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Abstract

Automated feeding systems, whether timer-based or using passive acoustic feedback, have garnered attention as
significant advances in shrimp feed management. Although passive acoustic monitoring (PAM) has been available
for less than a decade, it is now widely utilized in shrimp production. However, the temporal effects of hand feeding,
timer feeding, and PAM on shrimp performance and the general benefits of automated feeding have yet to be fully
examined. This research aims to fill these gaps by assessing the effects of three principal feeding strategies on the
development trajectory of shrimp and overall production results. The study utilized production data from research
facilities over an 18-year period. We also highlighted both the benefits and obstacles faced in the implementation of
automated feeding technology, based on the experiences of field personnel. The findings showed that total biomass,
yield, average weight, and weight gain were significantly higher in production farms using timer and sonic feeding
methods compared to hand feeding over three consecutive years (P < 0.05). While the genetic background and
stocking density were not considered, the 18-year dataset exhibited a consistent trend: shrimp fed with the sonic and
timer systems achieved significantly higher survival rates, total biomass, average weight, and total feed input (P <
0.001) compared to those reared using hand feeding. The logistic growth model showed that all feeding techniques
reached an inflection point around week 7, with average weights of 17.82 g, 13.98 g, and 10.14 g for sonic, timer,
and hand feeding, respectively. Weekly weight gain analysis revealed peak performance at eight weeks. Peak
performances of 4.1 g/week, 3.2 g/week, 2.0 g/week were achieved for sonic, timer, and hand feeding, respectively.
Interestingly, while weight gain began to decline simultaneously across all feeding methods, automated feeding
systems consistently produced superior cumulative growth rates compared to the labor-intensive hand feeding
approach, with the rate of decline being similar across all feeding regimes. Increased growth rates with automated
systems also require almost 50% increase in daily feed input compared to other feeding systems which would require
stakeholders to alter their water quality management strategies. The implementation also required greater capital
expenditures and specific training for operators. Despite these limitations, temporal data from both research and
production contexts demonstrated the benefits of improved technologies, and allowed higher production yields with
improved economic returns reported by farmers.
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Introduction

The evolution of aquaculture feed management, particularly in shrimp farming, has
evolved from manual feed delivery to programmable systems, ending in the most recent
advancement of real-time feed delivery based on actual animal responses (Ullman, Rhodes,
Hanson, et al., 2019). Traditional hand feeding practices, while characterized by low
investment and maintenance costs, present significant limitations including restricted feeding
frequency due to labor constraints, susceptibility to over- or under-feeding, and variable
feeding responses dependent on technician skill levels (Jescovitch et al., 2018; Ullman,
Rhodes, Hanson, et al., 2019). Furthermore, hand feeding is a reactive management approach
where responses have a considerable time lag after an event has occurred. Timer-based
feeding practices offer improvements over manual feeding by enabling flexible feeding
schedules through programmable feeders, thereby increasing feeding frequency which is a
primary limitation of hand feeding (Napaumpaiporn et al., 2013; Ullman, Rhodes, & Davis,
2019; Ullman, Rhodes, Hanson, et al., 2019). However, the fundamental disadvantages
remain similar to hand feeding, most notably the persistence of reactive feeding management
rather than proactive response systems. Despite these limitations, both hand and timer
feeding practices can be optimized according to stakeholder needs to balance investment

costs with production targets.

Technological improvement has resulted in the development of passive acoustic
monitoring (PAM) systems, often known as sonic feeding systems, which are intended to
solve the constraints of traditional feeding procedures while increasing production yields
significantly (Napaumpaiporn et al., 2013; Peixoto, Soares, & Allen Davis, 2020; Peixoto,
Soares, Silva, et al., 2020; Reis et al., 2020; Wei et al., 2020; Reis et al., 2021; Strebel et al.,
2023). These devices use submerged hydrophones to detect feeding activities by listening for
mandible clicking sounds (Peixoto, Soares, & Allen Davis, 2020). The acoustic signals are
analyzed to determine feeding demand, with higher clicking frequency indicating active
feeding and improved animal welfare. Sonic feeding systems can integrate with
environmental sensors that monitor dissolved oxygen and temperature, as well as aeration
control systems (Araujo et al., 2025). This connection ensures that feed is delivered only

when pond conditions maintain sufficient oxygen levels, and that all operations are carried



out in real time under professional technician supervision, whether on-site or remotely, with

extensive data available for management decisions (Araujo et al., 2025).

Previous studies have evaluated these three feeding practices over three-year periods,
examining growth and production parameters across 120 and 90-day production cycles with
varying stocking densities (Reis et al., 2019). While effective feeding management can
achieve similar feed conversion ratios across all three practices, sonic feeding consistently
outperformed both hand and timer feeding n growth rate and overall production metrics.
Despite being an established technology with demonstrated benefits over conventional
feeding regimes through demand-based feeding and rapid event response capabilities,
resulting in improved yields and shortened production cycles, sonic feeding requires skilled
labor and enhanced facility infrastructure, particularly regarding aeration capacity to

accommodate increased feed input (Reis et al., 2022).

Although sonic feeding represents an established and proven technology,
comprehensive examination of the temporal effects of hand feeding, timer feeding, and PAM
on shrimp performance, as well as the general benefits of automated feeding systems, remains
incomplete. The objective of this study was to determine the temporal impact of hand, timer,
and sonic feeding systems under research settings while assessing the advantages and

limitations of passive acoustic monitoring systems in shrimp aquaculture.

Methodology
Data acquisition

Data on shrimp growth, encompassing weekly average body weight and weight gain,
were gathered from 2006 to 2024 as part of a longitudinal production research at the Claude
Peteet Mariculture Center in Gulf Shores, Alabama. Data from 2012 and 2021 were omitted
owing to interruptions caused by construction and hurricanes. Over the 17-year period, yearly
experiments included various experimental circumstances, such as different feeding
techniques (hand-feeding, timer-based feeding, and acoustic-based feeding) and shrimp

genetic lines.



All experiments were conducted in sixteen high-density polyethylene-lined ponds,
each with a 25 cm layer of sandy-loam soil at the base. Before each production cycle, pond
bottoms were mechanically aerated to improve oxidation and mineralization of organic
materials. Ponds were then filled with filtered water (250-um mesh sock) sourced from the
adjacent intracoastal canal (average salinity ~13 ppt). Water levels were regulated using
concrete collect basins equipped with internally screened standpipes. Shrimp were sampled
weekly utilizing a 1.23 m radius cast net with 0.95 cm mesh to get about 60 individuals per
pond for the estimate of mean body weight. Shrimp from each pond were collected during
the grow-out phase. Data on shrimp development, including weekly average body weight
and weight gain, were collected from 2006 to 2024 as part of a long-term production study
at Claude Peteet Mariculture Center in Gulf Shores, Alabama. Data from 2012 and 2021 were
excluded due to disruptions caused by construction and storms. Over the 17-year period,
annual trials included many experimental conditions, which included nutrition trials as well
as feeding techniques (hand-feeding, timer-based feeding, and acoustic-based feeding) and
utilized four different sources of shrimp genetic lines (Shrimp Improvement Systems,
OceanBoy, American Penaeid, HomeGrown Shrimp). Across the production years the cycle
has ranged from ~80 to 120 days but for this work only the first 77 days of pond production

were utilized.

Statistical analysis

All data were analyzed and visualized using R 4.3.2 (R Core Team, 2024) and
RStudio 2023.12.1.402 (Posit Team, 2024), utilizing tidyverse (Wickham et al., 2019),
gtsummary (Sjoberg ef al., 2021), emmeans (Lenth, 2022), multcomp (Graves et al., 2019),
segmented (Muggeo & Vm, 2008) and ntstools (Baty et al., 2015) packages. The dataset was
filtered to ensure data quality and consistency. Data from 2006 to 2024 were included,
excluding 2012 and 2021 due facility construction and hurricane impact. Despite some
production cycles extending beyond 10 weeks, data analysis was limited to 10 weeks to
ensure comparability across feeding practices, as sonic feeding typically achieved shorter
production cycles. Weekly measurements were restricted to weeks 3-10 of the production
cycle to focus on the active growth phase as well as when the animal reached a weighable
size. Additionally, week 8 data from 2013 experiments were excluded due to anomalous

measurements identified during preliminary analysis.



A logistic growth model was employed for weekly average weight. The model was
fitted using the equation (Lugert et al., 2016):
W = K
f 14 ertto)
where W, is average weight (in grams) at time ¢ (weeks), K is the maximum potential weight

(grams), r is the weight gain per week, t, is the inflection point (weeks), e is the base of
natural logarithm. The highest weight gain was estimated at g and decreases as weight

approaches K. Bootstrap resampling with replacement (rn = 100,000 iterations) was
implemented to generate confidence intervals for both model predictions and parameter

estimates.

Weekly weight gain patterns were analyzed using smoothing splines, with the
smoothing parameter (A) optimized using Restricted Maximum Likelihood (REML). The

spline models were estimated by minimizing the following penalized objective function
n

> 9t -y + 2 [ (g" @)zt

i=1

where g(t) is the predicted weekly weight gain at time ¢ (in grams), y; is the observed weekly
weight gain at week t;, 4 is the smoothing parameter, g'’ is the second derivative of the
spline, and n is the number of observations. The smoothing parameter A was determined to
be 0.377 across feeding practices. The inflection point was identified where the second
derivative transitions from positive to zero or negative while the first derivative remains
positive, which indicated the week at which weight gain began to decline. To determine the
rate of increase and rate of decrease before and after reaching the inflection point, the first

and second derivatives were calculated as follows:

g'(t) = % g(t) (First derivative)

g"' @) = :—:2 g(t) (Second derivative)

The rate of increase was calculated as the slope from the start point to the inflection

point, while the rate of decrease was calculated as the slope from the inflection point to the



end of the observation period. Bootstrap confidence intervals (z = 100,000 iterations) were
calculated for both spline predictions and derived parameters to quantify uncertainty in the

estimates.
The variation across groups is determined using the pooled standard error (PSE;
Baker, 1986), which accounts for within-group variability and the average sample size across

groups:

Mean squared error

Pooled standard PSE) =
ooled standard error ( ) \/Mean number of replicate

Influential observations were flagged and examined by using box-whiskers plot and
Cook’s distance with median point of the quantile distribution as cut-off threshold (Bollen &
Jackman, 1985; Cook, 1977; McGill et al., 1978). To compare all parametric means, one-
way analysis of variance (ANOVA) was utilized, and significant outcomes were verified post
hoc using Tukey's Honest Significant Difference for pairwise comparisons. An a priori value

of @ =0.05 was used for all statistical analyses.
Results

The comprehensive analysis of feeding system performance across the 17-year
dataset demonstrated that sonic feeding consistently outperformed both hand and timer

feeding practices (Figure 1, 2; Table 1).
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Figure 1. Comparative dumbell plot of weekly average weight (g) of L. vannamei under Sonic, Timer, and Hand
feeding practices. Figures (A) compares Sonic versus Timer, (B) compares Sonic versus Hand. Data was
aggregated from 2006 to 2024, excluding 2012 and 2021. Hand feeding practice was employed from 2006 to
2019, while Timer and Sonic were from 2016 to 2024. Production cycles were limited to 10 weeks for
comparative analysis. Each practice was subjected to adoption and improvement process, without considering

the influence of various shrimp genetic sources.
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Figure 2. Comparative dumbell plot of average weight gain (g) of L. vannamei under Sonic, Timer, and Hand
feeding practices. Figures (A) compares Sonic versus Timer, (B) compares Sonic versus Hand. Data was
aggregated from 2006 to 2024, excluding 2012 and 2021. Hand feeding practice was employed from 2006 to
2019, while Timer and Sonic were from 2016 to 2024. Production cycles were limited to 10 weeks for
comparative analysis. Each practice was subjected to adoption and improvement process, without considering

the influence of various shrimp genetic sources.



Table 1. Production indexes of hand, timer, and sonic feeding practices aggregated from 2006 to 2024, excluding
2012 and 2021. Hand feeding practice was employed from 2006 to 2019, while Timer and Sonic were from
2016 to 2024. Production cycles were limited to 10 weeks for comparative analysis. Each practice was subjected

to adoption and improvement process, without considering the influence of various shrimp genetic sources.

Production Hand Timer Sonic PSE p-value
Survival (%) 70.41° 69.90° 83.88* 2.97 0.002
Feed input (kg) 567.66° 577.37° 805.33* 28.0 <0.001
Biomass (kg) 449> 5572 663? 26 <0.001
Final weight (g) 22.33b 26.51%® 29.29* 1.13 <0.001
Feed Conversion Ratio 1.36 1.06 1.35 0.10 0.058

Note: Values represent the mean of Hand (n=40), Timer (n=9), and Sonic (n=23). Means not sharing any letter are significantly different
by Tukey’s HSD-test (Parametric ANOVA) at the 5 % level of significance. PSE: pooled standard error.

Temporal data from 2006 to 2024 revealed that sonic feeding significantly enhanced
Pacific white shrimp survival to 83.9 % compared to approximately 70 % for both hand and
timer feeding techniques (P = 0.002). While sonic and timer feeding practices showed no
statistically significant differences in biomass and final weight, sonic feeding yielded
approximately 30 % higher performance in both parameters compared to hand feeding (P <
0.001). The superior growth performance of sonic feeding was accompanied by substantially
higher feed consumption, averaging 805 kg ha™* compared to approximately 570 kg ha* for
the other two feeding regimes (P < 0.001). Despite this increased feed input requirement, all
three feeding practices demonstrated comparable feed conversion efficiency, with no

significant numerical differences observed (P = 0.058).

Logistic growth model analysis revealed distinct performance trajectories among the
three feeding practices over the production cycle. Sonic feeding demonstrated superior
growth characteristics, and achieved a maximum potential weight of 35.84 g with an
inflection point which occurred at 6.84 weeks when shrimp reached 17.82 g. Timer feeding
showed intermediate performance with a maximum potential weight of 27.96 g, and reached
its inflection point slightly earlier at 6.56 weeks when shrimp weighed 13.98 g. Hand feeding
exhibited the most constrained growth trajectory, with a maximum potential weight of only

20.28 g and an inflection point at 6.71 weeks which corresponded to 10.14 g individual



weight. Despite the different feeding technologies, all three practices showed remarkably
consistent biological timing, with inflection points that clustered around week 7 of the
production cycle. However, the weight achieved at these critical growth transition points

varied dramatically between feeding methods as demonstrated by confidence intervals.

Sharing similar outcomes, the smoothing spline analysis of weekly weight gain
patterns revealed that sonic feeding achieved the highest peak performance among all feeding
practices, and attained an inflection point of 4.1 g week™ at approximately week 8. Sonic
feeding also demonstrated the most rapid growth acceleration, with a rate of increase of 0.35
g week? leading up to the peak, followed by a moderate rate of decrease of 0.18 g week™
during the decline phase. Timer feeding showed intermediate performance characteristics,
reaching an inflection point of 3.1 g week™ at week 8. The growth acceleration phase
proceeded at 0.22 g week?, which was notably slower than sonic feeding, while the
subsequent decline occurred at a rate of 0.26 g week™, and indicated a steeper deceleration
compared to sonic feeding. Hand feeding exhibited the most constrained weekly weight gain
trajectory, with an inflection point of only 2.0 g week™ which occurred around week 8. The
rate of increase was substantially lower at 0.10 g week2, and represented less than a third of
the acceleration rate of sonic feeding. The decline phase proceeded at 0.16 g week™, and
showed a moderate deceleration pattern.
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Weekly Average Weight model of Litopenaeus vannamei under different feeding practices
Based on Logistic Growth Model with Bootstrapped predictions and confidence intervals
Hand - Timer - Sonic
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Note: Average weight (g) are aggregated from Hand, Timer, and Sonic feeding practices from 2006 to 2019, excluding 2021. Each practice was subjected to adoption

and improvement process, without considering the influence of various shrimp genetics. Predictions and confidence intervals were generated through 100,000

bootstrap iterations. Each obsevation representing the mean values derived from four replicate ponds.
Figure 3. Weekly average weight logistic growth model of Litopenaeus vannamei under different feeding
practices. Data was aggregated from 2006 to 2024, excluding 2012 and 2021. Hand feeding practice was
employed from 2006 to 2019, while Timer and Sonic were from 2016 to 2024. Production cycles were limited
to 10 weeks for comparative analysis. Each practice was subjected to adoption and improvement process,
without considering the influence of various shrimp genetic sources.

Weekly Weight Gain model of Litopenaeus vannamei under different feeding practices

Based on Smoothing Spline model with with Bootstrapped predictions and confidence intervals
Hand - Timer - Sonic

Inflection point: 4.1 glweek
Rate of increase: 0.35 g/week?
Rate of decrease: -0.18 g/week?

>
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w
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-

Rate of decrease: -0.16 g/week?
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Note: Average weight (g) are aggregated from Hand, Timer, and Sonic feeding practices from 2006 to 2019, excluding 2021. Each practice was subjected to adoption
and improvement process, without considering the influence of various shrimp genetics.The smoothing parameter ( = 0.377) was determined using Restricted
Maximum Likelihood (REML). Predictions and confidence intervals were generated through 100,000 bootstrap iterations. Each obsevation representing the mean
values derived from four replicate ponds.

Figure 4. Weekly weight gain smoothing spline model of Lifopenaeus vannamei under different feeding
practices. Data was aggregated from 2006 to 2024, excluding 2012 and 2021. Hand feeding practice was
employed from 2006 to 2019, while Timer and Sonic were from 2016 to 2024. Production cycles were limited
to 10 weeks for comparative analysis. Each practice was subjected to adoption and improvement process,

without considering the influence of various shrimp genetic sources.
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Discussion

Previous studies have demonstrated the consistent superior growth performance and
integration of sonic feeding practices under various conditions (Ullman, Rhodes, & Davis,
2019; Walsh et al., 2022; Strebel et al., 2023; Valle et al., 2023; Araujo et al., 2025). The
18-year data showed that sonic feeding technology demonstrated better performance
compared to traditional feeding methods. While all feeding methods reached their peak
growth around week 7, significant differences in shrimp weight at this time showed that sonic
feeding helped shrimp attain their full growth potential, which is concurrence with previous
studies (Reis et al., 2022; Strebel et al., 2023). Sonic feeding produced 76% larger shrimp
than hand feeding despite hand feeding were pushed to the limit throughout the span of 13
years through feed management optimization. This suggests traditional feeding methods may
seriously limit how well farms can produce shrimp. In the current study, all feeding methods
reached peak weekly weight gain at week 8, which suggests there is a natural biological limit
that could not be changed by feeding technology alone. However, proper feeding
technologies and management can dictate how well shrimp perform during this crucial time,
as sonic feeding achieved more than twice the weekly weight gain of hand feeding during
peak growth (Valle et al., 2023).

