmentos en
secuencias lineales consecutivas que conforman una parte del genoma 0 un genoma total.
El ensamblado superpone los diferentes fragmetos y reconstruye una secuencia lineal
completa del genoma conocido como contigs. La reconstruccién de genomas enteros es
dificil pero posible si la secuencia de fragmentos cubre el genoma entero. El reto de esta
estrategia radica en el esfuerzo computacional que se requiere, ademas del analisis
profundo de los resultados para encontrarles sentido bioldgico y la enorme capacidad de
coémputo, generalmente supercomputacion (Venter et al., 2004,). Un estudio metagenémico
requiere de un analisis gen por gen y el analisis del conjunto de los genes presentes en la
muestra ambiental.

El anélisis metagenético en combinacion con el uso de las tecnologias de NGS promete ser
una herramienta poderosa que ayude a comprender la ecologia microbiana a un ritmo
acelerado. Sin embargo, también se discute esto porque la metagenémica permite el analisis
microbiano en ecosistemas de complejidad baja 0 media pero tampoco ha sido exitoso en
ambientes de alta complejidad debido al esfuerzo necesario para lograr heterogeneidad en
el ensamblado del material genético (Nikolaki & Tsiamis, 2013, Knight et al., 2012).La
metagendémica es una moderna y poderosa herramienta que permite el analisis de la
composicion de un microbioma en muestras ambientales sin subestimar ninguna poblacién
microbiana. Esta es la razén por la que se utilizara en el analisis del microbioma de
sistemas acuaponicos.

Los sistemas acuaponicos presentan un nivel de complejidad bajo en comparacion con
sistemas naturales por lo que la metagendémica puede permitirnos analizar la comunidad de

dicho sistema de manera exitosa.
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Por otro lado, la generacion de datos metagendmicos ha tenido un rol muy pequefio en la

investigacion biotecnoldgica. Las principales limitaciones para el desarrollo de estos

analisis es:

» Lacomplejidad de la diversidad microbiana.

» La insuficiencia de datos generada por la muestra que impida el analisis de la
misma.

» Laidentificacion de algunos genes.

» Dificultad en la integracion y comparacion de resultados obtenidos con las
diferentes tecnologias.

» La incompatibilidad de las expectativas de los investigadores quienes buscan
comprenderlos patrones ecoldgicos generados-con aquellos que buscan poner a
prueba los limites de las nuevas tecnologias.

» La falta de acuerdo sobre los estandares necesarios para los datos generados Knight

et al. (2012), Bonilla-Rosso et al. (2008).

35



1. Hipotesis

El metagenoma de un sistema acuaponico tiene como caracteristicas principales una alta
diversidad y riqueza taxonomica de organismos pertenecientes al ciclo del nitrégeno; y
como consecuencia de esto, una alta expresion genética de elementos inherentes a este tipo

de metabolismo.

IV. Objetivos

General

Caracterizar la composicién taxonomica de la comunidad microbiana de un sistema

acuaponico.

Particulares

1. Caracterizar fisicoquimicamente el sistema acuapdnico experimental de larva de rana
toro (Lithobates catesbeianus) y chile (Capsicum annum) y su ambiente.

2. Determinar el perfil del metagenoma de la comunidad microbiana de este sistema
acuaponico.

3. Correlacionar la tasa de transformacién de la materia en el sistema acuapénico con la

expresion metagenética de la comunidad microbiana.
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V. Materiales y Métodos

3.1. Ubicacion del experimento

Este trabajo se llevd a cabo en el Campus experimental de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Auténoma de Querétaro, ubicado en la comunidad de Amazcala, EI Marqués,
Qro. Esta regidn se ubica en la zona central del pais, en las coordinadas 20°42°20.6"N,
100°15°37.3"W al900 msnl. El régimen climatico es semiarido con-un promedio de
temperatura anual de 18°Cy precipitacion media anual de 500 mm. EIl experimento se llevo
a cabo bajo condiciones de laboratorio de Julio-Septiembre de 2015. El enfoque del trabajo
fueron los microorganismos que se desarrollaron en todos los componentes fisicos de los

sistemas acuaponicos establecidos durante el periodo experimental.

3.2. Material Biologico
Vegetal

El material vegetal utilizado en los sistemas acuaponicos fueron plantulas de chile serrano
(Capsicum annum L.) que fueron trasplantadas después de un mes de germinacion.

Animal

El material animal utilizado fueron renacuajos de rana toro americana (Lithobates
catesbeianus) de 60 dias desde su eclosion. La densidad de cultivo fué de 1 renacuajo por

litro de agua.

3.3. Analisis ambiental y fisicoquimico de los sistemas acuaponicos

La temperatura ambiental y la humedad relativa se midieron cada 15 minutos durante todo
el ciclo experimental con un data logger automatico (Spectrum technologies, Watchdog
Model 1000, USA). En cada sistema fue monitoreado la temperatura en agua (cada 15
minutos) con sensores de temperatura conectados al data logger; el pH y el oxigeno disuelto
(una vez al dia) (HQ40D multi dual input-meter, brand HACH, USA with LD0101-03
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probe sensor). Cada 48 horas se tomaron muestras de agua para el analisis de amonio,
nitratos, nitritos y fosfatos medidos por espectrofotometria durante todo el periodo
experimental, en total se tomaron 75 muestras para los analisis fisicoquimicos (HACH
spectrophotometer DR-6000; methods 8038, 8171, 8507 and 8048 Hach Methods).

El experimento fue un disefio poli-etapico con tres repeticiones. Los sistemas acuaponicos
utilizados para el experimento consistieron de peceras de 40 L (72x35x35 cm) para el
cultivo acuicola; una tina de 70x35x15 c¢cm para el sustrato y el cultivo vegetal con un
sistema de drenaje en un extremo de la tina, una bomba de agua sumergible de 6W
(Qmax=120 L/hr) y manguera para recircular el agua de la pecera a la tina de cultivo vegetal,
la cual drenaba el agua de regreso al estanque por gravedad (Figura 4).

Figura 6: Unidad experimental: estanque acuicola, biofiltro, sistema de recirculacién
de agua y sensores de monitoreo.

3.4. Analisis de la comunidad microbiana de los sistemas acuapénicos

El experimento se dividio por etapas, la primer etapa consistié en la inicializacion del
sistema y el establecimiento del cultivo acuético (renacuajos), la segunda etapa consistio en
el periodo desde el encendido de la recirculacion de las peceras a hasta la activacion del
biofiltro (después de 28 dias de iniciada la recirculacion y cuando el amonio y los nitritos
son cercanos a cero y hay acumulaciéon de nitratos) y finalmente la etapa 3 donde se

establecio el cultivo vegetal, es decir, la acuaponia (28 dias).
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Para analizar la composicion taxonomica de la comunidad microbiana del sistema
acuapoénico se tomaron en total 18 muestras en varios tiempos a lo largo de cada una de las
etapas a fin de evaluar el cambio de la composicion de los microorganismos a lo largo de
un ciclo acuaponico. En total fueron 9 tiempo evaluados y dos tamarios de filtro para cada
porcion de la comunidad (1.6 y 0.22 um) (tabla 2).

Tabla 2: Tiempos de muestreo por etapa y fecha de andlisis de cada uno.