The differences between feeding systems come from different management
approaches. Traditional hand feeding methods require distributing feed multiple times
throughout the day, either manually or with mechanical assistance (e.g. feed blower). Feed
quantities are then adjusted based on consumption rates from previous feedings, as
determined by various observational methods such as feeding tray inspections or gut fill. This
reactive management approach inherently lags behind real-time feeding techniques, as it
relies on previous feeding outcomes rather than current feeding demands. Moreover, the
sparse distribution of monitoring points across the vast production area creates significant
blind spots in understanding overall feeding dynamics (Smith & Shahriar, 2013).
Furthermore, shrimp pick up feed items and may carry feed away from feeding trays to
nearby areas without consuming it entirely. This behavior leads to overestimation of actual
feed consumption, resulting in overfeeding issues. Since feed represents more than 50 % of

total production costs, such inefficiencies significantly increase operational expenses and
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reduce farm profitability. Timer feeding systems, while programmable and capable of
reducing labor costs through increased feeding frequency, operate on predetermined
schedules that assume consistent animal requirements throughout the production cycle (Reis
et al., 2020). This approach similarly disregards fluctuating environmental conditions and
physiological conditions, can potentially result in the same overfeeding inefficiencies that
characterize manual feeding methods. Sonic feeding allows real-time management by
constantly monitoring feeding behavior of the animals and the dispensement of feed
accordingly. Additionally, as part of an integrated system, sonic feeding technology enables
the integration of various telemetric environmental sensors that continuously monitor water
quality and automatically apply mechanical aeration while responding immediately to
changing conditions, thus restricting feed input under adverse conditions (Reis et al., 2022).
The fact that all shrimp reached peak growth at week 8, regardless of feeding method,
genetics, or environment, showed important biological limits in shrimp growth that cannot
be overcome by feeding alone or possible limitation of feed across all systems. Since growth
rate declined after week 8, possible limitations should be evaluated. Additionally, as this may
be inherent in the shrimp, one should attempt to maximize performance prior to the peak

growth phase.

Even though sonic feeding used 41% more feed, all feeding methods had similar feed
conversion rates. This suggests that the enhanced performance of sonic feeding was a result
of improved feed utilization and growth by allowing the shrimp to dictate their own feeding
schedule rather than reduced conversion efficiency. This indicates that the technology
enables shrimp to achieve their biological growth potential more effectively within the same
production period. Final production analysis confirmed sonic feeding performed better than
hand and timer feeding systems. However, this improved performance required much more
feed (800 kg ha™! versus 570 kg ha™! on average), which means aeration capacity needs to be
improved to cope with such increases in feed input. Oxygen demands in aquaculture
production environments depend not only on the cultured animals themselves, but also on
microorganisms such as algae and bacteria that consume oxygen cumulatively toward the
end of the production cycle (Boyd et al., 2018). Higher feeding rates equate to higher
amounts of oxygen needed to oxidize the feed, and when daily feed inputs consistently
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exceed 30-40 kg ha, mechanical aeration becomes necessary to prevent dissolved oxygen

from falling to stressful levels at night (Boyd et al., 2018).

In conclusion, while sonic feeding clearly works better, it requires major changes and
large investments. The extra feed needs more aeration equipment, and farms require workers
with an additional skill set who can understand, maintain, operate, and manage complex
automated systems. This makes sonic feeding best for large operations that can afford the
costs and have technical expertise. Smaller farms may still benefit more from improved hand

and timer feeding systems where simpler approaches make more economic sense.
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Abstract

The improper management of waste generated by agroindustry represents a significant environmental and
economic challenge. However, these byproducts contain nutrients and bioactive compounds that have not been
fully utilized. Therefore, there is a need to generate strategies for their use in areas with potential, such as
aquaculture nutrition. This industry requires additives rich in bioactive compounds such as antioxidants,
immunostimulants, enzymes, and fermented foods. These additives can be added as functional ingredients and
improve the production and health of farmed fish and crustaceans in a natural and economic manner,
contributing to improving environmental quality, generating economic benefits, and promoting the circular
economy. This review is to expand knowledge about the use of agroindustrial waste to obtain functional
ingredients that have been used in the cultivation of farmed fish and crustaceans. For the preparation of this
manuscript, an exhaustive search of scientific articles was carried out considering the period from 2020 to 2025,
in different databases, including Web of Science, Scopus, Science Direct, Google Scholar and PubMed, using

nn nn

the following keywords: (both in English and Spanish) "functional foods", "agroindustrial waste", "prebiotics
in aquaculture", "phytobiotics in aquaculture", "plant-derived antioxidants", "probiotics", "fermented fruits and
vegetables in aquaculture” among others. More than 90 citations were retrieved, reviewed and analyzed,

including research articles, short communications and research notes.

Keywords: aquaculture, functional ingredients, waste, agroindustria, bioactive compounds
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Introduction

Aquaculture stands out as a rapidly expanding sector and plays a fundamental role in meeting
the global demand for animal protein for human consumption, surpassing other food-
producing industries (FAO, 2024; Fantatto et al., 2024). However, this activity is not exempt
from problems that limit its growth, such as infectious and nutritional diseases, dependence
on fishmeal, and the consequent misuse of antibiotics as disease control agents contribute to

the development of microbial resistance (Garcia-Medel, 2022; Milijasevic et al., 2024).

Concerns about antimicrobial resistance and sustainability in aquaculture have driven the
search for more sustainable alternatives, including the development of plant-based bioactive
compounds for use as functional additives in aquaculture (Moss et al., 2025; Mohammed et
al., 2025) with health benefits and well-being of farmed species and optimize the quality of
the final product (Bastos et al., 2022; Carvalho et al., 2025). Additives can be of natural or
synthetic origin; the latter can be expensive and difficult to access. Therefore, obtaining
prebiotic compounds, phytobiotics, fatty acids, antibiotics, antiparasitic, flavonoids,
antioxidants, from agri-food waste such as fruits, vegetables, cereals and plants, represents a
line of interest in rapid progress in aquaculture nutrition since these wastes have vast potential
to be valorized, contributing to improve the environmental quality, the generation of
economic benefits in the production of aquatic organisms and the promotion of the circular

economy (Banwo et al., 2021; Salazar-Lopez et al., 2023; Mariappan et al., 2023).

On the other hand, to maintain the profitability of aquaculture operations, it is necessary to
reduce production costs, mainly balanced food, because they represent up to 60% of
operating costs. This can be achieved by incorporating vegetable proteins as fishmeal
substitutes (Manguana and Ragaza, 2024; Akter et al., 2024). Vegetable protein sources such
as soybeans and corn have been widely used as partial or total substitutes, but flours derived
from fruit peels such as banana, orange, or mesquite pod flour, moringa, or Indian almond

can also be included at different inclusion levels (Syed et al., 2024; Hussain et al., 2024).

Various studies have identified the presence of immunostimulants, antioxidants, antibiotics,
antiparasitic, prebiotics, and phytobiotic compounds in plant byproducts or plant waste that
are not yet efficiently utilized (Artica et al., 2021). Their revaluation can not only contribute

to food waste mitigation and environmental sustainability but also offers a promising path
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for innovation in aquaculture nutrition (Firmino et al., 2021). Despite the growing attention
provided to functional ingredients. In the last years the available information about the
obtaining of these ingredients from agri-food waste is scarce. Therefore, it is required to
expand information on this topic and disseminate the results obtained in aquaculture in recent

years.
Agri-food waste

The agri-food industry generates a variety of byproducts or waste from its activities, which,
if not properly treated, become pollutants for the environment and human health (Aguiar et
al., 2022). According to the Food Bank of Mexico (BAMX, 2022), at least one-third of the
food produced is wasted, is equivalent to 38 tons per minute, representing a cost of 750 USD
million annually (World Bank, 2017; PNUMA, 2021).

Plant-based agri-food waste can be classified in two ways: agricultural residues or waste
(stems, wood, bark, leaves, pods, hulls, roots and grains) and process residues or by-products,
which include: pulp, weeds, bagasse, mucilage, pomace, grains, shell, pips, seeds, pastes and
fibers (Castro-Mufios et al. 2022; Diaz-Montes, 2022). Therefore, a wide variety of
biodegradable waste is generated, each with different physical-chemical characteristics,
which offer great potential for various applications, especially because there is evidence that
they contain important nutrients, highlighting lipids, proteins, carbohydrates, vitamins,
minerals and phenolic compounds (Salazar et al., 2023). Farcas et al. (2022), in addition to
bioactive compounds that, although they are not essential nutrients, are chemical compounds
found in small quantities, with antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, or
immunomodulatory properties, which can help promote well-being (Robles et al., 2020),
point out that the peels of soursop, orange, mango, blackberry, tree tomato, among others,
may contain fatty acids, phenolic compounds, proteins, bioactive peptides, as well as
phytosterols, beta-glucans, vitamins and minerals. Therefore, they can be a valuable source
as functional additives in fish and crustacean production, and when they are transformed,
allow to diversify the composition of aquaculture feed, which can improve zootechnical
parameters, with economic benefits for producers because they are usually cheaper than

traditional ingredients (Piazzon et al., 2022). Several studies have obtained molecules of
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great interest in peels and fruits that are considered residues with important health benefits

(Table 1).

Table 1. Biomolecules present in some agro-industrial waste

Source Biomolecules of interest Properties Authors
Banana peel Fiber, potassium, B vitamins, Antioxidants, antifungal and Hikal et al.,
(Musa sp) vitamin  C and phenolic antibacterial activity 2020. Hanaetal.,
compounds, flavonols, 2022.
carotenoids, hydroxycinnamic
acids, and catecholamines
Orange peel Flavonoids such as narirutin, Antioxidant, antibiotic, Rincén et al.,
diosmin, hesperidin, didymin, prebiotic, and anti-inflammatory 2025
sinensetin,  nobiletin, and properties
tangeretin.  Essential  oils:
limonene, a-dietary fiber,
pectin, B vitamins, vitamins C,
D, and E.
Guava leaves Provide vitamins and minerals Antioxidant, anti-inflammatory, Huynhet et al.,

(Psidium guajava)

Potato peels

Pumpkin
(Cucurbita
moschata)

such as vitamin C, vitamin A,
iron, potassium, phosphorus,
and calcium, as well as
flavonoids, tannins, terpenoids,
and phenolic compounds.

Rich in phenolic compounds,
such as chlorogenic acid,
phenolics and flavonoids, such
as quercetin and rutin, non-
starch polysaccharides, and
starch. Source of dietary fiber
and vitamin B (B1, B3, B6).
fiber,

carotenoids, vitamins A, C, and

Source of dietary

E, potassium, phenolic
compounds, flavonoids,

tocopherols, and fatty acids.

antimicrobial, and anticancer

properties

Antioxidant, antimicrobial, and

anti-inflammatory properties.

Antiparasitic, antioxidant, and

anti-inflammatory properties

2025

Jiménez-Champi
etal., 2023



Hawthorn  fruit
seed (Crataegus
mexicana)

Pineapple peel

Purslane  leaves
(Portulaca

oleracea L.)

Radish (Raphanus

sativus)

Phenol and flavonoid fractions,
presence  of  epicatechin,
quercetin 3-D-galactoside and
ascorbic acid, catechin, and
vitexin

Bromelain, carotenoids (beta-
carotene, lycopene,
xanthophylls), flavonoids,
fiber,

ascorbic acid, and dietary fiber

dietary phytosterols,

Alpha-tocopherol, ascorbic
acid, omega-3 fatty acids,
alpha-linolenic acid, gamma-
linolenic acid, and beta-
carotene

Vitamins, minerals, phenolic
compounds, dietary fiber, and
phytoanthocyanins, phenol,

and flavonoids

Antioxidant  potential, free

radical scavengers, anti-
inflammatory, vasorelaxant, and

antimicrobial properties

Reduction of lipid oxidation,

prebiotic and digestive
properties. Antiparasitic
properties

Anti-inflammatory effect,
reduce glucose levels, have
laxative,  deworming, and

antiviral properties

Antioxidant properties, which

strengthen the immune system

and combat cell damage.
Improves liver function and
increases gut microbiota
function

19

Robles-Botero et
al., 2020.

Valureddi-
Shama et al
2025. Mehraj et
al. 2024.

Purizaca-
Lachira, 2024

Khan et al., 2022

Functional foods

Functional additives are dietary ingredients, microorganisms, and their metabolites that are

incorporated into feed formulations, they are not only for the usual contribution of protein,

carbohydrates, and lipids, also they offer a range of bioactive components such as

phytochemicals (phenolic compounds, coumarins, terpenes, flavonoids), prebiotics (fiber),

antioxidants, and fermented foods that improve intestinal health, aquaculture feed

digestibility, disease resistance, stress reduction, and suppress the adverse effects associated
with antinutrients (Figure 1). (Van Doan et al., 2020; Onomu and Okuthe, 2024). Within the

range of functional foods, we can mention prebiotics, probiotics, phytobiotics, organic acids,

and immunostimulants.
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Benefits

Agro-industrial waste— * Improve gut healt

—> ¢ Elimination of pathogenic
bacteria

Increased digestive enzymes
Appetite stimulation
Reduction of oxidative stress
Increase in immune response
Improves immune response
Improves water quality

L, Functional feed

e Prebiotics

« Fitobiotics

e Fermented-
probiotics

s \Vegetable
proteins

e Enzymes

Figure 1. Benefits of functional foods (own source)
Prebiotics obtained from agroindustrial waste

Prebiotics in aquaculture are defined as non-digestible food substances that nourish and
stimulate the growth and/or metabolic activity of one or more types of beneficial bacteria in
the digestive tract of fish (Mohammad et al., 2024). This indirectly limits the presence of
potentially pathogenic bacteria, such as Vibrio, Aeromonas, and Streptococcus, improving
the intestinal microbial balance and modulating the immune response (Baskar et al., 2025).
The main prebiotics used in aquaculture are polysaccharides and oligosaccharides such as:
fructooligosaccharides (FOS), galactooligosaccharides (GOS), maltooligosaccharides
(MOS) and xylooligosaccharides (XOS), which are derivatives of hemicellulose from xylan
in the cell wall of different vegetables such as corn cobs, wheat bran, bamboo and wood
(Romano et al., 2022), isomaltooligosaccharides (IMO), which are mainly obtained from
enzymatic processes from starches and inulin, which is mainly derived from chicory root
(Goh et al., 2022; ). More specifically, inulin and agavin have been widely used in
aquaculture because they stimulate the growth of colonic bacteria, preventing the growth of
harmful bacteria (Ochoa-Romo et al., 2022). Recently, some prebiotic sources from food
industry by-products, such as pumpkin peels and seeds, have been added to the list, with
better results than those obtained with inulin (Artica et al., 2021). Likewise, there are other
sources of waste, such as apples, bananas, citrus fruits, corn cobs, and sugarcane bagasse,
which, due to their properties, can be used as prebiotics in commercial animal nutrition (Ben-
Othman et al., 2020; Dawood et al., 2022).
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Such is the case of the research conducted by Huynh et al. (2021), who used sweet yellow
potato peels, white potato, sycamore maple, and banana (Musa balbisiana) as prebiotics to
enhance the growth of the probiotic Lactobacillus sp., which was added to the fed of white
shrimp (Litopenaeus vannamei) for 90 days. The white potato extract improved the growth
and activity of the probiotic Lactobacillus sp., as well as a better shrimp response to

pathogenic bacteria such as Vibrio parahaemolyticus and V. harveyi.

On the other hand, Eakapol et al. (2024) administered a diet based on xylan obtained from
sugarcane bagasse as a prebiotic in tilapia to evaluate their growth, feed efficiency, protein
production, and physiological functions. Innate immunity parameters, including total
antioxidant, lysozyme, catalase, and glutathione S-transferase, were higher in fish fed with
prebiotics. Furthermore, significant increases were observed in the activities of digestive
enzymes such as protease, amylase, and lipase. After the feeding trial, the fish were injected
intraperitoneally with Streptococcus agalactiae, and the cumulative mortality rate at 14 days
was calculated. High survival rates were observed in all groups receiving prebiotic

supplementation.

Nipaporn et al. (2025) subjected different flours from mango, pineapple, papaya, asparagus,
and kale waste to chemical-thermal pretreatment with 3% (w/v) gluconic acid at 121°C to
obtain hydrolyzed carbohydrates and use them as substrates for the growth of lactic acid
bacteria. Due to the extraction, all nutritional components were successfully released and
were available for the growth of lactic acid strains, but the mango and red cabbage
hydrolysates had the highest prebiotic activity, especially for Lactiplantibacillus plantarum
FL10. Furthermore, these flour sources showed free radical scavenging rates of 27,63% to
63,38% and 29,31% to 71,13%, respectively. Therefore, they are good antioxidants.

Other studies demonstrating the benefits of food waste in obtaining prebiotics in aquaculture

are summarized below (Table 2).



Table 2. Prebiotics obtained from agri-food waste and their benefits in aquaculture

Prebiotic of organism Dose Effects * Author
agroindustrial
byproduct
Mushroom culture Tilapia 20% of the diet Modulation of Leyva-L6pez
residues (Oreochromis For 56 days beneficial gut etal., 2020
(Schizophyllum niloticus) microbiota and
commune) defense against
Aeromonas veronii
Potato (Ipomea Litopenaeus 5% in the diet with  Growth of the Huynh et al.,
batatas) and vannamei the probiotic probiotic 2021
plantain (Musa Lactobacillus sp. Lactobacillus sp.
acuminata) For 90 days Increased response to
varieties pathogenic bacteria
Increased protease
activity
Defense against
Vibrio spp.
Organic banana Macrobrachium 5% of diet For 4 Increased immune Naksing et al.,
peel (Musa rosenbergii weeks activity 2022
acuminata) Increased survival
Reduced oxidative
stress
Forest onion Nile tilapia 10% of the diet Greater absolute Indah et al.,
residues (Oreochromis with the probiotic growth Improved 2022
(Scorodocarpus niloticus) EM4, feed conversion ratio
borneensis) (in For 45 days and higher survival
meal)
Tomato peel Grass carp 5% of the total diet  Increased intestinal Dawood et al.,
(Ctenopharyngo  For 15 days villi. Improved 2022
don idella) nutrient digestibility
and absorption, and
improved survival.
Sugarcane bagasse  Nile tilapia 1% prebiotic with Improved growth Wangkahart et
(Oreochromis 1% probiotic performance, al., 2024

niloticus)

mixture (Bacillus

including final body

22
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subtilis TISTR 008  weight, weight gain,

and Lactobacillus average daily gain,

plantarum TISTR and protein

1854) For 56 days efficiency index.
Significant incrases
in digestive enzyme

activity were

observed.
Dried lemon peel Seabream Around 1.5% to 3% Increased antioxidant  Sulaiman et
(Sparus aurata)  of the diet activity (SOD, CAT, al., 2025
For over 4 weeks GPXx). The diets
improved

hematological
parameters, such as
hemoglobin, red
blood cells, and
white blood cells,
resulting in improved
immune response
and resilience during

stress.