Tiempo Etapa Dia (D) Fecha de anélisis
0 Inicializacion (E1) DO 29/Junio/2015

1 Activacion del biofiltro (E2) D9 02/Julio/2015

2 Activacion del biofiltro (E2) D16 09/Julio/2019

3 Activacion del biofiltro (E2) D23 16/Julio/2019

4 Activacion del biofiltro (E2) D30 23/Julio/2019

5 Acuaponia (E3) D37 30/Julio/2019

6 Acuaponia (E3) D44 06/Agosto/2019

7 Acuaponia (E3) D51 13/Agosto/2019

8 Acuaponia (E3) D58 20/Agosto/2019

Las muestras seleccionadas para el analisis de la composicion taxondémica se redujeron a 4
tiempos de muestreo para cada porcién de la comunidad como lo muestra la Figura 5
tomando como criterio que el tiempo de inicializacion nos daria como referencia el estado
inicial de la comunidad microbiana. EI microbioma de este tiempo se espera que sea mas
parecido al de un sistema acuicola tradicional. Dado que la etapa 2 (E2) durd 4 semanas se
tomaron las muestras de la mitad de esta etapa, momento en el cual es mas probable
observar un cambio en la comunidad y el final nos indicaria la composicion de la
comunidad en un biofiltro maduro, esto tomando en cuenta que son aproximadamente 28
dias que dura la maduracion de un biofiltro de acuerdo a Timmons, 2002. Y finalmente la
etapa de acuaponia que dur6 4 semanas se tomd como criterio que en la tercera semana la
comunidad habria tenido tiempo suficiente para evolucionar y llegar al punto de término

del sistema acuaponico.
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Figura 7: Etapas del ciclo productivo de los sistemas acuaponicos experimentales y
puntos de muestreoen el tiempo.

Los puntos de muestreo en el estanque del sistema se hicieron en 5 puntos: se tomd el agua
superficial a 15 cm de cada extremo horizontal de la pecera, el agua en la parte de en medio
de la pecera a 15 cm por debajo de la columna de agua y el agua y sedimento del fondo a
15 cm de cada extremo horizontal de la pecera. El muestreo del biofiltro se hizo tomando
agua y un volumen de 200 ml de sustrato en 3 puntos adyacentes: cerca de la entrada de

agua, en medio de la cama del sustrato y-cercano a la zona de drenaje del agua (Figura 6).

Biofiltro

Figura 8: Puntos de muestreo en cada unidad experimental.

Para la toma de cada muestra se utilizaron materiales estériles (espatulas, jeringas de 50 ml
y matraces). El agua se homogeniz6 en vortex por 10 min y se filtrd con papel filtro de
poros de 5,1.6 y 0.22 micras a fin de separar por tamafio celular las células procariontas y
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eucariontas (Figuras 7 y 8). Una vez recuperadas las células en papel filtro, éste se congeld
con nitrogeno liquido y se preservaron a -80°C para posteriores analisis. Todo se realizo

bajo condiciones de esterilidad.

Figura 9: Proceso de filtracion: Cada muestra se filtro varias veces a fin de separar
por tamafo celular a los microorganismos. A la izquierda se muestra la filtraciéon
inicial; en medio se presenta la filtracion de 1.6 micras y finalmente, la filtracion de
0.22 micras.

Figura 10: Filtros utilizados para recuperar los microorganismos (5, 1.6 y 0.22
micrometros de izquierda a derecha).

3.4.1Extraccion de material genético

Los filtros en ultra-congelacion (-80°C) se descongelaron en hielo, se cortaron con bisturi
estéril y se metieron en tubos Falcén de 15 ml para realizar el proceso de extracciéon de
acuerdo al protocolo de Gilbert & Dupont (2011) para extraccién de ADN metagendmico

con algunas modificaciones.
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1. Se afiadi6 en cada tubo con muestras 1.6 ml de CTAB y 180 ul de lizosima.

2. Se incubd a 37°C por 30 min en agitacion constante.

3. Se afadié 200 ul de SDS (10% peso/volumen) y 55 ul de proteinasa K (20 mg/ml),
dejandoincubar por 2 horas en agitacion constante.

4. El lisado se retird del tubo Falcon y se repartio en varios tubos eppendorf de 2-ml alos
cuales se les afiadio 1 ml de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) a un pH de 8 mezclando
suavemente. Se centrifugaron los tubos eppendorf a 1500xg por 5 minutos.

5. Se afadio otro volumen de 1 ml de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se mezclo
suavemente y se centrifugd a 1500xg por 5 minutos.

6. Se afiadié 1 ml de cloroformo isoamilico (24:1), se mezcld suavemente y se centrifugd
por 5Sminutos a 1500xg.

7. Se decanto la fase acuosa a un tubo estéril y se le afiadio 0.5 vol. de 7.5 M de acetato de
amonio, se mezcld y se afiadio 2.5 vol. de etanol puro. Se mezcld y se dejo precipitar toda
la noche a -20°C.

8. Se centrifugd a 10 000xg por 30 minutosa 4°C y se decantd el etanol.

9. Se afadio 2 ml de etanol 80 %, se mezcld y se centrifugd a 10 000xg por 20 minutos a
4°C,se decanto el etanol.

10. Repetir el paso anterior.

11. Decantar el etanol y dejar los tubos invertidos por 15 minutos para evaporar los restos
de etanol.

12. Re-suspender en 200 ul de agua estéril. Conservar a -80°C.

Posteriormente se confirmé la presencia de ADN gendmico mediante un gel de
electroforesis y se cuantifico por espectrofotometria. Se midid la absorbancia a 260 y 280
nm-y se calcul6 la concentracion de ADN con la formula:

[ADN]ug/ml = Abs260 - Factor de dilucion - Coeficiente de extincion(50paraADN) (1)

La calidad de pureza del ADN se calculd con la relacion Abs260/Abs280, un valor entre
1.65 y1.9 indica una alta pureza de ADN.

Las variaciones de las secuencias del gen 16s ARN ribosomal y 185 ARN ribosomal

(rARN)son ampliamente usados para caracterizar la diversidad taxonomica presente en
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comunidades microbianas procariontes y eucariontes, respectivamente. La secuencia del
16s rARN esta compuesta de nueve regiones hipervariables intercaladas con regiones
altamente conservadas entre especies. La secuencia de este gen y sus regiones
hipervariables se ha determinado en una gran cantidad de microorganismos y es posible
tener acceso a esas bases de datos en multiples plataformas como Greengenes, Silva y el
Proyecto de bases de datos ribosomales. Usando tecnologias de Secuenciacionde Ultima
Generacion o NGS (Next Generation Sequencing en inglés) y métodos bioinformaticos
puede caracterizarse la estructura de una comunidad, abundancia de especies y la evolucion

de un ambiente microbiano en un ambiente en particular.

Las librerias genéticas del 16s rRNA (procariontes) y 18s rRNA (eucariontes) en este
trabajo se construyeron a partir de 4 muestras de material genético proveniente de los
sistemas acuapdnicos. Mediante reaccion de PCR se amplificaron los genes codificantes
para 16s rRNA en las regiones V1-V3. Los productos de PCR se cuantificaron y
purificaron para la construccion de la libreria. Los amplicones se secuenciaron en una

plataforma llumina HiSeq 2500 para generar secuencias de 250 pb.

3.4.2. Procesamiento de secuencias crudas

A los extremos terminales de las secuencias crudas de cada muestra se les asigné un cédigo
unico, este codigo y el cebador de la secuencia fueron truncados. Los extremos terminales
fueron ensamblados utilizando el software FLASH (V1.2.7) (Magoc et al. 2011), una
herramienta de analisis muy rapido y precisa para fusionar pares de secuencias cuando los
fragmentos de ADN originales son méas cortos que el doble de la longitud se las secuencias.
Las secuencias de corte y empalme obtenidas se denominan etiquetas primas. Una vez
obtenidas las etiquetas primas, se realizd un filtro de calidad en las secuencias bajo
condiciones especificas para el proceso de control de calidad con el software QIIME
(V1.9.0) (Caporaso et al. 2010; Bokulich et al. 2013). Después de este filtrado, se

obtuvieron secuencias de alta calidad que fueron comparadas con bases de datos de
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referencia (Gold database), usando el algoritmo UCHIME (UCHIME Algorithm) para
detectar secuencias quiméricas, las cuales fueron removidas (Edgar et al. 2011).

3.4.3. OTUs y andlisis de la comunidad

Las secuencias efectivas de todas las muestras que resultaron del proceso anterior fueron
agrupadas por clusters utilizando el software Uparse (v7.0.1001) para obtener las Unidades
Taxonodmicas Operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) con un 97% de identidad
(Edgar et al. 2013). La taxonomia de los OTUs se llevo a cabo usando el script QIIME
assign_taxonomy.py (RDP método clasificador, nivel de confianza de 0.8) utilizando las
secuencias OTUs representativas. Se eligieron las siguientes bases de datos para el analisis
taxondémico: Green Gene (16S, secuencias de mitocondria y cloroplastos), RDP (16S),
Silva (18S) y Unite (ITS) para el analisis de la comunidad procarionte y eucarionte,
respectivamente. Posteriormente se borraron los:OTUs contaminantes que fueron los OTUs
que tuvieron anotacion como mitocondrias, cloroplastos y desconocidos, los cuales se
removieron. Finalmente, se visualizaron todas las relaciones filogenéticas de una sola
muestra usando el software KRONA; el arbol filogenético de las especies de interés se
construyo por secuencias OTUs representativas usando el software QIIME con el script
make_phylogeny.py. EIl arbol filogenético que incluye las abundancias relativas de los
OTUs vy el nivel de confianza taxonémico se visualizé utilizando Perl y el software SVG.
Las relaciones filogenéticas de especies de interés dentro y a través de las muestras fueron
visualizadas utilizando Perl o MEGAN. Finalmente, el heat-map de la abundancia relativa

de las especies para cada nivel taxondmico se construyo utilizando el software R.

3.4.4. Indices de diversidad

Indice de diversidad alfa. Se calcul6 el indice de Chao, Shannon y de especies observadas
utilizando el software QIIME basado en la abundancia relativa de los OTUs (script
alpha_diversity.py) (Chao 1987; Colwell 2004).

Todas las secuencias encontradas en este trabajo se depositaron en BioProject database
(ndimero de acceso: PRINA353631).
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VI. Resultados y Discusion

4.1. Caracterizacion ambiental y fisicoquimica de los sistemas acuaponicos

El promedio de los resultados de los pardmetros medio ambientales y fisicoquimicos

medidos en los sistemas acuaponicos se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 3: Resultados promedio de mediciones fisicoquimicas del agua de los sistemas
acuaponicos y ambientales

Parametro Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Temperatura Ambiental (°C) 22.010+£0.710 21.120 +0830 22.580 + 0.650
Humedad Relativa (%) 66.970 £ 5.390 65.650 + 3.520 70.400 £+ 1.670
pH 7.866 + 0.057 8.722 £+ 0.420 8.583 £ 0.248
Oxigeno disuelto (mg/L) 0.450 = 0.098 5.781 £ 0.895 5.685 +0.413
Promedio de temperatura en agua 21.190 +0.040 20.610 + 0.590 22.060 + 0.990
de cultivo (°C)

Amonio (mg NHz-N L?) 0.115+0.008 0.285+0.118 0.420 £ 0.090
Nitrito (NO2-N L) 0.047 £+ 0.000 0.475 £ 0.600 0.178 £ 0.401
Nitrato (NO3-N L) 1.800 £+ 0.020 6.268 + 1.843 23.747 + 7.657
Fosfatos (mg PO*™ L) 0.640 £ 0.009 1.483+0.768 18.556 + 9.029

El promedio de la temperatura ambiental durante el periodo experimental fue de 21.52°C
+0.99 (P 0.05), mientras que el promedio de la temperatura en el agua de los sistemas
acuapoénicos fue 21.286°C (P 0.05). ElI comportamiento de las temperaturas durante este
periodo se muestra en la Figura 9. El promedio del pH en el agua de los sistemas
acuaponicos fue de 8.372 + 0.241. El valor mas bajo de pH se presento en la etapa 1 (E1)
del desarrollo de los sistemas acuapénicos (7.866, P 0.05) y la etapa 2 (E2) presentd el
valor mas alto (8.722, P 0.05). EL valor méximo de pH durante todo el periodo

experimental fue 9.1 y el minimo fue 7.8.
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Figura 11: Comportamiento de la temperatura ambiental y la temperatura del agua
en los sistemas acuapoénicos.

En cuanto al oxigeno disuelto el valor promedio durante la primera etapa (E1) fue de 0.450
+ 0.098 y este valor se incrementd en la segunda etapa y tercera etapa debido al inicio de la
recirculacién de agua. ElI pH promedio que permite el proceso de nitrificacion para
biofiltros sumergidos es de 5.5 a 9.0, sin embargo, el pH del agua en este trabajo fue 8.372,
que fue mas alto que el pH recomendado de 7 para optimizar la produccion de peces y
plantas (Tyson et. al. 2004, Somerville et al. 2014). El pH en los estanques acuapdnicos en
este trabajo aumentd de 7.1 a 8.4 durante la activacion del biofiltro (E2), como se esperaba
para un biofiltro tipico durante la oxidacién de amoniaco.

En términos de nutrientes disueltos, el comportamiento de la concentracion de amonio
(NHs, que es la forma mas tdxica) en el estanque acuaponico se mantuvo por debajo de la
concentracion méaxima de amonio recomendada para la acuicultura (0.5 mg L a un pH de
8.0).

Con respecto a la concentracion de nitritos, los niveles mas altos se presentaron en E2,
después de una acumulacién de amoniaco y antes de la oxidacion de nitratos. Esta
acumulacién de nitrito corresponde a la esperada para un biofiltro. Por otro lado, los valores
de nitrato para E1, E2 y E3 fueron 1.800 + 0.020, 6.268 + 1.843 y 23.747 + 7.657,
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respectivamente. La concentracion de nitrato no es tdxica para las especies acuéticas,
excepto en niveles muy altos (>1000 mg/L de NOz-N) y es la fuente principal de nitrégeno
para las plantas en sistemas hidropdnicos, por lo que el nivel de nitrato se mantuvo en una
tasa de concentracion éptima (Tyson et al., 2011).