Phytobiotics

Phytobiotics are bioactive substances derived from plants (powder, extracts, essential oils,
leaves, roots, or fruits) that are used in aquaculture to improve the health and production of
aquatic organisms (Pajuelo et al., 2024). These compounds possess antimicrobial, anti-
inflammatory, antioxidant, and antiparasitic properties, making them a sustainable alternative
to traditional chemotherapeutics (Bastos et al., 2022; Kalaiselvan et al., 2024).

Furthermore, previous studies have shown these additives improve feed flavor, digestive
enzyme secretion, gastric and intestinal motility, endocrine and immune stimulation.
Consequently, improvements in feed intake, digestibility, feed conversion, and animal weight
are achieved (Deminicis et al., 2021; Ayala et al., 2022). In recent years, research has shown
that certain phytobiotics are potent immune stimulators, increasing hemocyte counts by more

than 60% in healthy animals and in more than 30% during certain diseases (Adeli et al.,
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2021). In addition to their beneficial effects, the use of plant extracts in aquaculture can
reduce treatment costs and align with sustainability principles, as they are easier to degrade
compared to synthetic molecules and, due to their diverse chemical composition, minimize

the possibility of resistance development (Olusola et al., 2019).

There are a wide variety of plants that have been used as phytobiotics in aquatic organisms,
including fenugreek, aloe vera, ginseng, basil, eucalyptus, spearmint, marjoram, mint,
rosemary, sage, lemon balm, among others, but currently, the use of various extracts, oils and
flours from new plant sources continues to be reported. Wigraiboon et al. (2024) mention
that the use of purple nutsedge extract (Cyperus rotundus) at a concentration of 0.8g / kg of
feed improves weight gain, feed conversion, and reduces Streptococcus agalactiae infection
in tilapia. Nassar et al. (2024) reported that using extracts of Ginkgo biloba, Moringa
oleifera, Myristica fragrans, Silybum marianum, and Astragalus membranaceus at
concentrations of 1,0 and 2,0 g/kg improved the growth, serum protein, and total

immunoglobulin levels of Oreochromis niloticus.

Silymarin and curcumin, which possess high levels of flavonoid compounds and have
hepatoprotective activity and show the capacity to protect mitochondria from oxidative stress
(ROS) and lipid peroxidation (El Basuini et al., 2023). Likewise, the inclusion of curcumin
in the diets of rainbow trout larvae resulted in an increase in weight gain, feed conversion,
specific growth rate and survival (90%), and better results were obtained in hematocrit and
hemoglobin in the treatments where 100 mg of curcuminoids were added (Romero et al
2023). Other successful studies on the application of phytobiotics obtained from plant by-

products are shown in Table 3.
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Phytobiotic
used

Species
where was

applied

Dose

Benefits

Author

Aloysia
triphylla

Moringa

oleifera

Rosemary oil

Echinacea
and/or vitamin
C

Citrus sinensis

peel

Terminalia

catappa

Oncorhynch

us mykiss

Oreochromis

sp

Chelon

ramada

Oreochromis

niloticus

Sebastes

schlegelii

Betta

splendens

7 glkg of

feed

10-15 g/kg

of feed

0.5-1 g/kg

of feed

400 mg/kg

of feed

10 g/kg

1000 ppm of

green

extract

leaf

The results showed decreased
cortisol levels, improved feed
conversion, increased IgM, and
improved growth in the fish.
Improved growth, feed
conversion ratio, protein content,
digestive enzyme activity, innate
immunity, and reproductive
function with high salinity
conditions (32 ppt)

Significant  improvements in
growth and survival. Lower feed
conversion ratio and improved
water quality. Increased levels of
white blood cells, total protein,
albumin, and immunoglobulin.
Also  present are greater
antioxidant activity.

Increased intestinal villi and
goblet cells, as well as phagocytic
activity and expression of IL-1
and TNF-a genes

It significantly improved the final
weight, specific growth rate,
protein efficiency ratio and
protein retention in fish, as well
as antioxidant enzyme activity.
Inhibition of Aeromonas
hydrophila, Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas

Adeli et al., 2021

Sallam et al., 2025

Elhetawy et al., 2025

Afafetal., 2018

Lee et al., 2024

Purivirojkul,
2012
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aeruginosa, Staphylococcus spp.

and Streptococcus spp. in vitro

and increased the survival rate of

Betta splendens infected with

Aeromonas hydrophila.
Extract of Oreochromis a dose of 7 Control of Pseudomonas Hossain et al., 2024
Psidium niloticus g/kg—1 aeruginosa infection and

guajava improve growth

Vegetable meals for partial fishmeal replacement

In recent decades, the dependence on raw materials for formulating diets for aquatic
organisms, especially fishmeal, has become evident (Muntean et al., 2024). Therefore,
alternatives are being sought to reduce this dependence and decrease the harvesting pressure
on natural fish populations intended for feed production (Piazzon et al., 2022). In the search
for new ingredients, agrifood waste is being investigated. Silva-Mendes et al. (2023)
evaluated the digestibility of mesquite and leucaena pods in Oreochromis niloticus diets. The
results showed significant differences, with protein increases of 20% in mesquite seeds (73%
to 92%) and 6% in leucaena seeds (84% to 90%). A 30% substitution of mesquite and
leucaena flour could replace animal protein without affecting digestibility and at a lower cost,
increasing the economic feasibility of tilapia farming. Rodriguez et al. (2024) evaluated the
relevance of including cassava flour (15%) in the diet of Oreochromis mossambicus. After
eight weeks of feeding, 100% survival was obtained and all productive parameters such as
weight, size and feed conversion ratio were improved in fish fed with the inclusion of
cassava, with a savings of 229.31 USD. Faisal (2024) points out that replacing 10% of
Moringa oleifera flour in the diet of Cirrhinus mrigala larvae improves growth performance,
body composition, and hematological parameters of the species. Akter et al. (2024) evaluated
the substitution of mustard oil, soybean meal, and rice bran as a substitute in the diet of the
fish Labeo rohita for 90 days. The results showed that replacing fishmeal with rice bran meal
generated an increase in productive parameters and a total net economic return of 15,61%
higher than the control group that the substitution of 50% of fishmeal with rice bran generates
a higher cost benefit, so it can be considered as a new source of unconventional protein,

profitable and easily available, without compromising the nutritional quality of the fish.
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Fermented feeds from agri-food waste and their application in aquaculture

As described previously, in recent decades, the aquaculture sector has sought alternative
sources of nutrients, especially plant-based proteins. However, the presence of antinutritional
factors decreases their bioavailability (Siddik et al., 2024). Therefore, improving suitability
for food is a strategic challenge for aquaculture. In this regard, the recycling of agro-industrial
byproducts through fermentation is a tangible proposal to produce microbial proteins and
functional metabolites for aquaculture feed (Sampathkumar et al., 2023). This is especially
due to the possibility of producing probiotic bacteria easier than with the use of high-cost
traditional culture media. Probiotics are live microorganisms that, when administered in
correct amounts through feed or water, confer benefits to cultured aquatic organisms (El-
Saadony et al., 2021). They produce bacteriocins, siderophores, lysozymes, proteases, and
hydrogen peroxide, inhibiting the growth of harmful pathogens (Shehata et al., 2023). They
also produce many enzymes that allow better assimilation of nutrients, thus playing an
important role in improving growth performance (Figure 2).

Pathogens @&

Probioti -
Probiotics g =y

Animal Welfare and Health
Modified from Cerero-Calvo (2023).

Figure 2. Benefits of probiotics in aquaculture

In accordance with the afore mentioned, the production of probiotics from agri-food waste
through fermentation is a widely growing option (Figure 2). Yigit et al. (2020) report that

soybean meal fermented with whey for a period of 8 hours, at a temperature of 30°C, could
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replace up to 40% of the fishmeal protein in the diets of juvenile tilapia. Cahya et al. (2022);
Londofio-Hernandez et al. (2020) mention that the fermentation of nutrient-rich shells, seeds,
and fruits is recently being exploited in the production of fermented foods rich in probiotics,
enzymes, and organic acids that improve intestinal health, offering an alternative to
antibiotics and other chemical treatments. Gémez et al. (2024) evaluated the effect of
fermented vegetables (carrots, beets, cabbage, lettuce) and corn as feed for Prochiludus ssp.
larvae. Results after 50 days showed significantly greater growth in the larvae fed with
ferments, reaching an average of 50,12 mm in three weeks. Microscopic analysis showed a
controlled proliferation of beneficial bacteria that stabilized pH and increased nutrient
bioavailability. Andriani et al. (2025) evaluated the use of fermented restaurant waste meal
(rice, bones, and vegetables) added to the feed to improve the growth of Pangasius pangasius
alevins. The fermentation process was carried out using probiotics at a dose of 8% of the total
weight of the waste for periods of 3,5 and 7 days. The feed was administered three times a
day at a dose equivalent to 5% of the biomass for 42 days. The inclusion of 40% of the
fermented feed achieved the highest growth rate (1,93%/day) and acceptable survival rates
(80-95%). Water quality parameters were maintained within appropriate ranges, promoting
accelerated growth and improved fish health. Zhuo et al. (2021) demonstrated that dietary
supplementation of fermented lemon peels added to a basal diet at 0%, 1%, 3%, and 5%
improved lysozyme activity and susceptibility to Photobacterium damselae in the groupers
Epinephelus coioides. Despite extensive research, challenges remain in fully optimizing
fermentation processes, particularly regarding the comparative advantages and limitations of
submerged fermentation versus solid-state fermentation (Dasari et al., 2019; Joshi et al.,
2018; Manan and Webb, 2017). While submerged fermentation provides greater control over
variables, solid-state fermentation has proven to be the best option due to its lower water and
energy consumption and improved product stability (Manan and Webb, 2017; Sanchez et al.,
2024). It is also necessary to consider the substrates used, both plant sources and the
microorganisms selected for fermentation, the nutritional quality of the fermented products
for aquaculture production, and to continue providing evidence on their impact on nutrition,

gut microbiota, immunity, and disease resistance in fish and crustaceans (Siddik et al., 2024).
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Conclusions

As can be seen in this review, agroindustrial waste has enormous potential for reutilization
to obtain bioactive compounds. Challenges include the variability of byproducts,
standardization of extraction methods and fermentation, the doses and the period of
administration and the obtaining consistent results. However, there are a lot of benefits,
including waste reduction, the creation of value-added products, and the promotion of the

health and well-being of cultivated species through functional foods.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el desempefio zootécnico de post-larvas Panaeus vannamei como
resultado de la administracion de Fructooligosacérido (FOS 55) en sistemas productivos, con biofl6culos y de
aguas claras. Para ello, se determinaron indicadores de crecimiento y desarrollo, actividad enzimatica
inmunoldgica y digestiva, ademas de analisis bacteriolégico, de calidad del agua y valoracién econémico
ambiental. La actividad enzimatica especifica estimulada en proteasas, lisozimas fenoloxidasa y lectina. La
aplicacion de FOS 55 mejoré significativamente todos los indicadores productivos en tanques y en el pienso
(60 ml kgt), ademas redujo la carga de Vibrio spp 1,1 x 102 + 0,3 x 102 ufc/ml. La actividad prebiética del FOS
55, como fuente de carbono en biofléculos y como prebidtico, mejoré el desempefio productivo de post-larvas
(PL 2-8) P. vannamei. Los biofléculos, con cero recambios de agua, mantuvieron los niveles de los compuestos
nitrogenados por debajo de los valores toxicos, ademéas se logré una reduccion del 50% en la aplicacion de
pienso comercial. EL FOS 55 incorporado a un sistema de biofléculos propicid ventajas socio-econémicas y
ambientales al reducir los gastos en electricidad por bombeo de agua, en 800,24 CUP por millén de post-larvas,

y la disminucién de la emisién de CO; a la atmdsfera, en 132 t.

Keywords: fructooligosacéridos, Penaeus vannamei, Biofloculos
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Introduccién

Debido a los continuos brotes y la propagacion de enfermedades en los sistemas de cultivo
de camarones, es urgente identificar el efecto de los factores ambientales en la respuesta
inmune de los camarones peneidos. Los prebidticos son suplementos metabolizados
selectivamente por bacterias benéficas en el tracto digestivo y promueven la modulacion
dietética del microbiota intestinal, mejora asi la salud animal, principalmente al estimular
el crecimiento y la actividad de bifidobacterias y lactobacilos. Ademas, no generan
dependencia ni impactos negativos en los organismos de cultivo ni en el medio ambiente (Bi,
2020). La activacion de enzimas como la peroxidasa, la superdxido dismutasa y el sistema
profenoloxidasa (proPO) puede iniciar varias respuestas inmunologicas (Martin et al., 2022).
Ademas, otros tipos de mecanismos de reconocimiento celular y citotoxicos, como proteinas
de coagulacion, lectinas, péptidos, antimicrobianos, peroxinectinas, generacion de especies
reactivas de oxigeno, quinonas, opsonizacion, fagocitosis y nodulacién, pueden estimularse
para eliminar el patégeno. El sistema inmunoldgico de los camarones es descrito actualmente
por como varian ciertos parametros inmunologicos, por ejemplo, las actividades enzimaticas
de enzimas cruciales vinculadas al sistema inmunolégico, como la lisozima, la fenoloxidasa,
la peroxidasa, la superoxido dismutasa y la lectina. El presente estudio determind los efectos
de la administracion de FOS, en condiciones de acuicultura de aguas claras, en el crecimiento

y la supervivencia, asi como la respuesta inmune de las post-larvas de Penaeus vannamei.

El desarrollo de la camaronicultura depende de la eficiencia de la actividad productiva, con
rentabilidad econdémica de forma amigable ambientalmente. Frente a estos retos, surgen
opciones tecnoldgicas innovadoras que mejoran la eficiencia de los cultivos. La tecnologia
biofloc o los Sistemas Biofloc (BFT) requiere insumos externos, incluida una fuente de
carbono exdgena, para mantener la proporcion adecuada de carbono / nitrogeno (C/N)
necesaria para la produccion microbiana (Avnimelech, 2009, Martin Rios et al., 2022).

Las opciones innovadoras en la acuicultura mejoran la eficiencia en pro de su sostenibilidad
ambiental, econdmica y social (Hernandez et al., 2018); convirtiéndolas en alternativas
industriales que van de la mano con altas densidades de cultivo. Los biofléculos disminuyen

la utilizacion del agua y minimizan el espacio, con lo que se reducen los costos de
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produccidn, y se garantiza un producto de mejor calidad a altas densidades de siembra
(Herndndez Mancipe et al., 2019).

La aplicacion de BFT ofrece beneficios en la produccion acuicola y podria contribuir para el
logro de las metas del desarrollo sostenible que mantengan la salud de los camarones y
aporten nutrientes. Sin embargo, la tecnologia BFT estd todavia en una etapa temprana y
requiere de investigacion para disefiar sistemas que conserven parametros fisicoquimicos
del agua ademéas de mantener la salud del camar6n més altos que los sistemas tradicionales
(Mugwanya et al., 2021). Estas ventajas sumadas al incremento en los rendimientos,
convierte a la BFT en una estrategia econOmicamente viable, ambientalmente sostenible y
socialmente aceptable (Hernandez Mancipe, 2019). Sin embargo, no existen experiencias
previas de la incorporacion de fructooligosacaridos como fuente de carbono en este tipo de

sistema.

Objetivo

Valorar el desempefio zootécnico de post-larvas Penaeus vannamei como resultado de la
administracion de Fructooligosacaridos (FOS 55) en sistemas productivos, con tecnologia

biofléculos y de aguas claras.

Materiales y Métodos:

Ubicacion y siembra

Las post-larvas (PL) obtenidas del centro de incubacion Yaguacam se desarrollaron en el
area de vivero de post-larvas de Cultisur en Santa Cruz del Sur. Se sembraron 1,5 millones
de post-larvas de P. vannamei en el estadio 8 dias (PL 8) en tanques rectangulares de
cemento, con un volumen de agua de 60 m?, el ensayo se realizd a escala productiva en
condiciones normales de cultivo segun la politica de produccion de la ECCAM.

El segundo momento de la investigacion se desarrollo en el centro de desove y produccion
de post-larvas de Yaguacam. en el area de precria de post-larvas estadio dos-ocho (PL 2-8).
Se sembraron 1,5 millones de post larvas de P. vannamei en tanques plasticos con un
volumen de agua de 20 m3, el ensayo se realizo a escala productiva en condiciones normales

de cultivo.
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Disefio Experimental

Es utilizado un disefio completamente al azar para 34 tanques (17 con tratamiento FOS 55y
17 como grupo control). En el grupo experimental, el prebidtico (FOS 55) es homogeneizado
con agua destilada estéril, luego mezclado con alimento comercial para camarones (35 % de
proteina) mediante el método de aspersion (40 g de FOS 55 por kg de alimento). También
se afiadio FOS 55 al agua del estanque 1 ml/m? todos los dias. El grupo control (sin
tratamiento FOS 55) recibid el tratamiento acuicola estandar previamente establecido en el
centro.

Fueron seleccionados aleatoriamente en una segunda etapa, 20 tanques de precria post-larvas
(PL 2), 10 tanques tratados (BFT+FOS 55) y 10 tanques control aguas claras, el dia antes de
la siembra fue suministrado al agua un litro de FOS 55. Se sembraron 1.3 millones de PL en
grupo aguas claras y 1.5 millones de PL en el grupo tratado, este ultimo sin recambio de agua
durante todo el cultivo. La alimentacion fue cada dos horas, (12 veces al dia) en los tanques
de aguas claras, donde se suministro 22 g de pienso engorde comercial (EXIA PERFORM
40) y en los tanques tratados una vez al dia con 500 L de BFT madurado 25 dias, a las 8:00
am y solo seis alimentaciones de 22 g de pienso engorde. Se administrd alimento comercial
(EXIA PERFORM 40% proteina), en cantidades recomendadas por el fabricante, segun
estadio, 2-8 (fibra 8.0%, humedad 12.0%).