En el caso de los fosfatos, se observa un incremento a lo largo del experimento. Otros
trabajos informaron una concentracion de fosfatos entre 117 mg L! PO**, sin embargo, las
concentraciones recomendadas estan entre 40-60 mg/L PO*™ (Goddek et al., 2015). Este
ultimo sugiere una posible deficiencia de fosforo en el sistema acuapdnico.evaluado en este
trabajo, que se compensa con la acumulacién en el sistema; sin embargo, sera necesario
analizar el rendimiento de los fosfatos en un ciclo acuapénico mas largo.

Por otro lado, el comportamiento del amonio, el nitrato y los fosfatos presentan una
acumulacién en su concentracion a lo largo del tiempo. ElI comportamiento del nitrito
muestra un incremento de la concentracion en la segunda etapa (E2) y una menor

concentracion en la primer y Gltima etapa (Figura 10).
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Figura 12: Comportamiento de fosfatos, nitratos, nitritos y amonio en el agua de los

sistemas acuaponicos.

4.2. Comunidad microbiana en los sistemas acuaponicos
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Una vez extraido en material genético se cuantificd y se calcul6 la pureza del ADN, lo que
se muestra en el siguiente cuadro (Tabla 4). Las muestras subrayadas corresponden a
aquellas que se seleccionaron para el trabajo. El criterio fue con base en la mayor cantidad

y calidad del material genético.

Tabla 4: Concentracion y pureza de las muestras de ADN.

Muestra [ADN]mg/mL Abs260/Abs280
E1-DO 2060 1.002
E2-D9 2065 1.122
E2-D16 1740 1125
E2-D23 10 -
E2-D30 2500 1.035
E3-D44 1710 1.125
E3-D51 2505 1.001
E3-D58 2235 1.098

Podemos observar que en cuanto a la _cantidad de ADN en las muestras del sistema
acuapoénico, éste comienza con una concentracion que se mantiene al inicio de la siguiente
etapa pero cae drasticamente en las siguientes semanas de muestreo. Recuperandose la
concentracion de ADN en el ultimo periodo de muestreo. Se observa un comportamiento
semejante en la etapa E3 en donde se inicia el cultivo acuapénico (E3). Como podemos
observar, cada que se inicia una etapa en el sistema, la concentracién de ADN disminuyo y
al cabo de un tiempo aumenta. Esto pudiera indicarnos que los cambios en el sistema estan
afectando a la comunidad de microorganismos que en un inicio disminuyen y conforme
pasa el tiempo la concentracion de la comunidad se recupera y se estabiliza.

El metagenoma de los sistemas acuaponicos incluye la porcidn procarionta y eucarionta de
fa comunidad microbiana por lo que en este trabajo se reportan los resultados de cada
porcion por separado. Las siguientes tablas (5 y 6) muestran los resultados del
procesamiento de las secuencias obtenidas del procedimiento de secuenciacion, filtraciones

y anotaciones para cada porcion de la comunidad.
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Tabla 5: Resultados de secuenciacion de la porcién procarionte de la comunidad
microbiana en sistemas acuaponicos.

] Tamafio ]
Sec. Efectivas Sec. o Sec. Sec. Sin
Muestra  Total Sec Amplicén . .
(%) Taxon. Unicas Clasificar
(pb)
E1-DO 39422 38987 (98.90) 38309 255.97 611 67
E2-D14 46484 44149 (94.98) 43036 255.98 1100 13
E2-D30 34509 33672 (97.57) 33072 255.97 580 20
E3-D51 44440 42589 (95.83) 42589 256.02 2332 149

Tabla 6: Resultados de secuenciacion de la porcién eucarionte de la comunidad
microbiana en sistemas acuapoénicos.

Tamaifio

Sec. Efectivas Sec. ] Sec. Sec. Sin
Muestra  Total Sec. Amplicdn . -
(%) Taxon. Unicas Clasificar
(pb)
E1-DO 46926 44602 (94.78) 44253 245.01 349 0
E2-D14 52092 42947 (94.85) 42128 243.57 574 0
E2-D30 44309 42445 (95.62). 42160 242.05 80 0
E3-D51 41423 39715 (95.07) 37554 258.15 116 0

Del total de secuencias producidas en cada muestra, entre el 94.78% y el 95.62% pudieron
ser asignadas a algun nivel taxonémico en las bases de datos seleccionadas de acuerdo a la
porcion de la comunidad (GreenGene, RDP, Silva y Unite) para el analisis de la comunidad
procarionte y eucarionte.

En cuanto a la diversidad de la comunidad microbiana, para la porcién procarionte
encontramos. que de acuerdo con los indices de Shannon y Chao, esta aument6é con el
tiempo y los valores mas altos estuvieron presentes en la Gltima etapa cuando todos los
componentes bioldgicos estaban presentes en el sistema acuaponico (E3-D51), mas del
doble en comparacién con la primera etapa del desarrollo del sistema (Tabla 7). En la
mayoria de los estudios ecoldgicos, el valor del indice de Shannon rara vez es mayor que 4
y corresponde a muestras con una alta biodiversidad. El valor de Shannon en la Gltima
etapa (7.675) de este trabajo sugiere una gran diversidad de poblaciones procariontes que se

espera para un cultivo intensivo. Asimismo, la diversidad dentro de la porcidn eucarionta
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de la comunidad microbiana de acuerdo con ambos indices indicé una alta diversidad en la
primera etapa del ciclo acuaponico (E1-D0) y disminuyendo en las siguientes dos etapas
(E2-D14 y E2-D30) correspondientes a la activacion del biofiltro y aumentando

nuevamente en la Ultima etapa (Tabla 8).

Tabla 7: Diversidad microbiana de la porcién procarionta de la comunidad del
sisterma acuaponico

Etapa Shannon Chao Especies
E1-DO 3.494 260.13 242
E2-D14  3.663 698.00 608

E2-D30 4.873  591.23 570
E3-D51 7.675 1098.60 1057

Tabla 8: Diversidad microbiana de la porcion eucarionta de la comunidad del sistema
acuaponico

Etapa Shannon Chao Especies
E1-DO  5.3398 = 1125 112
E2-D14  4.8015 200.0 200
E2-D30 24871 27.0 27

E3-D51  0.5346  23.0 23

La tendencia en el aumento de la diversidad durante el desarrollo del sistema acuapdnico en
la porcion procarionta se muestra de la misma manera que el indice de Shannon en la
grafica de la rarefaccion (Figura 13). Esta tendencia se ve claramente en la figura 12 en
donde en la primer etapa podemos ver una menor cantidad de diferentes phylum aunque
cada.uno con mayor abundancia y en la Gltima etapa se observa una mayor cantidad de
phylum con menos abundancia relativa cada uno excepto para las Proteobacterias que son
quienes dominan la comunidad microbiana del sistema acuaponico.

Por el contrario, en la porcién eucarionte de la comunidad microbiana la diversidad durante
el desarrollo del sistema disminuye de acuerdo a la grafica de rarefaccion y coincide con el
indice se Shannon. En la figura 13 podemos observar que en la primer etapa hay una mayor
cantidad de filos que durante el desarrollo del sistema se pierden hasta quedar dominados

por el phylum Ascomycota.
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Figura 13: Rarefaccidn presente en las diferentes etapas del desarrollo de los sistemas
acuaponicos para la porcién procarionte (izquierda) y eucarionte (derecha).

La composicion taxondmica de la porcion procarionta estaba compuesta de Bacterias y
Archaea y la porcion eucarionta estuvo compuesta de Hongos y Protista (Tabla 9).

Tabla 9: Composicion taxondmica de la comunidad microbiana de los sistemas
acuaponicos.
Archaea Bacteria Fungi Protista

0.18% 81.78% 17.53% 0.49%

La comunidad microbiana del sistema acuapdnico cambié su composicion a través del
tiempo. De las cuatro etapas evaluadas (E1-DO, E2-D16, E2-D), la etapa inicial y la final
tuvieron presentan mayores diferencias, mientras que las dos etapas medias presentan
mayor similitud entre ellas, ambas corresponden a la activacion del biofiltro por lo que es
de esperarse que las diferencia sean minimas.

La composicion de la comunidad microbiana en la primera etapa (E1-DO0) fue un 59,05% de
procariontas y un 40,95% de eucariontas. En la siguiente etapa, en medio de la activacion
del biofiltro (E2-D16) fue de 81.30% y 18.07% para procariontas y eucariontas,
respectivamente. Al final de la activacion del biofiltro (E2-D30), la composicion era

93.38% procariodtica y 6.62% eucarionta y, finalmente, en la ultima etapa con todos los
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componentes bioldgicos (E3-D51) era 97.02% procarionta y 2.98% eucariotica. Estos
resultados sugieren que la comunidad microbiana en este sistema acuaponico evoluciono de
procariontas y eucariontas en una proporcion cerrada a una comunidad microbiana
procaridtica casi por completo.

Los filos encontrados en comdn en dos o més etapas del ciclo acuapdnico para la porcién
procarionta y eucarionta se muestran en los siguientes diagramas mediante superposicion

entre los grupos (Figura 14).

E2-D16 E2-D30 E2-D16 E2-D30

Figura 14: Etapas del ciclo acuaponico y los phyla encontrados en una sola etapa o en
comun en dos 0 mas etapas en la porcion procarionta (izquierda) y en la porcion
eucarionta (derecha).

Por otro lado, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Fusobacteria fueron los filos
mas representativos de procariontas durante el desarrollo del sistema acuapdnico, similares
a otros. trabajos donde la diversidad microbiana en el biofiltro, raices de plantas, perifiton y
heces de pescado de un sistema acuaponico se mostr6 como phyla mas representativa
Bacteroidetes, Firmicutes, y Proteobacteria (Schmautz et al. 2017).

En la porcién procarionte, los filos encontrados en el sistema acuapénico en cada etapa se

muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 10: Filos presentes en el sistema acuaponico, etapa en la que estdn presentes.y
en cual tuvieron mayor representatividad en la comunidad microbiana del sistema
acuaponico (rojo).

Tenericutes X X X X
iy Elusimicrobia X X X X
° Spirochaetes X X X
Proteobacterias Thermi X X X
Bacteroidetes Cyanobacteria X X X
Actinobacterias Chlamydiae X X X
T™M7 X Fibrobacteres X X X
Acidobacterias X Gemmatimonadetes X X X
Firmicutes X Nitrospirae X X X
oD1 X NKB9 X X X
Planctomycetes X WPS-2 X
Fusobacterias X Synergistetes X
Verrucomicrobia X Crenarchaeota X X
TM6 X X X Parvarchaeota X X
Chloroflexi X X X X BHI80-139 X X
GNO02 X X X X Lentisphaerae X X
SR1 X X X X OP3 X X
Armatimonadetes X X X X ZB3 X X
Chlorobi X X

Del total de secuencias taxondmicas anotadas fueron 23 filos procariontes en total que estan
presentes en la etapa inicial del sistema y los méas representativos en esta etapa fueron
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria y Otros. En la etapa E2-D16 y E2-D30
fueron anotadas 25 y 26 phylum respectivamente dominando Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, OD1 y Verrucomicrobia y en la etapa E3-D51 que es la de
acuaponia los filos dominantes fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, TM7, Acidobacteria,
Firmicutes, OD1, Planctomycetes, Fusobacteria, Verrucomicrobia, TM6 y Otros; ademas
de Chlamydiae y Gemmatimonadetes que se encuentran en 3 de las etapas del sistema. Las
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Proteobacterias fueron el phylum mas abundante en casi todas las etapas acuapdnicas con
el 69%, 88% y 90% en las etapas E2-D16, E2-D30 y E3-D51, excepto en la primera etapa
(E1-DO0) en la que sélo cuenta con 38% de representatividad y el phylum mas abundante
fue Bacteroidetes con 41%. EI segundo phylum mas abundante en etapas acuapénicas fue
Bacteroidetes, sin embargo, en las Gltimas tres etapas su abundancia relativa fue mas baja
que en la primera etapa. La proporcion de Proteobacteria y Bacteroidetes fue inversamente
proporcional. En todos los estadios acuaponicos se encontraron filos sin clasificar (Figura
15).

Las proteobacterias son un grupo de bacterias gran-negativas muy extenso y complejo con
diversidad de metabolismos (autétrofo, heterétrofo y quimiolitétrofos), muchas especies
importantes para la industria, medicina e investigacion biolégica. Una gran variedad de
patdgenos se encuentran dentro de este filo. Estas estuvieron presentes en el agua inicial en
donde se encontraban los renacuajos pero que a lo largo del desarrollo del sistema
acuapoénico incrementé su abundancia. Estos resultados concuerdan con el trabajo de
Schmautz y col. (2017) en donde en el biofiltro, las raices de las plantas y el periphyton
fueron el grupo de bacterias mas abundante. Es interesante resaltar que el porcentaje de
Proteobacterias que hay inicialmente en el agua de los renacuajos es mucho menor al que
hay en el agua de peces del sistema acuapdnico de Schmautz y col. (2017) (38% y 46.68%,
respectivamente). Esto pudiera deberse tanto al organismo acuatico utilizado como al hecho
de que el trabajo-de Schmautz se analizd un biofiltro ya maduro y como podemos ver, en
este trabajo conforme madura el sistema acuaponico las Proteobacterias aumentan su
abundancia.

EL filo Bacteroidetes son bacterias gram-negativas que fermentan polisacaridos y otros
carbohidratos no digeribles y producen acidos grasos de cadena corta que tienen efectos
benéficos en el tracto intestinal. Son en su mayoria bacterias no patégenas, con la
excepcion del género Bacteroides, constituido por patdgenos oportunistas, y de algunas
Flavobacteriaceae, patdgenas para los seres humanos, otros mamiferos, peces de agua
dulce o peces marinos. La proporcion de este grupo bacteriano disminuy6 drasticamente a
partir de la segunda etapa evaluada (E2-D16) en donde el sistema ya tenia recirculacion, lo

cual cambia totalmente las condiciones ambientales en cuanto a oxigenacion,
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disponibilidad de nutrientes, etc. Es posible que este género haya estado en mayor cantidad
al principio cuando en el medio acudtico habia una acumulacion de carbohidratos,
polisacaridos y &cidos grasos provenientes de los residuos del alimento de los animales y en
cuanto se comenzo con la recirculacion del agua, el contenido de estos disminuy6 haciendo
que las bacterias no tuvieran mas sustrato para alimentarse. En la ultima etapa podemos-ver
una ligera recuperacion de este grupo bacteriano. Dado que algunas Bacteroidetes son
patdgenas oportunistas de animales acuaticos, podemos decir que si Se encontraban
presenten en el sistema, estos patégenos disminuyeron su poblacion.