Parametros de cultivo

La temperatura mantuvo un rango entre 28 y 30 °C durante todo el experimento, salinidad a
30 ups, pH 7,8 y oxigeno disuelto a 5,00 mg/L a partir del tercer dia de siembra de PL. Para
el recambio de agua es reemplazado el 50% de cada tanque mediante un filtro (1 mm? de
malla) acoplado a la salida de los tanques para eliminar los residuos solidos y organicos.
Los animales mantuvieron durante 15 dias en estas condiciones (estadio PL 23). El alimento
comercial (Malta Cleyton® 35% proteina, México), se suministrd 12 veces al dia en
cantidades recomendadas por el fabricante; la composicion del alimento fue: proteina
(35,03%), grasa (9,04%), fibra (2,84%), agua (8,84%) y ceniza (6,09%).
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Recoleccidn y conservacion de muestras de camarones.

Para la recoleccion de muestras, 15 dias después de iniciado el tratamiento, se tomaron tres
muestras de camarones al azar de cada tanque, despues de filtrar con una malla de nylon de
1 mm. Las muestras de camaron lavadas dos veces en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) a pH 7,4. La conservacion de las muestras fue realizada en viales sin solucion de
conservacion a —20 °C hasta su evaluacion.

Se tomaron al azar aproximadamente 100 PL 8 de cada tanque, cultivadas en BFT- FOS55 y
de aguas claras, previo filtrado con malla de nylon de 1 mm por vial de 1,5 ml. Las post-
larvas maceradas en tubos de 1,5 mL, lavadas dos veces en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) a pH7,4. Las muestras conservadas en viales de 1.5 ml (Eppendorf, USA); se
trituraron con un homogeneizador Polytron (Bioblock Scientific Francia) en 500 ul de H20d
y finalmente centrifugadas a 8000 x g durante 10 min y los sobrenadantes se almacenaron a
-20 °C en viales nuevos de 1,5 ml, hasta ser analizados. Al sobrenadante de las muestras se
le determind la concentracion de proteinas totales y las actividades enzimaticas de

fenoloxidasa, superoxido dismutasa, peroxidasa y lisozima.

Evaluacion de la Calidad de las Post-Larvas.

La calidad de las post-larvas fue evaluada por la determinacion de parametros de desarrollo:
longitud y peso. Lavadas con agua 20 post-larvas por tanque, secadas con papel filtro y
pesadas en una balanza analitica (Sartorius, modelo 1205) con una precision de £0,1 mg. La
longitud de las post-larvas fue determinada midiendo al microscopio desde la base rostral
hasta el final del telson (£0,1 mm). Al final de cada bioensayo, se registraron los valores de

supervivencia por tanque.

Procesamiento de muestras.

Para procesar las muestras aproximadamente 100 PL 23 de cada tanque por vial de 1,5 ml

las post-larvas fueron maceradas en tubos de 1,5 mL con 200 pL de PBS. Luego, es agregado
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200 pL de PBS y se homogeneizaron en un vortice. Los homogeneizados de las muestras
centrifugadas a 8000 x g durante 10 min y el sobrenadante fueron almacenados a -20 °C en
viales nuevos de 1,5 ml. La concentracion de proteinas totales se determiné por el método de
Bradford MM. El sobrenadante también se utilizé para determinar la presencia de lectinas en

las larvas.

Analisis Bacterioldgico.

Para la evaluacion microbiologica de bacterias, presuntivamente del género Vibrio spp. se
determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) mL—1 (que crecieron en agar
tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS) en las muestras al final del experimento.
Para determinar el nimero de ufc mL™* de bacterias en las larvas se tomaron 3 muestras por
tanque con un promedio de 50 individuos en cada muestra. Las larvas se desinfectaron con
cloruro de benzalconio al 0,1% y se lavaron con H2O destilada estéril para eliminar las
bacterias externas. Los organismos completos se maceraron con un homogeneizador
(Wiggenhauser, D- 130, Selangor, Malasia) en 500 pL de PBS estéril. Se realizaron
diluciones seriadas de 1:10 para las muestras maceradas. Se sembré una submuestra de 10 pl
de cada dilucién en las placas TCBS. Todas las placas se incubaron a 28 °C durante 24 a 48
h.

Resultados y Discusion.

Los prebidticos como aditivos organicos derivados de ingredientes naturales como el
alginato, la inulina y varios oligosacaridos. En la acuicultura, tanto los FOS dietéticos como
los FOS de cadena corta (scFOS), han ganado mucho interés debido a sus factores
promotores del crecimiento en varias especies acuaticas, incluida P. vannamei. Ademas, es
utilizado como unicas fuentes de carbono para evaluar el crecimiento, la longitud y el peso
de camarones de edad similar, en relacion con su composicién bacteriana intestinal Mustafa
et al. (2019) confirmaron que el peso, la longitud y la supervivencia estan relacionados con
la administracion de prebioticos y el cambio en la composicidn del microbiota intestinal.

Los prebidticos pueden ser metabolizados por bacterias beneficiosas del género
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Lactobacillus y por Bifidobacterium, que producen acidos grasos de cadena corta (SCFA) y
lactato, sin embargo, el efecto de los prebioticos sobre el crecimiento y la ganancia de peso
de los camarones es controvertido en la literatura. Mientras que informaron un mayor
crecimiento en P. vannamei, otros informes no encontraron un aumento significativo en el
crecimiento y la supervivencia de P. vannamei alimentados con fructooligosacaridos
incluidos en la dieta. Por lo tanto, el efecto de los prebiodticos en el rendimiento del
crecimiento de las especies acuaticas puede ser ambiguo porque algunos estudios con peces
no describen mejoras positivas en el rendimiento del crecimiento con los suplementos
dietéticos de prebidticos.

En estudios sobre el efecto de la suplementacién con scFOS en la microbiota benéfica del
tracto digestivo del camarén blanco, no mejoraron la ganancia de peso, la conversion
alimenticia o la supervivencia del camaron. Por otro lado, el analisis realizados mostraron
que la suplementacién con scFOS en la dieta en concentraciones del 0,4% mejoro la tasa de
crecimiento y la supervivencia; y estimuld el crecimiento bacteriano y las enzimas
Inmunitarias.

En este estudio se obtuvieron resultados similares, con la Unica diferencia de que FOS 55
también es administrado directamente en el agua durante 21 dias (Figura2). Existen
diferencias significativas en tanques tratados con FOS 55 en comparacion con el control sin
FOS 55. Los animales tratados con FOS 55 eran mas pesados y grandes que el control. Sin
embargo, no existen informes sobre el efecto de estimulacion del crecimiento o la respuesta
inmunitaria de los FOS 55 cuando son administrados directamente en el agua. Quizas uno de
los posibles efectos de este prebidtico sea indirecto sobre el microbiota intestinal debido a
los microorganismos estimulados en el agua por FOS 55.
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Figura 2. Efecto del FOS 55 en los pesos y las tallas en PL Penaeus vannamei tratadas con FOS 55. (n =
340) y los grupos de control (n = 340). Se dan el peso (A) y la longitud (B). Los datos representan la media
SEM (error estandar de la media) y las barras T indican la SEM (p < 0,001, prueba t de Student).

Al analizar los resultados obtenidos (Figura 3), es evidente una mejor supervivencia en el
grupo donde es administrado FOS 55, en comparacion con el grupo control. Sin embargo,
aplicaron este prebidtico a P. vannamei durante 35 dias de cultivo y no fueron observadas
diferencias entre los grupos experimentales en cuanto a supervivencia; el mismo resultado
ocurrio cuando otros investigadores usaron este disefio experimental, pero con
galactooligosacaridos (GOS). Por el contrario, se ha observado, una mayor tasa de

supervivencia al usar miel como prebiotico en P. vannamei.
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Figura 3. Efecto del FOS 55 en la supervivencia de los tanques. Transformacién de escala {arcsen (P/100)1/2)}
Letras diferentes, diferencias significativas (p<0,05) (Prueba t). Supervivencia de post-larvas de P. vannamei.
Las barras representan la mediana en el control (n = 17) y los grupos tratados con FOS (n = 17) (p <0,001,

prueba U de Mann-Whitney). Las barras T indican el rango.

La alta actividad de la fenoloxidasa mejoré la capacidad del camarén blanco del Pacifico
para reconocer entidades extrafias que ingresan a sus CUerpos por una mejor respuesta
inmune que protegeria a los camarones contra las infecciones por patdgenos (Li et al.,
2017) informaron que FOS 55 aumentd la actividad de la fenoloxidasa o la superoxido
dismutasa y puede influir positivamente en la tasa de supervivencia de P. vannamei. En el
experimento, los animales tratados con FOS 55 mostraron valores de actividad de
fenoloxidasa superiores al grupo control no tratado (Figura 4). De manera similar, Safari et
al. (2014) informaron que la administracion de FOS puede estimular la tasa de proliferacion
de hemocitos, ya que un aumento en el nimero de hemocitos explica la alta actividad de la

fenoloxidasa, principales productores de esta enzima.
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Figura 4. Valor del efecto del FOS 55 en la actividad especifica de la enzima de fenoloxidasa. (media £ D) en
los animales tratados con FOS 55 (n=17) y en el control (n=17). Letras diferentes muestran diferencias

significativas p<0,001 (Prueba t). La barra T indica la desviacion estandar.

A partir de los resultados actuales, la actividad de SOD entre los grupos experimentales no
mostrd diferencias significativas (grupo de control 0,88 + 0,06 U/mg y grupo FOS 0,95 +
0,08 U/mg). Puede deberse a que, en ambos grupos, los estados fisioldégicos no estuvieron
expuestos al estrés. Sinembargo, no coincide con lo obtenido por (Hu et al., 2022), mostrando
que la forma de administracién de los FOS 55 dentro de la dieta puede tener efectos que
dependen de la concentracion de FOS 55 y otros factores ambientales. Se ha discutido que
las actividades de SOD mejoradas por los prebidticos parecen depender de la dosis. Sin
embargo, el manano y los fructooligosacaridos fueron capaces de estimular la SOD en los
cangrejos de rio, observandose mayores actividades de SOD para la combinacion de ambos
prebidticos. Por lo tanto, se necesita mas investigacion para resolver el efecto de los FOS en
la respuesta antioxidante de las especies cultivadas.

Existen dos miembros de la familia de la superéxido dismutasa en los invertebrados Cu/Zn
(SOD 1) y Mn (SOD »). Ademas, se sabe que factores ambientales como la hipoxia y las altas
temperaturas pueden estimular la expresion de SOD > en camarones. Sin embargo, la
expresion de SOD 1 es continua, porque su expresion es constitutiva. Aungue la expresion
de SOD , aumenta mas rapido frente a patdgenos, ambas enzimas (SOD 1 y SOD 2) aumentan
su expresion ante el desafio contra patogenos (Mustafa et al. 2019).

La superoxido dismutasa posee la capacidad de disminuir los aniones superdéxido, que estan

en el agua y el perdxido de hidrégeno. La SOD extracelular coopera en la destruccion de los
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parasitos ingeridos o encapsulados durante el estallido respiratorio generado con la
fagocitosis (Mustafa y Jaradat, 2020). El sistema antioxidante es utilizado con frecuencia
como indicador potencial del estrés oxidativo en organismos marinos. Los descubrimientos
relacionados con la actividad celular de la SOD muestran que juega un papel crucial como
modulador de la respuesta inmune. Esta distribucion esta estrechamente relacionada con la
funcion antioxidante y encuentra niveles méas altos en los lugares donde es producido el
estallido respiratorio, lo que confirma su papel en la prevencién y eliminacion del dafio
oxidativo.

La administracion de FOS en el camaron de agua dulce Macrobrachium acanthurus no afecta
la actividad de la lisozima, en comparacion con el control en alevinos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss). Por el contrario, los resultados del presente estudio mostraron una
estimulacion de la actividad de la lisozima en el grupo tratado con FOS 55 en comparacion
con el grupo de control no tratado (Figura 5). Por otro lado, otras investigaciones mostraron
resultados similares a este estudio. Con el prebidtico B-1,4-manobiosa aumentaron expresion
de lisozima; dentro de sus investigaciones, el aumento en el nimero también verifico la
circulacion de hemocitos en la hemolinfa, especificamente hemocitos granulares. Este
aumento en el namero de hemocitos granulares, los principales productores de lisozima en
camarones, podria explicar el aumento en la actividad de lisozima en el experimento actual.

Estudios previos han demostrado que la suplementacién de manano oligosacarido y FOS en
un cangrejo de rio juvenil de garras estrechas conduce a una mayor actividad de las lisozimas.
observaron una mayor actividad de la lisozima cuando se combinaron ambos oligosacaridos,
en comparacion con las suplementaciones individuales.

También es verificada la circulacion de hemocitos en la hemolinfa, especificamente
hemocitos granulares. Este aumento en el nimero de hemocitos granulares, los principales
productores de lisozima en camarones, podria explicar el aumento en la actividad de lisozima
en el experimento actual. Estudios previos han demostrado que la suplementacion de manano
oligosacarido y FOS en un cangrejo de rio juvenil de garras estrechas conduce a una mayor
actividad de las lisozimas. Estos autores observaron una mayor actividad de la lisozima
cuando son combinados ambos oligosacaridos, en comparacion con las suplementaciones

individuales.
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Figura 5. Efecto del FOS55 en el valor de la actividad especifica de la enzima lisozima. (media + DE) letras
diferentes existe diferencias (p<0,05) en grupos control (n=17) y grupos tratados con FOS (n=17). La barra T
indica la desviacién estandar de los valores de actividad enzimatica especifica de lisozima. (Media- 0,1011+
0,1586; DE- 0,03922 + 0,07142; EE- 0,01132 £0,02062; IC- Limite inferior 0,07618+ 0,1132 Limite superior
0,126 +0,204; Coeficiente de variacién- 38,79% 45,03%),

Es importante resaltar las diferencias en la metodologia utilizada aqui, que constituye la
primera determinacién del efecto de FOS 55 administrado en agua sobre la actividad de la
lisozima. La induccién de la expresion de lisozima esta ligada a varios factores bidticos y
abioticos. La exposicion a Vibrio anguillarum o Micrococcus lysodeikticus induce una
regulacion positiva significativa de la expresion del gen de la lisozima, sin cambios en el
recuento total de hemocitos. Ademas, incluso cuando el estrés por temperatura no cambia, el
perfil de expresion de la lisozima (Song et al.,2014) es afectado por parametros de cultivo
como la composicién de la dieta y el pH. Por tanto, es necesaria una investigacion exhaustiva
para estudiar el nimero de hemocitos en estas condiciones de cultivo, asi como su expresion
de lisozima.

Las lectinas son proteinas que desempefian un papel en la reaccién del receptor de
reconocimiento de patrones (PRR) en los invertebrados y reconocen la totalidad o parte de
las moléculas de azucar. Segun Song et al., (2014) los prebidticos como FOS 55, manano
oligosacaridos, inulina y B-glucano también es clasificada como inmunosacéridos, lo que
podria mejorar directamente respuestas inmunitarias no especificas, a través de interacciones
con los receptores de reconocimiento de patrones. Ademas, las bacterias beneficiosas en los

intestinos pueden interactuar con el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), lo que
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podria estimular el sistema inmunitario y mejorar la capacidad del huésped para prevenir
infecciones (Wang et al., 2020).

La capacidad de hemaglutinacion del grupo tratado con FOS 55 fue mayor (p < 0,001) en
comparacion con el grupo control (Figura 6). Asi, los resultados del estudio muestran que
la adicion de FOS 55 directamente en el agua mejora los parametros de respuesta inmune en
el reconocimiento bacteriano. Esto podria deberse a que los componentes de carbohidratos
de la pared y la membrana celular bacteriana se unen a los receptores de lectina en los
camarones, lo que podria mejorar directamente los parametros del sistema inmunoldgico de
los camarones, como la fenoloxidasa y la lisozima. Se encontré que estas enzimas
experimentaron un aumento significativo en su actividad en los tanques tratados con FOS 55,
en comparacion con los no tratados. Ambos se sintetizan en los hemocitos sobre patrones de
reconocimiento de patdgenos a través de una interaccién con lectinas en la superficie de los
hemocitos. Ademas, una mayor estimulacion de las células de defensa, debido a un aumento
en el crecimiento de bacterias benéficas en los medios de cultivo, podria inducir una
sobreexpresion de lectinas en los tanques tratados con FOS 55 (Wang et al., 2020).

b

1

Titulo de Lectinas

Tratamiento Control

Figura 6. Efecto del FOS 55 en el titulo de hemo precipitacién de eritrocitos de conejo con lectinas de larvas de
P. vannamei. (mediana + rango) (p<0,0001) en grupos control (n=17) y grupos tratados con 1-kestosa (FOS)
(n=17) (Prueba Mann Whitney). La barra T indica el rango de los valores de titulos reportados.

La accion de los FOS 55 sobre el sistema inmunolédgico es indirecta, a través de la
estimulacion selectiva del crecimiento o actividad de algunas bacterias intestinales. El efecto
protector de estos microorganismos, se realiza mediante dos mecanismos: el antagonismo
que impide la multiplicacién de los patégenos y la produccion de toxinas que imposibilitan
su accion patogénica. Este antagonismo esta basado por la competencia por los nutrientes o

los sitios de adhesion. Asi, mediante la inmunomodulacion, protegen dichos
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microorganismos protegen al huésped de las infecciones, incrementando la produccion de
inmunoglobulinas, y la activacion de las células mononucleares y de los linfocitos.

Al comparar el comportamiento de la actividad enzimética especifica de las proteasas en este
estudio (Figura 7), se evidencia que la respuesta obtenida en el grupo tratado con FOS 55 fue
superior, con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001). Encontraron que el uso
de miel de abeja estimula las enzimas digestivas, como las proteasas, debido a la
concentracion de oligosacéaridos prebidticos en la miel.

Diferentes estudios (Wang et al., 2007) respaldan la capacidad de algunos oligosacaridos
para estimular las amilasas, en este estudio no hubo estimulacion de la actividad de la amilasa
usando el prebidtico FOS 55 (grupo control 0,74 + 0,09 U/mg y grupo FOS 0,65 + 0,07 U/
mQ).

La suplementacion con oligosacaridos de manano y FOS en las dietas de cangrejos de rio
juveniles da como resultado una mayor actividad de las amilasas (Liu, 2007, Safari et al.,
2014,). Estos autores demostraron que la combinacion de ambos oligosacaridos da como
resultado una actividad de amilasa aun mayor. Recientemente, se estimul6 la actividad de la
amilasa en P. vannamei utilizando una dieta que contenia 0,5 % de FOS 55. Sin embargo, en
ese estudio, el FOS parecié conducir a algunas anomalias hepatopancreaticas, como células
B hipertrofiadas (Chen et al., 2017). Recientemente, se estimulé la actividad de la amilasa

en P. vannamei utilizando una dieta que contenia 0,5 % de FOS (Wee et al., 2022).
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Figura 7 Efecto del FOS 55 en el valor de actividad especifica de la enzima Proteasa. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo control (n=17) y tratado con FOS 55 (n=17) segun la prueba t
de Student. Las T indica los valores del valor estandar.

La Figura 8 muestra los valores obtenidos ufc/mL en agar TCBS para potenciales patdgenos
oportunistas. Se observaron cambios en la microbiota al aplicar el prebiético FOS 55, con
reduccion de Vibrio spp., en comparacion con el grupo control (control 2,4 x 10° + 0,5 10°
ufc/ml; FOS 1,1 x 10% + 0,3 x 10% ufc/ml). Hubo diferencias significativas entre el grupo
tratado respecto al control, resultados también obtenidos por Mustafa y Jaradat, (2020)
quienes avalan la capacidad de los fructooligosacaridos para modificar las comunidades
microbianas y que pueden suprimir o mejorar el crecimiento de bacterias especificas para

favorecer una fisiologia saludable de post-larvas de camaron P. vannamei.
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Figura 8. Efecto del FOS 55 en los valores del analisis bacterioldgico. Las barras indican los valores obtenidos

en el grupo control (n=17) y el grupo tratado con FOS 55 (n=17) p< 0.05, segtin la Prueba t de Student.
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Los resultados del estudio actual sugieren que FOS 55 no solo puede cambiar las poblaciones.
del microbiota intestinal, en particular, una reduccion significativa de Vibrio spp. puede
crear también, una asociacion positiva con el microbiota intestinal y las células del tracto
digestivo. Por lo tanto, mejora el rendimiento fisioldgico y estimula el sistema inmunoldgico
innato de las post-larvas de camardn P. vannamei.

Estudios previos han demostrado que la suplementacion con oligosacaridos en el agua de
cultivo de los animales confiere beneficios para la salud (Wang et al., 2007). De igual forma
otros autores, han demostrado que pequefias moléculas (GHRP- 6) afiadidas al agua de
cultivo de camaron vy tilapia pueden mejorar su sistema inmunoldgico y su crecimiento.
Demostraron que, en una hora, las moléculas alcanzan los niveles méas altos en el animal
objetivo. De acuerdo con esos resultados, puede plantearse la hipdtesis de que los FOS 55
pueden seguir la misma ruta después de su suplementacion en el agua. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para corroborar su mecanismo de entrada al huésped y su efecto
sobre todo el microbiota del huésped y del agua del estanque.

La calidad del agua es un factor fundamental en la acuicultura, por la influencia que ejerce
sobre, el crecimiento y supervivencia del cultivo. Por tanto, es importante para todos los
sistemas de produccidn, la disponibilidad del agua con calidad. Determinar estos parametros
en BFT, garantiza la aplicacion de practicas de manejo exitoso, su seguimiento permite
aplicar correctivos en el sistema.

Durante el experimento; la temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH, presentaron
valores similares, la temperatura estuvo entre 28 y 30 °C, la salinidad de 32 a 34 ppm, el
pH entre 7.8 y 8.1 y el OD de 6.00 a 7.00 mg/l. En este sistema, no se presentaron descensos
de oxigeno disuelto, que afectara el crecimiento, ni la supervivencia de las post-larvas. En el
analisis estadistico realizado las pendientes en este estudio, las PL mantuvieron en el ciclo
las condiciones que fueron descritas para el cultivo del camarén P. vannamei.

La aplicacion de BFT-FOS 55 mejor6 la calidad del agua y origind una alta respuesta
productiva, en todos los tanques de tratamientos, mientras que, en los tanques de aguas claras,
hubo que realizar recambio de agua diario al 50 %, para mantener las condiciones estables y
concentraciones que no afectaran la salud de las post larvas, esto representa mayor gasto
de energia por bombeo de agua. Las pos-larvas del BFT mostraron mayor crecimiento

(figura 9) respecto al control. EIl crecimiento y supervivencia del camaron son afectados
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directamente por las condiciones climaticas o indirectamente por el manejo del cultivo
(densidad de siembra, alimento utilizado, tasa de alimentacion, tasa de recambio aplicacion
de probidticos y prebioticos), aspectos que son necesarios para lograr que el cultivo de
camardn sea exitoso. También asegura que la temperatura como factor climatico puede
afectar la tasa de crecimiento de las larvas y post-larvas.

Las relaciones carbono-nitrogeno mayores de 10:1 estimulan la proliferacién de
comunidades heterétrofas (Avnimelech, 2009). Esto también coincide con la presente
investigacion, en que se aplico wuna relacion C: N 12:1. Laadicién de
carbohidratos da lugar a que las bacterias nitrificantes oxiden el amonio a nitrito, y este
mismo a nitrato (Avnimelech, 1999). La relacion entre el amonio y el amoniaco se estima
por el pH; a mayor pH, los niveles de amoniaco aumentan.

Los solidos sedimentables (SS) se encuentran en suspension dentro de un periodo definido,
por lo cual esta relacionado con el volumen de floculos. Demostraron que su tamafio
determina la composicién nutricional de estos y la recuperacion de nitrégeno, mediciones
similares. Los compuestos de nitrégeno inorganico, en particular, en su estudio, expuso a
juveniles de Farfantepenaeus brasiliensis a concentraciones subletales de toxicidad crénica
del amoniaco, nitrito y nitrato, correspondientes a los niveles seguros para la especie, solo es
afectada la salud a una exposicion prolongada, (Alves et al., 2019), puede aumentar segun
el comportamiento del pH, siendo la forma quimica mas tdxica para el camaron.

Las fuentes de carbono libre estimulan la mayor ingesta de amoniaco por parte de los
microorganismos en los sistemas BFT. El consumo permite la disminucién de la
concentracion de amoniaco (Wei et al., 2020, Abakari et al., 2021). Para mantener los niveles
normales de nitrato, nitrito, amonio por debajo de los valores letales se realiza recambio del
agua un 50 %, en aguas claras. Sin embargo, con el empleo de la BFT+ FOS 55, se obtuvieron
resultados muy similares al grupo aguas claras, sin recambio de agua durante el cultivo. Este
sistema mantuvo los niveles por debajo de los téxicos 20 mg/l para el camardn, indica que
hubo control del nitrogeno, por los microorganismos nitrificantes originalmente presentes en
el indculo o asociados a los biofléculos durante el experimento (Figura 9).

Resultados que coinciden con estudios reportados por Abakari et al. (2021), en que el
mantenimiento de una calidad Optima del agua para las especies de cultivo, esta en el

mantenimiento de la relacion C/N en los procesos. Lo que incluye el desarrollo de biofloculos
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nutritivos, la reduccion de la concentracion de nitrogeno amoniacal total (TAN) v,
finalmente, la mejora de la calidad del agua (Panigrahi et al., 2020).

Otras fuentes de carbono, como la glucosa, el glicerol, el acetato melaza y almiddn, se utilizan
comdnmente como sustratos carbonosos en sistemas BFT para controlar la relacion C/N
(Abakari et al., 2021). También reporta que la adicion de cantidades adecuadas de carbono
orgénico (melaza, azucares simples, salvado) estimula el crecimiento bacteriano heterotrofo,
que coincide con Wei et al. (2020).

ElI BFT mantuvo una buena calidad del agua cuando se utilizaron altas densidades de siembra
de PL, lo que sugiere que los biofldculos, ademas de establecer condiciones favorables en la
calidad del agua, favorece el crecimiento en sistemas de cultivo sin intercambio de agua; al
igual que los estudios, que, a su vez, establece un efecto de estimulacion sobre las actividades
de las enzimas del sistema inmune y digestiva.

Los resultados demuestran que la implementacion del sistema de biofl6culos generados en
los tanques, con alta oxigenacion y enriquecido con FOS 55 como fuente de carbono, ejerce
un control sobre la calidad del agua, que permite la produccion de proteina bacteriana, de

excelente calidad y de mayor aprovechamiento para los camarones.
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Figura 9: Efecto del BFT en la determinacion de amonio. TAN Nitrégeno amoniacal total. Nitrito y Nitratos.
(n =10) aguas claras y (n= 10) tratados con BFT+ FOS 55. Las barras representan el valor de la media + error

estandar.

Las concentraciones de nitritos y nitratos también disminuyeron, con la implementacion de
BFT con FOS 55, esta reduccién en la concentracion pudiera deberse a un nivel mas bajo de
amoniaco en los tanques de cultivo. Demostraron que las comunidades heterétrofas también
tienen un nivel mas bajo de estabilizacion de amoniaco durante el tiempo experimental,
establecidos con los BFT maduros que a su vez mantienen un microbiota intestinal saludable
y aumenta su resistencia a Vibrio spp..

Presentan calidad proteica, en cuanto a su composicion aminoacidica, sirven de suplemento
al alimento balanceado para el cultivo. 36.53 % de proteina cruda, esto indica que los
biofloculos aportan a las post-larvas, los nutrientes necesarios para su desarrollo.

Los BFT son ricos en lipidos (&cidos grasos saturados, acidos grasos insaturados y acidos

grasos volatiles), vitaminas y minerales. Oscilan entre 1,2 % y 9 %, en la mayoria de los
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casos, con contenido protéico. Los biofléculos pueden compensar la reduccion de los niveles
de lipidos. En relacion a esto, se afirma que contienen una mejor concentracion de proteinas
y aminoacidos, por tanto, constituyen el impacto de fuentes alternativas de proteinas y lipidos
para la cria de camarones. Sin embargo, existen pocos estudios al respecto.

Los mecanismos de filtracion de los biofloculos en suspension, reduce los costos de
inversion, esto constituye reciclar los nutrientes, heces y materia orgéanica disponibles en el
medio acuatico, aunque son inferiores a 38.41 % de proteina bruta y 43 %. En tanto, el
aporte en lipidos fue bajo al comparar con 2.6 % encontrado y 7.5 % informado, el porciento
de proteina puede variar estos autores también coincidieron el peso seco del contenido de
proteina puede variar de 25 a 50 %, aunque lo mas comun es entre 30 y 45 %. El contenido
de grasas varia de 0.5 a 10 % y el rango mas comun se encuentra entre 1.0 a 5 %.

Los BFT mejoran la tasa de ingestion, digestion, absorcion y asimilacion de los alimentos
comerciales. De hecho, mejora la ingesta en camarones y por tanto el peso, con un
crecimiento semanal de 2,8 y 3,4 veces mas en comparacion con los animales criados en
sistemas de produccion tradicionales. Resultados similares obtuvieron en la mejora la
eficiencia de utilizacién de proteinas y el rendimiento del crecimiento con biofloculos pero

en el cultivo de la tilapia del Nilo.

La reduccion del factor de conversion en BFT se debe a diferentes condiciones que llevan a
cabo esta tecnologia, como la relacion C:N, e incluso esta muy relacionada con el tamario de
las particulas, lo que da como resultado una gran diversidad de estados nutricionales de un
estudio a otro.

Los pardmetros de desarrollo en el cultivo, después de los siete dias de cultivo se realizé el
analisis del crecimiento especifico. Las post-larvas mostraron un incremento entre 1os pesos
promedios finales, por tanto, diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre las
tasas de crecimiento especifico de las post-larvas alimentados con BFT-FOS 55, respecto a
aguas claras. Los parametros indican que los animales criados con el sistema BFT (figura
10) pueden consumir facilmente los biofléculos como fuente de alimento natural o sustituto
parcial de las dietas.

Se plantea que los biofléculos son fuentes de proteinas alimentarias y su consumo por las

post-larva puede mejorar significativamente su rendimiento, crecimiento y longitud, la tasa
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de supervivencia, la actividad de las enzimas digestivas y el sistema inmunitario. Al final del

experimento se pesaron las post- larvas en cada tanque.

—

Crecimiento especifico %

1
BFT-FOS Control

Figura 10 Efecto del BFT en la evaluacién de la calidad de las post-larvas de Penaeus vannamei tratadas con
BFT- FOS 55. (n=10) y los grupos de control (n=10). Se da el crecimiento especifico. Los datos representan

la media + SEM (error estandar de la media) y las barras T indican la SEM (p < 0,001, prueba t de Student).

Se reporta Optimos resultados al establecer correctamente el momento del dia en que, el
camaron se encuentra fisioldgicamente preparado para aprovechar el alimento. Por esta razén
usar frecuencias de alimentacion cercanas a los picos de actividad enzimatica y en cantidades
acordes al estadio, permitiran obtener un maximo aprovechamiento del alimento.

En relacion con la supervivencia, se obtuvo un resultado del 95%. Durante el experimento,
la supervivencia de las post-larvas fue mayor en los tanques tratados con poblacion de 11,5
millones, resultados similares a los obtenidos, por Rezende et al. (2019), quienes reportaron
gue hubo una tasa de superviviencia superior en menores densidades y la calidad larvaria
no fue diferente entre los tratamientos, sélo a través de la observacion. Todas las larvas
eran activas (alta actividad natatoria). Las larvas tenian reservas de lipidos, color normal el
hepatopancreas e intestinos llenos. La supervivencia al estrés por salinidad y el peso final no
difirieron estadisticamente entre los grupos, lo que difiere en este estudio, la calidad de las
larvas fue diferente entre los grupos experimentales.

La supervivencia de las post-larvas se muestra en la (Figura 11). No hubo diferencias (p >
0,05) entre las post-larvas tratadas con biofléculos mejorados con FOS 55, respecto a las
post-larvas criadas bajo sistema productivo tradicional. Sin embargo, presentaron una menor
mortalidad, esto indica que no se produjeron durante ciclo del cultivo sustancias toxicas que

provocaran mortalidad en los animales. Resultados similares fueron obtenidos por otros
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autores que tuvieron un 84,97% en sistemas sin recambio de agua.

100+
95+

90+
85+

80+

Supervivencia (%)

75+

L
BFT-FOS Control

Figura 11: Efecto del BFT en la supervivencia de los tanques. Supervivencia de post-larvas de P. vannamei.
Las barras representan la mediana en el control aguas claras (n = 10) y los grupos tratados con BFT-FOS (n =
10) (p <0,001, prueba U de Mann-Whitney).

En la presente investigacion los resultados del comportamiento zootécnico de los animales
fueron mas altos que los tradicionales del cultivo del camardn, segln registros Empresa
Camardn ECCAM. Es necesario tener en cuenta que la supervivencia depende del tiempo de

cultivo a lo largo de los estadios.

La implementacion de BFT directamente en el rendimiento del camardn a través del anélisis
de parametros de supervivencia, constituye una posible estrategia para mejorar el mismo en
los camarones, y asi mejorar la capacidad para digerir los alimentos y responder a patdgenos
externos e internos. Los microorganismos presentes en los biofléculos actan como factores
estimulantes del sistema inmune y del crecimiento.

El BFT influye en la disminucion del namero de organismos patdgenos, debido a la
competencia que se establece entre los microorganismos beneficiosos que mejoran los
fléculos en los sistemas controlados y favorece su rendimiento fisiolégico.

A nivel mundial los productores de camarones estan interesados en implementar nuevas
tecnologias, para mejorar el rendimiento productivo y disminuir las enfermedades en las
practicas convencionales, los biofloculos constituyen una opcion. Pocos estudios abordan
la rentabilidad econdémica que proporciona el uso de Biofloculos, aspecto que limita la
toma de decisiones para su utilizacion.

En el presente trabajo se realizdé un analisis econdmico —ambiental sobre la base de la
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modificacion en el sistema productivo con la aplicacion de la tecnologia BFT. En aguas
claras se observa un total de 52036,04 CUP, en materias primas e insumos y en BFT hubo
un total de 52076,04 CUP. Existe una diferencia mas en el BFT por la incorporacion del
FOS 55 por millon de post-larvas para los tratamientos.

Los resultados de electricidad en aguas claras fueron de 2588,23 CUP y en BFT de 1747,95
CUP. Se evidencia una reduccion de electricidad por bombeo de agua de 40 CUP ahorrados
por millon de post-larvas. En relacion con las materias primas e insumos hubo una reduccion
de 840,24 CUP con la aplicaciéon de BFT, lo que implica al afio 500 mil CUP en ahorro de
energia en el centro de desove, de 168055,56 kW-h menos de consumo en el afio, esto
equivale a 300 barriles de petréleo para producir esa cantidad de energia y se dejan de
emitir a la atmosfera 132 t de CO.. lo que representa un ahorro en la disminucion de los
costos al compararlos con el sistema convencional.

Las BFT representan importantes alternativas de inversion, por la reduccién de costos.
Ademaés, se pueden desarrollar BFT inducidos que mantengan la salud y que aporten
nutrientes al camaron, producen un impacto ambiental y social positivo. En este estudio
especificamente se demostré por primera vez que la adicion de FOS 55 como fuente de
carbono en un sistema BFT, es ambiental y econémicamente sostenible para el cultivo de
post-larvas P vannamei.

En los tratamientos no se realiza recambio de agua durante el ciclo del cultivo; por tanto, el
beneficio econdmico radica en la reduccidn de la energia eléctrica por millén de post-larvas,
valorada en 800,24 CUP. La implementacién de esta tecnologia mantiene durante todo el
cultivo los parametros fisico-quimicos del agua estables por debajo de los valores letales y

mantiene los indicadores productivos mas altos que los sistemas tradicionales.

Conclusiones

La administracion del prebidtico FOS 55 durante el cultivo de post-larvas de P. vannamei
aumenta su longitud, peso y supervivencia, lo que indica una mejora global en la calidad de
las post-larvas. Ademas, FOS 55 mejoro6 el sistema inmunitario innato en las post-larvas de
P. vannamei al estimular la actividad de las enzimas fenoloxidasa y lisozima, asi como la

capacidad de reconocer patdgenos al aumentar los titulos de lectina, lo que demuestra una
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mejor condicion de salud.

El empleo del FOS 55 aumenta la actividad de las proteasas en las post-larvas, mejora su
capacidad digestiva para procesar el alimento de los camarones, y reduce las poblaciones de
Vibrio spp. en post-larvas de camaron.

El empleo de BFT con FOS 55 tiene un efecto positivo en los parametros de calidad del
agua, durante el cultivo de post-larvas de P. vannamei, aumenta su longitud, crecimiento y
supervivencia.

La BFT es ventajosa, integra aspectos bioldgicos y ecoldgicos del cultivo del camaron,
optimiza el uso del recurso agua y disminuye los costos por concepto de electricidad al no

realizar recambio de agua durante el ciclo.
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Resumen

El camardn blanco (Penaeus vannamei) es una de las especies mas importantes en la acuicultura mundial,
aunque enfrenta pérdidas significativas por enfermedades bacterianas y virales. Ante las limitaciones del uso
de antibioticos, surgen alternativas sostenibles que fortalezcan la salud en cultivo, entre ellas el empleo de
inmunoestimulantes derivados de macroalgas pardas.