Actinobacteria son bacterias gram-positivas que estan presentes en todos lados, con alto
contenido de guanina y citocina en su ADN, tienen caracteristica morfologica filamentosa
(Dhakal et al., 2017). Este filo tiene importantes funciones incluyendo la descomposicion
todo tipo de sustancias organicas. Estas bacterias filamentosas han evolucionado con una
riqueza de los grupos de genes biosintéticos y, por lo tanto, mostraron su capacidad sin
igual para la produccion de varios metabolitos secundarios bioactivos. Muchas de las
especies de este filo viven en simbiosis en el tracto digestivo de algunos animales. Como se
puede observar en la figura 15, este filo tiene mayor abundancia en la etapa inicial, cuando
en el medio se encontraba mayor concentracion de elementos provenientes de los
organismos acuaticos (heces, restos de alimento, etc.) y cuando se inicia la recirculacién del
sistema disminuyen drasticamente, posiblemente debido al aumento del volumen del medio
acuatico que disminuyO su representatividad asi como el cambio de condiciones medio
ambientales, ya que en la Ultima etapa vemos un ligero aumento de estas, lo que puede
significar una acumulacion de este filo en el sistema tras los cambios iniciales.

Firmicutes o Endobacteria son un filo de bacterias, la mayoria de las cuales tienen una
estructura celular Gram-positiva con formas de bacilo o de coco. Algunas de ellas carecen
de paredes celulares por lo que no se colorean con la tincion de Gram y ademas carecen de
la segunda membrana encontrada en la mayoria de las bacterias Gram negativas. Contrario
a Actinobacteria, su contenido GC en el ADN es bajo. Tanto el filo Actinobacteria como
Firmicutes son bacterias que se encuentran cominmente en el tracto intestinal de los
animales y al parecer de gran importancia en la salud de estos ya que alteraciones en las

abundancias de estos microorganismos pueden desencadenar problemas de salud como la
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obesidad en humanos. Contrario a Actinobacteria, Firmicutes estd en menor abundancia en
la etapa inicial pero aumenta su abundancia conforme se desarrolla el sistema acuaponico.

En el trabajo de Eck (2017), quien caracteriza la diversidad de varios sistemas acuaponicos,
los phylum bacterianos que encontraron en mayor abundancia en casi todos los sistemas
analizados son las Proteobacterias, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Fusobacteria, Planctomycetes, Thermi y Nitrospirae. Muchos de los filos coinciden con los
encontrados en este trabajo. Cabe resaltar que uno de los filos que se encontré-en mas del
2% de abundancia relativa en la mayoria de los sistemas analizados por Mathilde Eck es
Nitrospirae, sin embargo, es el filo con menor representatividad que los anteriormente

mencionados.
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Figura 15: Abundancias relativas de los filos procariontes encontrados en las cuatro
etapas del desarrollo del sistema acuaponico.

Por otro lado, en la porcion eucarionte se presentaron los filos Ascomycota y Basidiomycota
en todas las etapas del ciclo acuapdnico. Se presenté un unico phylum de hongos no
identificados en todas las etapas excepto en E2-D30. Cercozoa y un Protista no identificado

se presentaron en las tres Ultimas etapas del ciclo acuaponico (E2-D16, E2-D30 y E3-D51)

56



y el filo Chytridiomycota se presentd en la primera y segunda etapa (E1-D0 y E2-D16)
(Figura 16).

En cuanto al total de secuencias taxonomicas anotadas fueron 5 filos eucariontes en total
que estan presentes en la etapa inicial del sistema y es el phylum Ascomycota el mas
abundante con 41% de la poblacion. En esta porcién de la comunidad microbiana se
observa un comportamiento semejante a la porcidn procarionta en cuanto a que en las
etapas E2-D16 y E2-D30 las poblaciones microbianas son muy parecidas entre ellas; en
estas fueron anotadas 6 y 7 phylum respectivamente dominando Otros con 72% y 92%
respectivamente seguidas de Ascomycota y un phylum no identificado. En el caso de E2-
D16 el phylum Chytridiomycota se presenta con un 2.6% de abundancia. Finalmente en la
etapa E3-D51 que es la de acuaponia los filos dominantes cambiaron drasticamente y el
dominante fue Ascomycota con 96.69% de abundancia y Otros con 2.79%. Los filos
Ascomycota y Basidiomycota se encontraron en todas las etapas del desarrollo del ciclo
acuapénico y en un gran porcentaje de abundancia; ademéas de Cercozoa, hongos no
identificados y Chytridiomycota que se encontraron en tres y dos etapas, respectivamente.
Como se observa en la porcidn-procarionte con Proteobacterias y Bacteroidetes,en la
porcién eucarionte el phylum Ascomycota y el no identificado mostraron una relacién en

donde al aumentar Ascomycota, el no identificado disminuy6 o viceversa (Figura 16).
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Figura 16: Abundancias relativas de los filos eucariontas encontrados en las cuatro
etapas del desarrollo del sistema acuaponico.

La composicion taxondmica de la comunidad microbiana a nivel de género en su porcién
procaridtica y eucarionta se muestra en la Figura 14 y 15. Se muestran los géneros mas
representativos por abundancia relativa en todas las etapas del ciclo acuapénico, y la
representacion de géneros de menor abundancia relativa se muestra como Otros. La porcion
procariotica mostrd un patron heterogeneo en los géneros Otros a través de las etapas
acuaponicas (Figura 17). En la segunda (E2-D16) y la dltima etapa acuapénica (E3-D51),
los Otros tuvieron una representatividad >73.78 %, mientras que en la primera (E1-D0) y la
tercera etapa (E2-D30) su abundancia fue <28.11 %. Los géneros identificados
Flavobacterium, Hydrogenophaga, Rheinheimera, Polinucleobacter, Candidatus
Rhodoluna, Sediminibacterium, Limnobacter, Halomonas, Rhodobacter y Chitinibacter
fueron los mas abundantes en la primera etapa aquaponica (E1-DO) en el orden
mencionado. En la segunda etapa acuapénica (E2-D16) algunos géneros como
Flavobacterium, Hydrogenophaga, Rheinheimera, Sediminibacterium y Halomonas
disminuyeron su abundancia pero se mantuvieron entre los mas abundantes, mientras que

Magnetospirillum,  Azospirillum, Phaeospirillum, Limnohabitans y Bdellovibrio
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aparecieron como un abundante género. En la tercera etapa (E2-D30), las abundancias
volvieron a cambiar y Rheinheimera, Polinucleobacter, Azospirillum, Magnetospirillum,
Limnohabitans y Halomonas se mantuvieron abundantes y aparecieron Chitinimonas,
Perlucidibaca, Novosphingobium y Pseudonomas. Finalmente, en la ultima etapa (ES3-
D51), los géneros Rheinheimera, Perlucidibaca y Sediminibacterium se mantuvieron
abundantes y Aquicella, Cetobacterium, Vogesella, Dechloromonas y Rhodobacter

aparecieron como abundantes.
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Figura 17: Abundancias relativas de los géneros procarionta encontrados en las
cuatro etapas del desarrollo del sistema acuaponico.

Mientras tanto, en la porcién eucarionta (Figura 18), se encontrd que los géneros agrupados
en Otros tienen abundancias relativas importantes en todas las etapas, desde el 39,94% en
la primera etapa (E1-D0) y aumentaron en las siguientes etapas hasta el 97,07% en la
ultima etapa (E3-D51). Después de los Otros, los géneros mas abundantes en la primera
etapa acuapoOnica (E1-DO) fueron Epicoccum, no identificado-no identificado,
Sporobolomyces, Cochliolobus, Alternaria, Phoma, Rhodosporidium, Monographela,

Catenaria y Rhodotorula, seis géneros no identificados,Penioporaceae-Unidentified,
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Myrothothere, Dissoconium, Gibellulopsis, Gibberella, Fusarium, Candida,Aspergillus,
Lectera, Rachicladosporium y Malassezia. En la segunda etapa (E2-D16) fueron
abundantes un género no identificado, Hyaloraphidium, Xilariaceae-no identificado,
Epicoccum,Phoma, Catenaria y Sporobolomyces. En la tercera etapa (E2-D30), el mismo
género no identificado de la segunda etapa seguido por Myrothecium, Gibellulopsis'y
Aspergillus. En la ultima etapa acuaponica (E3-D51) s6lo Gibellulopsis y Gibberella

estuvieron presentes después de los Otros.
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Figura 18: Abundancias relativas de los géneros eucariontas encontrados en las cuatro
etapas del desarrollo del sistema acuapoénico.
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Los microorganismos heterétrofos tienen tasas de crecimiento mayores que la de los
organismos autotrofos y puedes utilizar sustratos organicos como fuentes de carbono y
energia para convertir el amonio a gas nitrogeno bajo condiciones aerobicas (nitrificacion
heterdtrofa). Ademaés los organismos autétrofos son sensibles a altas cantidades de amonio
y materia organica

Se encontr6 la presencia de dos géneros de bacterias ANNAMOX, Gemmata y

Planctomyces, en todos los tiempos del desarrollo del sistema acuapdnico. Es comun
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encontrar la presencia de géneros de estas bacterias en sistemas acuéticos tanto naturales
como en los hechos por el hombre aunque en abundancias muy bajas debido a su
sensibilidad ante la presencia del oxigeno. Debido a la necesidad de una buena oxigenacion
en los biofiltros, estas bacterias no tienen una abundancia mayor, sin embargo siempre
habra nichos ambientales bajos en oxigeno que permitan su desarrollo. En el -caso de
Planctomyces sp. Es una bacteria cominmente encontrada en el tracto intestinal de los
peces y otros organismos acuaticos.

Pero algunas especies detectadas en este trabajo presentan procesos metabolicos que
pueden ser relevantes para el desarrollo de sistemas acuapdnicos, por ejemplo, con fijacion
de nitrégeno (Agrobacterium sp., Pleomorphonas y Rhodobacter 'sp.) (Luque-Almagro et
al., 2011, Spang et al., 2012); desnitrificacion (Azospirillum sp., Hyphomicrobium sp.,
Paracoccus sp., Rhodobacter sp., Hydrogenophaga sp., Methylotenera sp., Rhodanobacter
sp.) (Luque-Almagro et al., 2011, Holmet al., 1996, Willems et al., 1989, Kalyuzhnaya et
al., 2006, Kalyuzhnaya et al., 2012, Kostka etal., 2012); nitrificacion y metabolismo del
azufre (Desulfovibrio putealis, Thiocapsa sp., Thiobacatrueperi, Thiobaca trueperi,
Fusibacter sp., Pirellula sp.) (Suzuki et-al., 2010, Gitelson et al., 1999, Mori et al., 2010,
Hania et al. al., 2012, Glockner et al., 2003).

La diversidad microbiana relacionada con la nitrificacion, uno de los procesos mas
importantes en los sistemas acuapoOnicos encontrados en este trabajo fue Candidatus
Nitrososphaera, Nitrospira sp. y Nitrosomonas ureae, una arquea oxidante de amoniaco,
bacterias oxidantes de nitritos y bacterias oxidantes de amoniaco, respectivamente (Spang
et al.,, 2012, Burton et al., 2001, Schreier et al., 2010). ElI género Candidatus
Nitrososphaera aparecié en E2-D30, Nitrospira sp. aparecié en E2-D16 y E3-D51 y
Nitrosomonas urea en la etapa E2-D16. Estos géneros aparecieron en la activacion del
biofiltro (E2) y en las etapas acuapénicas (E3), pero en una abundancia relativa menor del
0,0074 %, 0,134% y 0,014 %, respectivamente. Es posible que Nitrosomonas ureae esté
relacionada con renacuajos de rana toro, ya que durante la metamorfosis los renacuajos
cambian su metabolismo de amoniotélicos a ureotélicos, lo que aumenta la concentracion
de urea en el agua. Otras bacterias fueron Gemmata y Planctomyces con un metabolismo de
oxidacion anaerobico de amonio (ANNAMOX) (Brimmer etal., 2004, Strous et al., 2006)

61



que aparecieron en una abundancia relativa baja pero en todos los estadios acuapdnicos
(0.023% en E1-DO0, 0.009% en E2-D16, 0.082% en E2-D30 y 0.003% en E3-D51 para
Gemmata y 0.021% en E1-DO0, 0.060% en E2-D16, 0.493% en E2-D30 y 0.051% en E3-
D51para Planctomyces), excepto Planctomyces que aparecid en mayor abundancia relativa
en E2-D30.

Otras especies, importantes debido a la patogenicidad para los seres humanos, las plantas y
las especies acuaticas también se identificaron en el sistema acuaponico en este trabajo; sin
embargo, no se mostré evidencia de patogenicidad ni en los animales ni en las plantas
acuaticas. Algunas deestas especies presentan caracteristicas metabolicas especificas, es
decir, magnetotaxis (Magnetospirillum sp.) (Bazylinski ‘et al., 2000); oxidacion de
manganeso (Pedomicrobium sp.) (Ridge et al.,2007), actividad de ADNasa y lipasa
(Silanimonas mangrovi) (Srinivas et al., 2013); metabolitos anticancerigenos (Salinispora
sp.); actividad quitinolitica (Chitinibacter  tainanensis, Chitinilyticum litopenaei,
Chitinimonas taiwanensis, Chitinophaga sp., Serratia marcescens) (Chern y otros,2004,
Chang y otros, 2009, Shu-Chen y otros, 2004, Sangkhobol y Skerman 1981, Hejjil et
al., 1997, Watanabe et al., 1990); actividad celulolitica como Enhydrobacter sp., Cellvibrio
sp., Cellulomonas sp. (Elberson et al., 2000, Premalatha et al., 2015) y la actividad de
degradacién decontaminantes en Pseudomonas alcaligenes, Oleibacter sp., Rhodanobacter
sp., Shewanella sp., -Phenylobacterium sp., Sphingomonas wittichii, Leadbetterella
byssophila, Dechloromonas sp., Rubrivivax sp. y Exiguobacterium sp. (Focht y Shelton
1987, Gerritse et al., 1998, Teramoto et al., 2011, Kostka et al., 2012, Gram y Dalgaard
2002, Heildelberg et al., 2002, Eberspacher and Lingens2006, Miller et al., 2010, Abt et
al., 2015, Coates et al 2001, Mcllroy et al., 2016, Scheuring et al., 2001, Vishnivetskaya et
al., 2009).