En crustaceos, la defensa depende exclusivamente de la inmunidad innata, basada en hemocitos, péptidos
antimicrobianos y el sistema profenoloxidasa. Aunque carecen de inmunidad adaptativa clasica, se ha descrito
la respuesta inmune entrenada (RIE), donde estimulos iniciales inducen reprogramaciones funcionales y
epigenéticas en los hemocitos, permitiendo respuestas mas rapidas, intensas y duraderas frente a infecciones
posteriores, incluso contra patdgenos distintos a los iniciales.

Las macroalgas pardas contienen compuestos bioactivos como polisacaridos sulfatados (fucoidanos), B-
glucanos (laminarina), florotaninos y alginatos. Estos metabolitos interactlian con receptores de reconocimiento
de patrones, modulan rutas de sefializacion y contribuyen al equilibrio redox. Estudios en P. vannamei han
demostrado que dietas suplementadas o tratamientos por inmersién con extractos de macroalgas mejoran
pardmetros inmunoldgicos, incluyendo incremento del conteo de hemocitos, mayor actividad de fenoloxidasa
y superoxido dismutasa, asi como regulacion positiva de genes asociados a la defensa. Tales efectos se traducen
en mayor supervivencia tras retos experimentales con distintos agentes microbianos.

En conjunto, la integracién de macroalgas pardas como inductores de la RIE constituye una estrategia valiosa
para la acuicultura, al reducir la dependencia de antibidticos y favorecer cultivos mas sanos. Sin embargo, es
necesario profundizar en la duracion de la memoria inmune, los mecanismos epigenéticos implicados y la
optimizacion de protocolos de aplicacion

Palabras clave: Penaeus vannamei, respuesta inmune entrenada, macroalgas pardas, inmunoestimulacion,

acuicultura sostenible
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Introduccién

La produccién intensiva de camardn blanco (Penaeus vannamei) se ha consolidado como
una de las actividades méas dindmicas de la acuacultura, tanto a nivel mundial como en
México. Su rapido crecimiento ha venido acompafiado de desafios importantes, entre los que
destacan la mayor susceptibilidad a enfermedades bacterianas y virales, el estrés derivado de
condiciones ambientales variables y la necesidad de reducir la dependencia en antibidticos
por motivos regulatorios y ambientales. Estas limitaciones han impulsado la busqueda de
alternativas sostenibles que fortalezcan la sanidad y resiliencia de los cultivos.

Dentro de las estrategias mas prometedoras se encuentra la modulacién del sistema inmune
del camaron, un organismo que carece de defensas adaptativas basadas en anticuerpos y
depende exclusivamente de mecanismos innatos. Estos incluyen la accion de hemocitos, la
cascada profenoloxidasa, la produccion de péptidos antimicrobianos y enzimas
antioxidantes, que en conjunto constituyen las primeras y Unicas barreras frente a patégenos.
En afios recientes, este panorama ha cambiado gracias al concepto de respuesta inmune
entrenada (RIE), que plantea que los invertebrados pueden generar una forma de memoria
funcional tras un estimulo inicial, de modo que responden de manera mas rapida y eficaz a
infecciones subsecuentes, incluso frente a agentes distintos al estimulo original.

El estudio de la RIE en P. vannamei ha abierto nuevas perspectivas en la acuicultura,
especialmente cuando se explora su induccion mediante compuestos naturales. Entre ellos,
los derivados de macroalgas pardas ocupan un lugar central por su riqueza en moléculas
bioactivas como fucoidanos, laminarina, florotaninos y alginatos, capaces de modular tanto
la inmunidad como el balance antioxidante. La investigacion reciente ha mostrado que estos
compuestos pueden incrementar el numero y actividad de hemocitos, estimular la produccién
de fenoloxidasa y enzimas antioxidantes, inducir la expresion de genes inmunes y reducir la
mortalidad tras desafios con bacterias o virus. Ademas, en varios casos, los efectos persisten
mas alla del periodo de administracién, lo que sugiere un rol potencial en la induccién de
memoria inmune entrenada.

Esta revision se organiza de manera progresiva contextualizando la importancia del cultivo
de camaron y las problematicas sanitarias actuales. Se describen las particularidades de su

sistema inmune innato y se introduce el concepto de RIE en invertebrados, destacando sus
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fundamentos y mecanismos. Posteriormente, se examina la evidencia experimental de la RIE
en P. vannamei y el papel de los compuestos de macroalgas pardas como
inmunoestimulantes. Finalmente, se discuten los mecanismos propuestos, las aplicaciones
practicas en acuicultura y la prospeccién del uso de estas algas en Mexico, subrayando su

valor estratégico como recurso local para fortalecer la sostenibilidad del sector.

Panorama del Cultivo de Camaron en México y el Mundo

El camardn blanco Penaeus vannamei (Boone, 1931) es un crustaceo decapodo de la familia
de los peneidos nativo de la costa oriental del Océano Pacifico desde Sonora, al norte de
Meéxico hacia centro y Sudamérica hasta Tumbes en Perd, en donde el agua se encuentra a
temperaturas superiores a 20°C en todo el afio.

El cultivo del camardn se inicié a gran escala en diversos paises del mundo en los afios
ochenta, a partir de entonces la produccién ha ido creciendo hasta convertirse en la industria
que es en la actualidad. Los principales mercados del camaron lo constituyen los Estados
Unidos de Norteamérica y la Union Europea (477 000 toneladas y 183 000 toneladas,
respectivamente) (FAO, 2018).

La produccién de camaron en México ha aumentado en los ultimos afios, siendo el 7°
productor de camaron a nivel mundial, con una produccion de 237 mil 647 toneladas. El
principal estado productor de camardn en nuestro pais es Sinaloa con mas de 96 mil
toneladas, le sigue Sonora con 75 mil toneladas y Nayarit con 17 mil toneladas En los ultimos
cinco afios el volumen de captura y cosecha de este crustaceo ha tenido una propension al
alza; en 2019 continud con esta tendencia, aumentando 3.2% respecto a afios anteriores
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

A pesar del incremento global en la produccién de camar6n en la Gltima década se ha
presentado una constante problematica causado por patologias dentro de las que destaca la
infeccion con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés)
generando grandes pérdidas econémicas para los camaronicultores (Morales-Covarrubias et
al., 2011; Villalobos, 2012). Se han reportado hasta 20 enfermedades virales como patégenas
para especies de camardn silvestre o de cultivo y actualmente la Oficina Internacional de

Epizootias (OIE), considera a la enfermedad del Sindrome de Taura (TS), la enfermedad de
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la mancha blanca (WSS), la enfermedad de la cabeza amarilla (YH), la necrosis hipodérmica
y hematopoyética infecciosa (IHHN), la mionecrosis infecciosa (IMN) vy la
hepatopancreatitis necrotizante (NHP), como enfermedades de declaracion obligatoria
(Arulmoorthy et al., 2020).

Histéricamente, el control se ha basado en antibioticos, pero esta practica genera resistencia
bacteriana, contaminacion ambiental y residuos en productos acuicolas. Esto refuerza la
necesidad de alternativas sostenibles. Se han utilizado las macroalgas marinas y componentes
de éstas en distintas investigaciones adicionadas a la dieta ya que contienen diversos
compuestos como polisacaridos sulfatados, vitaminas, compuestos fenolicos, carotenoides y
acidos grasos y minerales en relaciones importantes que pueden mejorar ademas de
pardmetros de crecimiento por su valor nutrimental, un beneficio sobre una mayor resistencia

a enfermedades por ser compuestos inmunoestimulantes.

Respuesta Inmune en Camaroén Blanco

Los camarones no poseen un sistema inmune especifico ni capacidad de generar células de
memoria; no obstante, poseen una respuesta inmune rapida y eficiente en donde se distinguen
efectores celulares y humorales que actian en conjunto para eliminar agentes extrafios, la
respuesta comienza con el reconocimiento de componentes de la pared celular microbiana
por las proteinas patron de reconocimiento (PPR) presentes en la hemolinfa, que
posteriormente desencadenan la liberacidn de péptidos antimicrobianos activando la cascada
de la profenoloxidasa llevando la reaccion hasta la cicatrizacion de heridas, melanizacion y
fagocitosis microbiana. Por otra parte, se ha demostrado que existen compuestos de origen
fitogquimico y bioldgico que son capaces de incrementar la eficiencia del sistema inmune
(inmunoestimulacion), estas sustancias aumentan la resistencia frente a enfermedades
infecciosas debido a que provocan una mejora en los mecanismos de defensa no especificos;
ademaés de aumentar significativamente la sobrevivencia de los organismos durante su cultivo
(Kulkarni et al., 2021).
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Inmunidad del camaron

Respuesta inmunitaria

Fitoquimicos rapida y eficiente

y biolégicos

Péptidos antimicrobianos

Reto y futuro

Fig.1 Mecanismos de inmunidad innata del camarén y su modulacién por compuestos bioactivos

Fundamentos de la Respuesta Inmune Entrenada (RIE) en invertebrados

La respuesta inmune entrenada (Trained Immunity) es un fendémeno mediante el cual
organismos que sélo poseen inmunidad innata (como muchos invertebrados y entre ellos el
camarén blanco) exhiben una memoria inmunoldgica. Esto significa que tras una
estimulacion inicial (priming) no letal posterior provocada por un PAMP (Pathogen
Associated Molecular Pattern) o estimulo ambiental, la respuesta inmunitaria se modifica de
tal forma que ante un segundo encuentro con patdgenos la reaccién es mas rapida, mas

intensa 0 mas efectiva (Roy et al., 2020).

La respuesta inmune entrenada (RIE) se define como la capacidad de la inmunidad innata
para desarrollar una memoria funcional tras un estimulo inicial (priming), lo que permite una
respuesta mas rapida y robusta frente a infecciones subsecuentes, incluso heterologas. Este
concepto se describié formalmente por primera vez en vertebrados a inicios de la decada de
2010, en estudios pioneros con Candida albicans y B-glucanos, donde se documentaron

cambios epigenéticos y metabolicos en celulas mieloides (Netea et al., 2011).
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Criterios clave definen la RIE:

1. Persistencia del efecto: la respuesta mejorada debe mantenerse durante un periodo de
dias o semanas, luego de haber retirado el estimulo inicial. Ejemplos recientes
muestran que invertebrados pueden conservar estados elevados de defensas inmunes
después del priming durante periodos que van més alla de unas pocas horas. Por
ejemplo, en artropodos y moluscos se han documentado efectos mejorados en
resistencia a infecciones secundarias incluso dias después del estimulo inicial,
cumpliendo uno de los requisitos esenciales para que se considere memoria innata
entrenada (Zhao et al., 2023).

2. No especificidad del antigeno: a diferencia de la inmunidad adaptativa (que reconoce
antigenos especificos), la RIE no requiere reconocimiento antigeno-especifico. La
mejora de la respuesta puede ser hacia patdgenos distintos al del estimulo inicial. Por
ejemplo, se ha observado en un estudio con Artemia, que las descendencias de
individuos expuestos a Vibrio presentan resistencia aumentada tanto contra la misma
cepa como frente a cepas diferentes, lo que sugiere un caracter parcialmente
heter6logo de la memoria (Norouzitallab et al., 2016).

3. Mecanismos mediados por cambios epigenéticos y metabdlicos: el priming inicial
provoca modificaciones en la expresién genética que no se deben a mutaciones
permanentes, sino a ajustes epigenéticos como metilaciones del ADN,
modificaciones de histonas, cambios en accesibilidad de la cromatina, asi como
reprogramaciones metabdlicas (incremento de rutas de glucdlisis, metabolismo
mitocondrial, produccion de intermediarios metabdlicos) que permiten una respuesta
rapida y fuerte ante desafios posteriores (Norouzitallab et al., 2016). Diversos
estudios de revision han identificado estos mecanismos como centrales en insectos,
moluscos y crustaceos; especificamente, la revision de Zhao et al. (2023) sefiala que
en artrépodos y moluscos la epigenética en conjunto con el metabolismo actian de

manera complementaria para inducir la inmunidad entrenada.

En acuicultura, la aplicacion practica de generar una respuesta inmune entrenada por
inmunoestimulantes surgid poco después con el uso experimental de B-glucanos y

lipopolisacaridos en crustdceos y moluscos, demostrando mejoras persistentes en
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supervivencia y parametros inmunes. Actualmente, la RIE se explora como alternativa
sostenible al uso de antibidticos, mediante dietas funcionales o protocolos de priming (la
proteccion aumentada del organismo a la segunda infeccion (Prigot-Maurice et al., 2022) en
granjas y estanques, empleando compuestos naturales como B-glucanos, probidticos y
extractos de macroalgas pardas (fucoidanos, laminarina), con el fin de fortalecer la resistencia
de especies clave como Penaeus vannamei, tilapias y peces marinos frente a bacterias y virus

de alto impacto en la produccién acuicola (Montagnani et al., 2024).

Respuesta inmune entrenada en Penaeus vannamei

La nocién de respuesta inmune entrenada (RIE) describe una memoria funcional de la
inmunidad innata que tras un estimulo inicial no letal (priming) los organismos muestran una
respuesta mejorada, mas rapida o mas fuerte frente a desafios posteriores, y esa mejora puede
durar desde dias hasta semanas. Aunque el concepto se formalizo en vertebrados, la evidencia
acumulada en invertebrados (incluyendo crustaceos) indica que procesos analogos operan
también en especies de interés acuicola como P. vannamei. Las revisiones recientes sitGan la
RIE como un fendmeno sustentado por reprogramacion epigenética y metabdlica de células
efectoras innatas, y subrayan su potencial aplicacion para el control de enfermedades en
acuicultura (Montagnani et al., 2024).

En P. vannamei, la mayor parte de la evidencia experimental procede de estudios de priming
con B-glucanos, péptidos microbianos, probidticos y extractos naturales. La administracion
dietaria intermitente de B-1,3-glucanos ha mostrado mejoras reproducibles en parametros
inmunes (conteo total de hemocitos, actividad de fenoloxidasa, capacidad antioxidante) y en
la integridad intestinal bajo estrés de baja salinidad; estas respuestas perduran mas alla del
periodo de suministro inmediato, lo que encaja con el criterio de persistencia propia de la
RIE (Qiao et al., 2023).

Los cambios moleculares asociados a la RIE en camarones incluyen el incremento sostenido
en la transcripcion de genes de defensa tras el priming (por ejemplo, proPO, AMPs como
peneidinas y crustinas, lectinas y LGBP), ademés de modificaciones en marcadores de estrés
oxidativo (SOD, CAT) que facilitan la respuesta efectora. Ensayos transcriptomicos recientes

demuestran que estos cambios no son transitorios, sino que pueden mantenerse dias o
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semanas, y que el priming modula rutas de sefializacion tipo NF-kB/Relish y vias metabolicas
vinculadas a la glucdlisis y ruta de las pentosas fosfato (Qiao et al., 2023; Sha et al., 2025).
Mecanisticamente, la RIE parece depender de dos pilares intimamente conectados: 1)
reprogramacion epigenética (modificaciones de histonas y cambios en accesibilidad
cromatinica que “preparan” loci inmunes para una transcripcion mas rapida) y 2)
reprogramacion metabolica (desvio hacia rutas energéticas que facilitan sintesis rapida de
efectores y de ROS/NO). Aungue la evidencia directa de marcas epigenéticas en hemocitos
de P. vannamei aln es poca, trabajos en invertebrados cercanos y en vertebrados muestran
patrones consistentes (p. ej. aumento de H3K4me3/H3K27ac en genes inmunes tras priming
en Marsupenaeus japonicus), y estudios recientes en modelos acuéticos resaltan el papel
critico de la acetilacidn de histonas en la respuesta antiviral. Estas observaciones respaldan
la hipotesis de que mecanismos epigenéticos/metabolicos similares subyacen a la RIE en
camarones (Lv et al., 2025; Zhao et al., 2023).

Esquema: Respuesta inmune entrenada en Penaeus vannamei

Estimulacion inicial
(B-glucanos, LPS —
extractos de algas)

Respuesta inmune entrenada

Respuesta mas rapida y robusta
a infecciones futuras

Reprogramacion
Epigenética/Metabolic
(H3K4me3, glucolisis

Fig. 2. Mecanismo de la Respuesta Inmune Entrenada en Penaeus vannnamei.



74

Macroalgas pardas como fuentes de inmunoestimulantes

Las macroalgas pardas (Phaeophyceae) constituyen un reservorio natural de polisacaridos
sulfatados, B-glucanos, polifenoles marinos (florotaninos) y polimeros aniénicos (alginatos)
con reconocida actividad bioldgica. Por su abundancia, alto contenido en compuestos
bioactivos y la factibilidad de cultivo/colecta, estas algas han cobrado atencion creciente
como ingredientes funcionales para la acuicultura, con especial interés en su capacidad para
modular la inmunidad innata de especies como Penaeus vannamei. Las aplicaciones van
desde inclusion directa en dietas hasta obtencidon de extractos purificados (fucoidanos,
laminarinas) y fraccionamiento para formulaciones con actividad especifica (Melchor-
Martinez et al., 2025; Rocha et al., 2022).

Estas algas o sus extractos han sido usadas como suplementos en alimentos de varias especies
marinas comercialmente importantes como langostinos de agua dulce (Agarwal et al., 2021),
tilapia del nilo (Van Doan et al., 2018), mero (Yuan et al., 2007), dorada (Queiroz et al.,
2014) y desde luego en camarén blanco (Cheng & Chen, 2002; Huynh et al., 2011; Liu et
al., 2004; Yudiati et al., 2016) ya que contienen una gran variedad de compuestos activos
que les permiten defenderse de condiciones medioambientales extremas o de patdgenos
oportunistas (Chojnacka, 2012; Gupta & Abu-Ghannam, 2011). También se ha encontrado
que la suplementacion de dietas para camardn con harina de Kelp, tal como Macrocystis
pyrifera o Ascophyllum nodosum, mejoran las propiedades fisicas de los alimentos en
términos de estabilidad, capacidad de absorcidn de agua y textura, resultando en un mayor
consumo de alimento y una mejor ganancia en peso para los organismos (Aguirre-Guzman
et al., 2002; L. E. Cruz-Suérez et al., 2008; L. Cruz-Suarez & Ricque-Marie, 2000; Rivas-
Vega et al., 2006).
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Fig.3 Flujo de aprovechamiento de polisacaridos de Sargazo: extraccidn, aplicaciones y retos.