Es muy comun encontrarnos con el hecho de que el agua en los sistemas acuaponicos suele
tomar una coloracion ambar cristalina, el agua de los sistemas acuapdnicos en este trabajo
no fue la excepcion y tomoO una coloracion ambar caracteristica, después de algunas
semanas de iniciar el sistema. Se reconocieron algunos géneros en este trabajo que pudieron
contribuir con este fendmeno debido a su produccion de compuestos con coloraciones

como amarillo, rojo, rosa, naranja, marfil, marron y rojo debido a sus pigmentos naturales
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como el licopeno, carotenoides, entre otros. Los géneros identificados en este trabajo que
expresan compuestos de pigmentacion fueron: Cloacibacterium, Deefgea, Deinococcus,
Dietzia, Euzebya, Fimbrimonas, Flavihumibacter, Flavobacterium, Flectobacillus,
Rigociva, y otras bacterias. Estos resultados sugieren que la coloracion particular en el agua

del sistema aquaponico podria deberse a los pigmentos producidos por estas especies.

Tabla 11: Procesos bioldgicos asociados a los géneros o especies bacterianas presentes
en el sistema acuaponico y las etapas en las que se encuentran presentes (P) y no
presentes (NP).

Proceso Biolégico  Filo, género/especie El E2 E3 E4
Fijacion de N a-proteobacteria, Agrobacterium sp. P P P P
N2 = NH,4 a-proteobacteria, Pleomorphonas sp. NP P NP P
a-proteobacteria, Rhodanobacter sp. P P P P
Crenarchaeota, Candidatus NP P NP NP
Oxidacion de Nitrososphaera (AOA)
Amonio
NHs 2> NO; p-proteobacteria, Nitrosomonas ureae NP P NP NP
(AOB)
Planctomycetes, Gemmata sp. P P P P
(ANNAMOX)
Planctomycetes, - Planctomyces sp. P P P P
(ANNAMOX)
a-proteobacteria,  Paracoccus  sp. P P P P
(nitrificacion heterotrofica)
Oxidacion del Nitrospirae, Nitrospira sp. (NOB) NP P P P
Nitrito
NO; 2 NO;
Denitrificacion a-proteobacteria, Azospirillum sp. P P P P
(Reduccién del
Nitrato)
NOs = N
a-proteocbacteria, Hyphomicrobium sp. P P P P
S-proteobacteria, Paracoccus sp. P P P P
a-proteobacteria, Rhodobacter sp. P P P P
[-proteobacteria, Hydrogenophaga sp. P P P P
S-proteobacteria, Methylotenera sp. NP P P P
y-proteobacteria, Rhodanobacter sp. NP P P P
Reduccion del Actinobacteria, Dietzia sp. NP NP P P
Nitrato
NOs; = NO; Actinobacteria, Nesterenkonia sp. P NP P P
a-proteobacteria, Aquaspirillum NP P NP NP

serpens
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Verrucomicrobia, Opitutus sp. NP P P P
Actividad [-proteobacteria, Chitinibacter P NP NP NP
Quitinolitica tainanensis
[-proteobacteria, Chitinilyticum P NP P P
litopenai
S-proteobacteria, Chitinimonas NP P P P
taiwanensis
[S-proteobacteria, Chitinophaga sp. NP NP NP P
y-proteobacteria, Serratia marcescens NP NP P P
Actividad y-proteobacteria, Enhydrobacter sp. P NP P P
Celulolitica
y-proteobacteria, Cellvibrio sp. P P P P
Actinobacteria Cellulomonas sp. NP~ ‘NP NP P
Azufre S-proteobacteria, Desulfovibrio NP P P P
putealis (Sulfure Reduction Bacteria,
SRB)
y-proteobacteria, Thiocapsa sp. (SRB) P NP NP P
y-proteobacteria, Thiobaca trupuen P NP NP P
(SRB)
Firmicutes, Fusibactersp. NP P NP P
Planctomycetes, Pirellula sp. NP P P P
Metilétrofo a-proteobacteria, Hyphomicrobium sp. P P P P
CHs-R [S-proteobacteria, Methylotenera sp. NP P P P
Formacion de Firmicutes, Acidaminobacter sp. NP P P P
Hidrogeno
Verrucomicrobia, Opitutus sp. NP P P P
Oxidacion del S-protecbacteria, Hydrogenophaga sp. P P P P
Hidrégeno
Patogenos Bacteroidetes, Flavobacterium P P P P
oportunistas columnare (oportunista en animales
acuaticos)
Bacteroidetes, Flovobacterium P P P P
succinicans (oportunista en animales
acuaticos)
Actinobacteria,Gordonia sp. NP NP NP P
(oportunista en humanos)
[-proteobacteria, Ralstonia sp. P P P P
(oportunista en plantas)
y-proteobacteria, Pseudomonas spp. P P P P
(oportunista en animales, plantas y
humanos)
y-proteobacteria, Serratia marcescens NP NP P P
(oportunista en humanos)
Control Biologico  s-proteobacteria, Bdellovibrio P P P P
bacteriuovorus
o-proteobacteria, Plecyocystis NP NP NP P
Degradacion de Actinobacteria Gordinia sp. NP P P P
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VII.

contaminantes

a-proteobacteria, Aminobacter sp.
a-protecbacteria,  Phenylobacterium
sp.
a-proteobacteria, Novosphingobium sp.
a-protecbacteria, Sphingomonas
wittichii
Bacteroidetes,
byssophila
S-proteobacteria, Dechloromonas sp.
S-proteobacteria, Rubrivivax sp.
y-proteobacteria, Pseudomona
alcaligenes
y-proteobacteria, Oleibacter sp.
y-proteobacteria, Rhodanobacter sp.
y-proteobacteria, Shewanella sp.

Leadbetterella

o

NP
NP
NP

o

NP

o

0

Conclusiones

Dado que solamente tres géneros (Candidatus Nitrososphaera, Nitrospira sp. Yy

Nitrosomona ureae) de un conjunto de 64 elementos fueron encontrados como

microorganismos nitrificantes con baja abundancia relativa, consideramos que la hipotesis

es falsa. Por lo tanto, el sistema en el cual crecieron los renacuajos y las plantas no es

acuapoénico, ya que lo que define este tipo de sistemas es la nitrificacion.

La comunidad microbiana de los sistemas evaluados estuvo dominada por procariontas. La

proporcion de procariontas/eucariontas aumentd con el tiempo. Los procariontas mas

abundantes en el sistema acuaponico se reportan con un metabolismo heterotrofico. Otras

bacterias presentan metabolismo del azufre, quitinolitico, celulolitico y otras caracteristicas

metabdlicas particulares, muchas de ellas con importancia biotecnolégica.
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