Principales compuestos bioactivos

Las macroalgas pardas aportan varios grupos de compuestos con efectos inmunomoduladores
y antioxidantes:

e Fucoidan: polisacaridos sulfatados ramificados, abundantes en Sargassum, Undaria y
Fucus. Su mecanismo involucra interaccion con receptores de la inmunidad innata
(lectinas, PRRs), modulacion de la cascada proPO y actividad antioxidante indirecta.
Estudios recientes muestran que fucoidanos mejoran parametros hematicos, actividad
de fenoloxidasa y resistencia a Vibrio y WSSV en organismos acuéaticos;
investigaciones en 2023-2024 han optimizado extraccion y caracterizacion (peso
molecular, grado de sulfato) que condicionan su bioactividad (Antonisamy &
Rajendran, 2024; Khanzadeh et al., 2024a).

e [Laminarina: f-1,3-glucano presente en laminarias y en menores cantidades en otras



76

pardas; es un ligando clasico de PRRs tipo B-glucan-binding que induce priming de
fagocitos y activa la ruta proPO. Aunque gran parte de la evidencia funcional
proviene de estudios en peces e invertebrados modelo, su uso como aditivo dietario
demuestra mejoras en resistencia y marcadores inmunitarios que apuntan al potencial
para RIE (Melchor-Martinez et al., 2025b).

e Florotaninos — polifenoles exclusivos de pardas (dieckol, eckol, etc.) con alta
capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria/antiviral. Se han documentado
efectos antivirales in vitro y actividad antioxidante que puede proteger a hemocitos
frente al estrés redox durante la respuesta inmune; su papel como modulador
epigenético es una hipdtesis emergente respaldada por evidencia in vitro y en modelos
animales (Kumar et al., 2022).

e Alginatos y oligoalginatos — polimeros anionicos de acido gulurénico y manuronico
que, ademéas de propiedades fisico-quimicas (texturizantes), actlan como
immunomoduladores indirectos: promueven equilibrio osmotico, integridad
intestinal y pueden favorecer microbiomas beneficiosos que median efectos inmune-
protectores. Estudios recientes exploran pre-tratamientos y fraccionamientos para

incrementar la biodisponibilidad de oligosacaridos activadores (Bai et al., 2023).

Propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes

Se ha encontrado en estudios de los ultimos afios, que las algas y/o sus compuestos estimulan
parametros inmunes in-especificos. Ensayos con inclusion en la diet  a del alga en polvo o
extractos, por ejemplo, de Sargassum y otras pardas reportan incrementos en conteo total de
hemocitos, actividad de fenoloxidasa (PO), indice de respiracion oxidativa (respiratory burst)
y niveles de lisozima —marcadores clésicos de la inmunidad innata en decapodos—. Estos
cambios se asocian en varios estudios a mayor supervivencia tras desafios con Vibrio o
WSSV (Lee et al., 2020; Pourazad et al., 2024).

Se ha reportado, asimismo, mejora en la respuesta antioxidante, donde la suplementacion con
fucoidanos y florotaninos aumenta la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx)
y reduce biomarcadores de dafio oxidativo, lo que protege hemocitos y tejidos durante la
respuesta inflamatoria y favorece la recuperacion tras infeccion o estrés ambiental. Esto es

critico en sistemas super-intensivos donde el estrés oxidativo es frecuente (Gorgij et al.,
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2022; Wu et al., 2024)

Se ha visto que los polisacaridos marinos actian como substrato prebiotico o modulador del
microbioma, incrementando bacterias beneficiosas y reduciendo patdgenos oportunistas; la
mejora microbioldgica se traduce en mayor resistencia a enfermedades y mejor digestibilidad

de la dieta. Estudios recientes combinan algas pardas con probidticos para lograr estas

sinergias (Hoseinifar et al., 2024; Khanjani et al., 2024)

Tablal. Macroalgas pardas y sus efectos inmunoestimulantes en camarén blanco.

Extracto de

Via de administracion

Respuesta Inmune Afectada

Efectos observados en

macroalgas P. vannamei
Fucoidan de Dieta (0.5 %, 1 %, 2 1 proPO, 1 respiracion de Mayor resistencia tras
Sargassum %) estallido, 1 THC; ademas de  desafio; mejor respuesta
johnstonii? mejorar pardmetros de inmune general contra
crecimiento V. parahaemolyticus
Fucoidanos Dieta purificada 1 transcripcion de genes Mejora de pardmetros

purificados (alto y
bajo peso molecular)?

inmunes: proPO, SOD,
transglutaminasa

inmunes; potencial
contra WSSV

alginato + espirulina®

Dieta oral tras desafio
simulado

1 THC, 7 actividad
fagocitica, 1 PO y SOD

Mejor recuperacion
inmune tras infeccién
con V.
parahaemolyticus
(AHPND)

polisacéridos de
Sargassum
dentifolium*

Dieta con 3 g-kg™

1 expresion génica: ProPO,
crustina, lisozima

Activacion robusta de la
inmunidad humoral

Fibra de celulosa +
probidticos (vibrio
alginolyticus)®

Dieta y/o inmersion

Cambios metab6licos
especificos, aumento de
lactato como biomarcador

Estimulacion inmune
mixta detectada por
metabolémica

Suplementos

Dieta

Estimulacion inmune versus

Anadlisis de viabilidad e

inmunoestimulantes costo-economia (modelado impacto de

diversos® bioecondmico) inmunoestimulantes

Fucoidanos’ Sargassum, Undaria, Ligandos PAMP — PRRs 1 THC, 1 PO, 1
Fucus (lectinas/LGBP); activan SOD/CAT, 1

proPO; actividad antioxidante

supervivencia post-
desafio; mejoras en
crecimiento en dietas
suplementadas.

Laminarina ($-1,3
glucano)®

Laminaria/Undaria

Activacion B-glucan oPRRs;
priming fagocitico;
incremento ROS/estallido
respiratorio

Activacion proPO,
mayor fagocitosis;
potencial para RIE
(evidencia funcional en
invertebrados).

Florotaninos

Ecklonia, Fucus,

Antioxidante potente;

Reduccion estrés

(phlorotannins)® Sargassum antiinflamatorio/antiviral, oxidativo, actividad
posible modulacién antiviral in vitro;
epigenética proteccion celular

durante respuesta
inmune.

Alginatos / Sargassum, Mejora integridad intestinal; Modulacion microbiota
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oligoalginatos®® Macrocystis, efecto prebidtico indirecto; intestinal; soporte de
Laminaria sefializacion inmune indirecta homeostasis y
recuperacion tras estreés.

(JK etal., 2025)%, (Sinurat et al., 2016)?, (Azhar & Yudiati, 2023)3, (Abbas et al., 2023)4, (Alfaro et al., 2022)5,
(Gonzélez-Meza et al., 2022)8 (Fu et al., 2025a; Khanzadeh et al., 2024)7, (Melchor-Martinez et al., 2025c;
Rocha et al., 2022b)8, (Goya & Mateos, 2024; Kim et al., 2024)°, (Melchor-Martinez et al., 2025a)*°.

Respuesta inmune entrenada en Penaeus vannamei y el potencial de las macroalgas pardas

La defensa inmunoldgica en crustaceos, incluyendo P. vannamei, se fundamenta
exclusivamente en mecanismos de inmunidad innata: barreras fisicas, respuestas celulares
(fagocitosis, encapsulacion) 'y  humorales (sistema profenoloxidasa, péptidos
antimicrobianos, enzimas antioxidantes y moléculas de reconocimiento), pero ya no se
considera una barrera sin memoria. Estudios recientes en invertebrados han evidenciado que
pueden desarrollar respuesta inmune entrenada (RIE), es decir, una reprogramacion funcional
gue potencia su capacidad defensiva ante infecciones futuras, incluso heterélogas.

Varios trabajos realizados en la Gltima mitad de la década muestran que la inclusion dietaria
0 el uso de extractos de macroalgas pardas mejora marcadores inmunolégicos y la resistencia
a patogenos en P. vannamei. Por ejemplo, extractos de Sargassum dentifolium administrados
por via oral aumentaron la expresion de genes inmunes y parametros de defensa inespecifica
en camaron, con mejoras en supervivencia tras desafio bacteriano (Abbas et al., 2023).
Ademas de P. vannamei, ensayos en otras especies acuaticas (peces ornamentales, peces de
cultivo) con fucoidanos y fracciones de pardas han mostrado efectos analogos sobre
marcadores inmunitarios y antioxidantes, lo que refuerza la plausibilidad de mecanismos
conservados entre grupos Y la aplicabilidad transespecifica de estos compuestos (Khanzadeh
et al., 2024).

Mecanismos potenciales de RIE inducida por macroalgas pardas

Las macroalgas pardas (Sargassum, Ecklonia, Undaria) contienen polisacaridos sulfatados
(fucoidanos), B-glucanos (laminarina), florotaninos y alginatos que, al incorporarse en dietas
0 aplicarse como extractos, ejercen efectos inmunomoduladores en camarédn blanco. Varios

estudios experimentales recientes en L. vannamei y especies afines documentan cambios
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consistentes a distintos niveles de la respuesta inmune, lo que respalda su uso como
inmunoestimulantes con potencial para inducir memoria innata.

Activacion de PRRs: lectinas y B-glucan binding proteins Los trabajos recientes con extractos
de Sargassum y fracciones enriquecidas en fucoidanos muestran induccion de genes de
reconocimiento (LGBP, lectinas tipo C) y activacion funcional de la via proPO en Penaeus
spp. Por ejemplo, Lee y colaboradores (2020) reportaron que extractos de Sargassum horneri
aumentan la expresion de genes inmunes y la actividad de fenoloxidasa en P. vannamel,
resultados coherentes con activacion de PRRs y priming inmunitario. Estudios de los ultimos
afios confirman que fracciones purificadas (fucoidanos) producen respuestas PRR-
dependientes mas reproducibles que las harinas crudas, y que la estructura del polisacarido
(grado de sulfato, peso molecular) condiciona la magnitud de la respuesta.(Abbas et al., 2023;
Pourazad et al., 2024)

e A nivel celular, la suplementacion con harinas o fracciones de Sargassum y con
polisacaridos purificados incrementa el conteo total de hemocitos (THC) y mejora la
proporcion de hemocitos efectivos (granulocitos), asi como la actividad fagocitica y
el indice mitdtico de la médula hematopoyética en estudios in vivo. Por ejemplo, la
inclusion dietaria de polisacéridos de Sargassum dentifolium aumenté THC y
mejoro biomarcadores de renovacion hemocitaria en P. vannamei, efectos vinculados
a mayor capacidad efectora celular (Abbas et al., 2023).

e Actividad de la fenoloxidasa (PO), se ha encontrado que extractos de Sargassum
horneri y fucoidanos purificados han mostrado elevar la actividad PO en hemolinfa
y en ensayos in vitro con hemocitos. Lee y colaboradores (2020) informaron
aumentos significativos de PO y de la produccidn de especies reactivas (respiratory
burst) tras exposicion a extractos de S. horneri, asociandose con mayor potencial
melanizante y opsonizacion. (Lee et al., 2020).

e Se han encontrado hallazgos importantes relacionados a la respuesta antoxidante de
Penaeus vannamei, estos efectos contribuyen a la proteccidén de hemocitos y tejidos
durante la activacion inmune y que, por su persistencia, puede vincularse al fenomeno
de respuesta inmune entrenada. Por ejemplo, la suplementacion dietaria con
polisacarido extraido de Sargassum dentifolium aumentd significativamente la

expresion de genes antioxidantes SOD y GPx y redujo biomarcadores de estrés
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oxidativo, correlacionandose con aumentos concomitantes en proPO y péptidos
antimicrobianos (Abbas et al., 2023). Estudios con fucoidanos purificados también
reportan incremento de SOD/CAT vy disminucion de MDA tras el tratamiento,
evidenciando un patron de redox-priming que permite una respuesta efectora potente
sin dafio colateral (Salehpour et al., 2021). Estas respuestas antioxidantes son
relevantes para la RIE porque el balance redox regula rutas metabdlicas y
epigenéticas implicadas en la «memoria» innata, y la co-administracion de fracciones
ricas en polifenoles (phlorotannins) potencia la proteccion y la durabilidad del efecto.
(Abbas et al., 2023; Salehpour et al., 2021).

A nivel molecular, varias investigaciones describen la induccion de genes clave:
proPO, péptidos antimicrobianos (peneidinas/crustinas), lectinas y genes
antioxidantes (SOD). Abbas et al. (2023) documentaron aumento de proPO y otros
transcritos inmunes en  P. vannamei alimentado con polisacaridos de Sargassum,
mientras  que  revisiones  mecanisticas  sitlan  la  reprogramacion
(epigenética/metabdlica) como base de la persistencia de esos perfiles
transcriptomicos (Abbas et al., 2023; Zhao et al., 2023).

A nivel de la microbiota del camaron, trabajos recientes muestran que polisacaridos
de pardas (fucoidanos, oligoalginatos) actian como prebidticos en camaron,
modificando la composicion del microbioma intestinal (1 bacterias beneficiosas, |
oportunistas como ciertos Vibrio), y estas diferencias microbianas se correlacionan
con marcadores inmunes elevados (PO, AMPs) y mejor supervivencia. Ensayos con
mezclas de pardas (Sargassum, Undaria) en dietas de P. vannamei han demostrado
mejoras en la estabilidad microbiana y tolerancia a estrés, sugiriendo que la
microbiota es un mediador clave para prolongar el estado “primed”. Ademas, trabajos
combinando algas + probidticos muestran sinergias (mejor colonizacién y efecto
inmunoestimulante) (Gonzélez-Meza et al., 2023; Schleder et al., 2020).

En sobrevivencia sometiendo a desafios bacterianos y virales, la mayoria de estudios
reportan mayor supervivencia y menor carga patégena en camarones suplementados
con fucoidanos o dietas cuando se ha suplementado Sargassum. Ensayos de
alimentacion e inmersién han mostrado reduccion de mortalidad frente a Vibrio

parahaemolyticus y menor susceptibilidad a WSSV en grupos tratados, resultados
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que co-ocurren con mejoras en THC, PO y expresion de AMPs, lo que indica un
efecto protector multifactorial (Melchor-Martinez et al., 2025).

e Finalmente, sobre la persistencia de los efectos (RIE) en varios trabajos se ha visto
que los aumentos en PO, THC y expresion de genes persisten dias o semanas tras
interrumpir la suplementacion, y que rechallenges posteriores revelan proteccion
sostenida, cumpliendo criterios funcionales de memoria innata. Aunque la
confirmacion molecular (marcas epigenéticas directas en hemocitos de P. vannamei)
aun es limitada, revisiones recientes proponen que la combinacion de reprogramacion
epigenética y metabolica explicaria la duracion de estos efectos (Roy et al., 2020;
Zhao et al., 2023).

Uso en estanques de cultivo

En criaderos, los protocolos de priming mas efectivos combinan un primer estimulo de corta
duracion (inmersion o administracion oral aguda en postlarvas) con una dieta de
mantenimiento durante la fase inicial y repeticion estratégica antes de etapas de alto riesgo
(transferencia, estrés por temperatura/densidad). Estudios recientes con B-glucanos y nuevas
fuentes de glucanos muestran que un priming temprano mejora la supervivencia en desafios
posteriores y estabiliza la microbiota intestinal; protocolos experimentales publicados en los
ultimos afios prueban inmersiones breves seguidas por dietas suplementadas como esquema
eficaz en condiciones de laboratorio y en pruebas piloto en criaderos (Segarra et al., 2025;
Uengwetwanit et al., 2025).  Para engorda, el priming intermitente (p. ej. ciclos de 7-14 d
de suplemento cada 4-6 semanas) se esta probando para mantener la ventana protectora sin

costos de alimentacion continuos (Alvarez-Lee et al., 2020; Roy et al., 2020b)

Sinergias con probioticos y prebidticos

La tendencia practica y experimental mas solida es la integracion de algas pardas con
probidticos/prebioticos. Los polisacaridos de las macroalgas cafés actian como prebioticos
(substrato) que favorecen la colonizacion y actividad de probioticos (p. ej. Bacillus,
Lactobacillus), y los estudios recientes indican sinergias: mayor estabilizacion de microbiota,
reduccion de patdgenos oportunistas y amplificacion de marcadores inmunes frente al uso

aislado de probidtico o alga. Esta estrategia reduce la dosis necesaria de cada insumo y
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mejora la persistencia del efecto priming, lo que es ventajoso en términos de costos y eficacia
operacional. Revisiones y estudios aplicados 2020-2024 muestran mejoras productivas y de
salud cuando se aplican combinaciones bien disefiadas (Nolasco-Alzaga et al., 2025;
Vijayaram et al., 2024).

La oportunidad para incorporar inmunoestimulantes de macroalgas pardas (fucoidanos,
laminarinas, phlorotannins, oligoalginatos) en la acuacultura mexicana es hoy notable por
tres razones convergentes: disponibilidad de biomasa (repuntes masivos de Sargassum en el
Caribe mexicano), el crecimiento continuo de la acuicultura global y la evidencia
experimental de efectos inmunomoduladores en camardn y otros organismos acuaticos. El
aprovechamiento sistemético de esa biomasa —transformandola de un problema costoso en
una materia prima de alto valor— podria convertir una carga ambiental en insumo estratégico
para la sanidad de Penaeus vannamei (Evers-King et al., n.d.; Sun et al., 2024; The State of
World Fisheries and Aquaculture 2024).

En términos tecnoldgicos y cientificos, los polisacaridos de Sargassum y otras especies de
algas pardas poseen propiedades antivirales, inmunoestimulantes y antioxidantes que son
utiles para formular dietas funcionales y productos de priming. Trabajos sobre extraccién y
pretratamiento fijan parametros (grado de sulfato, peso molecular) que condicionan actividad
bioldgica, lo que es clave para estandarizar productos con efecto repetible en campo. México
cuenta con capacidad académica y centros de investigacion que pueden liderar protocolos de

validacién y escalado (Flores-Contreras et al., 2023; Melchor-Martinez et al., 2025)

Desde la perspectiva aplicada al cultivo de camardn, estudios recientes enfatizan dos rutas
viables: (i) dietas funcionales con inclusiones estandarizadas de fucoidanos/laminarina para
mantenimiento y priming intermitente; y (ii) protocolos hatchery que combinan inmersion
rapida (priming) y dietas de seguimiento para consolidar la memoria inmune. Ensayos
recientes en P. vannamei y modelos afines respaldan mejoras en PO, hemocitos y resistencia
a Vibrio/WSSV tras suplementacion algal. La adopcion practica requerira ensayos piloto en
condiciones comerciales mexicanas para ajustar dosis, ventanas de proteccion y costo
operativo (Fu et al., 2025b; Pourazad et al., 2024).

Economicamente, la clave sera la valoracion integrada: (a) convertir sargazo/biomasa local

en extracto estandarizado (cadena de valor), (b) demostrar reduccion de mortalidad y/o menor
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necesidad de antibioticos en piscinas comerciales, y (c) comparar costo por kg de suplemento
vs ahorro por menor mortalidad/menor uso de tratamientos. Estudios globales de viabilidad
de cultivo de algas y modelos bioeconémicos indican que, en contextos con alta presion de
enfermedad, la inversion en inmunoestimulantes puede resultar rentable; en México, las
iniciativas publicas-privadas para manejo del sargazo abren oportunidades de
cofinanciamiento y economia circular (Bennett et al., 2023; Ross et al., 2025).

Sin embargo, existen barreras a sortear: variabilidad bioquimica de la materia prima (especie,
estacion, contaminacion por metales o microplasticos), necesidad de normativa y certificados
de calidad, infraestructura para extraccion/escalado y aceptacion de mercados
internacionales. Abordarlas requiere protocolos de estandarizacion (analisis de sulfatos,
perfiles fenolicos), controles de seguridad (residuos, toxinas) y estudios de riesgo/beneficio
que incluyan analisis de ciclo de vida y modelos de rentabilidad especificos para granjas

mexicanas (de la Barreda-Bautista et al., 2023).

Conclusiones

La evidencia cientifica reciente demuestra que los compuestos bioactivos de macroalgas
pardas, como fucoidanos, laminarina, florotaninos y alginatos, tienen un papel relevante en
la modulacién del sistema inmune de Penaeus vannamei. Sus efectos abarcan desde el
incremento en parametros celulares y humorales hasta la activacién de vias antioxidantes y
moleculares que, en conjunto, sugieren la induccion de una respuesta inmune entrenada con
efectos persistentes frente a infecciones bacterianas y virales. Estos hallazgos respaldan el
potencial de las macroalgas pardas como inmunoestimulantes naturales y sostenibles,
capaces de fortalecer la sanidad en la camaronicultura y reducir la dependencia de
antibioticos, abriendo una via prometedora hacia sistemas productivos mas resilientes y

responsables con el ambiente.
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Resumen

La microbiota es clave para el bienestar y desarrollo de los peces, sin embargo, factores como los cultivos de
alta densidad pueden inducir estrés oxidativo y alterar la composicion de la microbiota, afectando
negativamente el crecimiento y supervivencia. La agavina, un fructano con propiedades prebioticas, podria
favorecer bacterias benéficas, regular la respuesta antioxidante y mitigar alteraciones en metabolitos sanguineos
relacionados con el estrés, como el cortisol. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusion
dietética de la agavina sobre la microbiota intestinal y la respuesta antioxidante en la tilapia del Nilo cultivada
en condiciones de alta densidad. Para ello, una dieta control (control negativo y control positivo) y dos dietas
experimentales con inclusion de 20 y 40 g kg™ de agavina fueron formuladas. Las tilapias del Nilo (peso inicial:
1.04+0,01 g) fueron alimentadas durante 80 dias en condiciones de baja densidad (1.73 kg m-?) para evaluar la
microbiota intestinal y la respuesta antioxidante. Al dia 90, los peces fueron expuestos a condiciones de alta
densidad (63 kg m) durante 20 dias, excepto el control negativo y se evaluaron los mismos pardmetros. La
dieta con 20g kg' de agavina promovidé bacterias como Sphingomonadaceae, Oxalobacteriaceae,
Chitinophagaceae, y redujo Vibrionaceae y Aeromonadaceae. Ademas, los niveles de cortisol permanecieron
estables en los peces alimentados con agavina, en contraste con el control positivo (alta densidad). La actividad
de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa aumento significativamente, mientras que, la concentracion de
malondialdehido disminuy6 respecto a ambos controles. Estos resultados sugieren que la agavina favorece la
presencia de bacterias intestinales benéficas, reduce el crecimiento de bacterias patdgenas y mejora la respuesta
antioxidante en tilapia del Nilo bajo condiciones de estrés por alta densidad, gracias a sus propiedades

prebidticas y probablemente antioxidantes.

Palabras clave: Acuicultura, fructano, estrés oxidativo, microbiota, peroxidacién lipidica, bienestar animal.
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1. Introduccion

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una de las especies acuicolas mas producidas
a nivel mundial, debido a su importancia como fuente de proteinas para el consumo humano
y a sus caracteristicas favorables como la alta capacidad de adaptacion, reproduccion y
tolerancia a condiciones adversas (FAO, 2022). No obstante, el crecimiento de la acuicultura
para satisfacer la creciente demanda alimentaria ha traido consigo desafios importantes,
como la exposicion de los organismos a condiciones estresantes que pueden inducir estrés
oxidativo, comprometer la salud de los peces y reducir la productividad en las granjas, lo que

se traduce en pérdidas econdmicas significativas (Lim and Webster, 2006; El-sayed, 2020).

En la acuicultura, diversos factores afectan la salud y rendimiento de los organismos
acuaticos, siendo los cultivos de alta densidad una de las practicas mas utilizadas (FAO,
2022). Este tipo de cultivos puede desencadenar respuestas fisioldgicas complejas en los
peces, como el incremento de los niveles de cortisol, alteraciones en la homeostasis redox,
disbiosis en la microbiota intestinal, mayor susceptibilidad a enfermedades y, en casos muy
severos, aumento de mortalidad (Dediu ef al., 2021). En peces, la respuesta fisiologica al
estrés se manifiesta en tres niveles: primero, se generan cambios endocrinos como la
liberacion de catecolaminas y corticosteroides, como el cortisol; posteriormente, se
modifican parametros sanguineos relacionados con la movilizacion energética en fase de
alerta, ademas de producir cambios en la homeostasis redox; por ultimo, el desequilibrio no
controlado de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS, por sus siglas en
inglés, respectivamente), asi como el agotamiento de recursos, puede conducir a estrés
oxidativo, generando dafio tisular, asi como deterioro de biomoléculas esenciales (Birnie-
Gauvin et al., 2017; Ighodaro et al., 2018). Esta respuesta sostenida puede derivar en
crecimientos deficientes y menor resistencia a enfermedades, afectando la supervivencia y

comportamiento de los peces (El-sayed, 2020).

En este contexto, la microbiota cobra relevancia, ya que desempefia un papel clave en la salud
general del hospedador. La microbiota estd compuesta por una comunidad diversa de
microorganismos que contribuyen a la digestion, absorcion de nutrientes y fortalecimiento
del sistema inmune. Asimismo, participa en la integridad de la barrera intestinal, impidiendo

la translocacién de patdégenos y regula el eje intestino-cerebro, lo que puede modular la



91

respuesta al estrés (Molinari et al., 2003; Haygood et al., 2018). En conjuncion a esto, los
peces cuentan con mecanismos de defensa antioxidantes que incluyen al sistema de defensa
antioxidante enzimatico, el cual esta formado por enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa, que estabilizan la produccion
de ROS y reducen el estrés oxidativo (Nayak, 2010; Haygood et al., 2018; Bereded ef al.,
2020). La microbiota y sus mecanismos antioxidantes representan una oportunidad viable
para la acuicultura para mejorar la salud y productividad de los peces (Zheng ef al., 2018).
Por ello, el uso de aditivos con propiedades bioactivas, como antioxidantes y prebidticas ha
cobrado relevancia, especialmente aquellos derivados de residuos agroindustriales como la
cascara de mango, hoja de maiz y el agave (Lizarraga-Velazquez et al., 2018; Romero et al.,

2018).

Las especies de agave contienen agavina, un fructano formado por polimeros de fructosa y
glucosa con una estructura no lineal, un grado de polimerizacioén de 2-30 unidades y enlaces
en posiciones B-2,1 y f-2,6, estas caracteristicas lo convierten en candidato para su uso como
prebiotico (Lopez et al., 2003; Lopez-Romero et al., 2018). Diversos estudios han evaluado
la adicion de compuestos prebidticos, como los fructanos, entre los que se encuentran la
inulina, los fructooligosacaridos y la agavina. En este sentido, se ha descrito que la
suplementacion dietética con agavina desempeiia varias funciones bioldgicas, como la
prevencion de la obesidad y efectos inmunoestimulantes y antioxidantes (Franco-Robles et
al., 2015, 2016). Estudios previos en mamiferos han demostrado que los fructanos pueden
promover el rendimiento del crecimiento y reducir los niveles de cortisol, glucosa y lipidos
en sangre, principalmente por su resistencia a la hidrdlisis por las enzimas digestivas (Franco-
Robles et al., 2016; Liu et al., 2021).

Adicionalmente, se ha reportado el efecto prebidtico de la agavina el cual es atribuido a su
capacidad de regular la microbiota intestinal de los peces a través del eje hipotaldmico-
hipofisario-interrenal, que contribuye a promover el crecimiento de comunidades bacterianas
potencialmente probidticas y reducir la abundancia de bacterias patégenas (Fuentes-Quesada
et al., 2018; Zhou et al., 2020). Ademads, la agavina promueve la produccion de metabolitos
bioactivos a partir de la fermentacion de los fructanos, incluidos los 4cidos grasos de cadena
corta, que a su vez pueden estimular la respuesta antioxidante enzimatica al activar la

expresion de enzimas antioxidantes, mejorando el estado redox del organismo y, por lo tanto,
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la resistencia al estrés (Van den Ende et al., 2011; Jones ef al., 2018). Con base a esto, el
objetivo de estudio fue evaluar el efecto de la agavina en la dieta sobre la microbiota intestinal

y la respuesta antioxidante de la tilapia del Nilo en condiciones de cria de baja y alta densidad.

2. Antecedentes

2.1. Produccion acuicola de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

Las tilapias del género Oreochromis se han catalogado como una de las especies mas
cultivadas en México, dentro de estas, O. niloticus (tilapia del Nilo), es una de las mas
representativas debido a su importancia comercial acuicola (Abdel, 2020). La tilapia del Nilo
es un pez teledsteo del orden Perciforme perteneciente a la familia Cichlidae, y se desarrolla
en ambientes tropicales, con temperaturas ideales de 28 a 30°C (FAO, 2022). En su ambiente
natural, la tilapia es omnivora, y se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas acuaticas,
pequeiios invertebrados, fauna béntica, desechos y capas bacterianas asociadas a los detritus,
posee poca selectividad alimentaria, y depende de la disponibilidad del alimento (Abdel,
2020).

Se ha reportado que, de las 9 mil 230 Unidades Productivas que existen en el pais, cerca de
la mitad (4 mil 623) producen tilapia, por medio de tres sistemas de produccion de cultivo:
extensivo, semi-extensivo e intensivo y, ademads, puede ser cultivada en diferentes medios,
como jaulas, tanques, lagunas, entre otros (Abdel, 2020; FAO, 2022). Lo anterior posiciona
al pais en el décimo lugar a nivel mundial en produccion de tilapia, con producciones
cercanas a las 72 mil toneladas, tan solo en el afio 2020, asi como también, se encuentra entre

los principales consumidores de este producto (FAO, 2022).

A pesar de las ventajas que ofrece el cultivo de tilapia, el esfuerzo por intensificar y mantener
las condiciones Optimas de cultivo, sobre todo en cultivos de alta densidad de siembra,
produce un aumento de estrés, crecimiento limitado y un bienestar pobre en los especimenes
cultivados, lo que afecta los costos de produccion (Lim and Webster, 2006; El-sayed, 2020).
El estrés provoca un desorden fisiologico, deprime el sistema inmunoldgico, y aumenta la
susceptibilidad para contraer enfermedades como vibriosis, streptococcosis, septicemia,

entre otras, asi como también puede generar estrés oxidativo (Biller ef al., 2018).
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2.2 .Estrés oxidativo en peces

El estrés oxidativo se produce por el desequilibrio entre los niveles de prooxidantes tales
como los ROS, las especies reactivas de nitrégeno (RNS, por sus siglas en inglés: Reactive
Nytrogen Species) y la generacion de antioxidantes en favor de los prooxidantes (Biller et
al., 2018). ROS/RNS, estan involucradas en la regulacion de actividades celulares
fundamentales, como en la produccion de energia, fagocitosis, regulacion de crecimiento
celular, senalizacion intracelular y sintesis de importantes moléculas biologicas (Birnie-
Gauvin et al., 2017). Sin embargo, el aumento de ROS/ RNS pueden incrementar su
reactividad y emitir efectos toxicos que pueden causar peroxidacion de lipidos de
membrana, deterioro de proteinas en tejidos, membranas, enzimas, carbohidratos y ADN,
y, por lo tanto, interrumpir la integridad y la capacidad estructural celular (Schieber y

Chandel 2014).

Para prevenir el dafio celular causado por ROS / RNS, los organismos cuentan con un
sistema de defensa enddgeno antioxidante. Un antioxidante es una sustancia que retrasa o
impide la oxidacion de un sustrato oxidable (Ighodaro et al., 2018). Los peces presentan
un complejo sistema de defensa antioxidante que comprende varias enzimas, entre ellas
superoxido dismutasa (SOD), catalasas (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). La SOD es
encontrada en el citosol (Cu?" SOD y Zn?* -SOD) y en las mitocondrias (Mn?> *-SOD), y
acttia sobre el anion superdxido (O °) transforméandolo en H>O;, evitando su acumulacion
y dafios en la célula (Schieber y Chandel 2014). EI H,O, producido puede ser eliminado
por CAT, GPx y peroxidasas unidas a la tiorredoxina, o puede ser liberado en el citoplasma
de las células (Ighodaro et al., 2018). La enzima CAT (derivado de las mitocondrias y los
peroxisomas) cataliza la descomposicion de H>O> en H>O y Oz, que se produce en
abundancia por los fagocitos, y mantiene el equilibrio ideal de formacion y eliminacion
de ROS, es esencial para el funcionamiento del sistema de defensa innato (Biller et al.,

2018).

Adicionalmente, los cultivos en altas densidades pueden desencadenar respuestas
fisiologicas complejas en los peces, como el incremento de los niveles de cortisol,
alteraciones en la homeostasis redox, disbiosis en la microbiota intestinal, mayor

susceptibilidad a enfermedades y, en casos muy severos, aumento de mortalidad. En este
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contexto, la microbiota cobra relevancia, ya que desempena un papel clave en la salud
general del hospedador, regulando diversos procesos fisioldgicos, como la respuesta al
estrés a través del eje intestino-cerebro y el eje hipotalamico-hipofisario-interrenal

(Nayak, 2010; Haygood ef al., 2018; Bereded et al., 2020).

2.3.Funciones de la Microbiota intestinal en peces
La microbiota es la comunidad microbiana compleja que albergan todos los animales, y
consiste principalmente en bacterias, dentro del tracto gastrointestinal (TGI) (Egerton et
al., 2018). El intestino del pez puede albergar de 107 a 10!! bacterias por gramo de
contenido intestinal, con microorganismos aerobios y anaerobios facultativos que son mas
abundantes que los anaerobios obligados (Nayak et al., 2010). Estos microorganismos se
dividen entre las especies autoctonas que se unen a la mucosa intestinal y los aldctonos
que no se unen debido a la falta de capacidad o competencia de las bacterias adheridas a

la mucosa (Egerton ef al., 2018).

La microbiota intestinal influye en el metabolismo, crecimiento y resistencia la estrés en
los peces, al modular el eje intestino-cerebro y competir con bacterias patdgenas,
reduciendo asi la susceptibilidad a enfermedades (Nayak et al., 2010; Ray et al., 2017).
También participa en funciones fisioldgicas y metabdlicas clave, como la digestion, el
apetito y la respuesta al estrés, mediante la regulacién del eje hipotalamo-hipofisis-
interrenal (HPI), responsable de la liberacion de catecolaminas y corticosteroides, como
el cortisol en situaciones de estrés (Rusch et al., 2023; Uren et al., 2020). Las alteraciones
en la microbiota pueden generar disbiosis (desequilibrio en la microbiota), afectando al
eje HPI y provocando desequilibrios energéticos, menor actividad antioxidante y cambios
en el comportamiento (Williams et al., 2020; Ming et al., 2025). En especies como la
corvina, la trucha arcoiris y tilapia del Nilo, se ha observado que estos cambios
microbianos reducen la capacidad alimenticia y el sistema antioxidante (Naderi et al.,

2018; Zhou et al., 2020; Wang et al., 2025).

Asi mismo, se ha reportado que la dieta puede modificar la abundancia y riqueza de la
microbiota de acuerdo con la cantidad, los tipos de ingredientes y niveles de nutrientes
(Romero et al., 2014). Estudios recientes reportaron que, inclusiones dietéticas de

fructanos en niveles de 0.025 a 10 gkg™! incrementan la tasa de supervivencia, la actividad
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de enzimas digestivas (lipasas y amilasas) y modifican la riqueza y abundancia de
bacterias, como Lactobacillus, Pseudomonas, Vibrio y Burkholderi, Proteobacterias,
Firmicutes y Cyanobacterias, asi como disminuyen los taxones microbianos nocivos
(Streptococcaceae) en especies como la carpa y tilapia del Nilo (Hoseinifar et al., 2016;
Guerreiro et al., 2018). Con base a lo anterior, existe un creciente esfuerzo por
contrarrestar los problemas de salud de los peces han avanzado considerablemente,
destacando el uso de productos naturales para mejorar las condiciones y el bienestar de
los organismos cultivados, sobre todo, aquellos con potencial para ser empleado en el

desarrollo de alimentos funcionales.
2.4.Alimentos funcionales en acuicultura

La implementacion del desarrollo de alimentos funcionales en el sector acuicola, se ha
convertido en una alternativa para promover el crecimiento y mejorar el estado de salud y
bienestar de los organismos a través de la modulacion de la microbiota y/o activacion de
las respuestas antioxidante e inmune, sin afectar sus procesos digestivos (Wang et al.,
2018). Existen diversas fuentes naturales (animal y vegetal) en México que pueden ser
utilizadas para la identificacion y extraccion de metabolitos bioactivos, sin embargo, las
fuentes vegetales se han catalogado como la principal fuente de extraccion de estos

compuestos bioactivos (Soto et al., 2015).

Las plantas producen una gran cantidad de compuestos bioactivos, tales como alcaloides,
péptidos, saponinas, compuestos fendlicos y carbohidratos no digestibles, como los
fructanos (agavina), por mencionar algunos (Lopez-Romero et al., 2018). En su mayoria
estos compuestos bioactivos se encuentran en residuos agroindustriales de frutas,
verduras, tubérculos, semillas, raices, y hojas, utilizados en las industrias de néctares,
vinos, bebidas alcohodlicas, como el tequila, entre otros (Leyva-Lopez et al., 2020).
Recientes investigaciones han dirigido su atencion al descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos provenientes de residuos agroindustriales, como el agave, el cual
posee pigmentos, compuestos fendlicos, saponinas, terpenos, y fructanos (agavina) que
pueden exhibir ciertas bioactividades con aplicaciones en el sector acuicola (Puente et al.,

2017; Lopez-Romero et al., 2018).
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2.5.La agavina como prebidtico en la acuicultura

La agavina, también denominado como fructano de agave, son polimeros de glucosa y
fructosa altamente ramificada, y con enlaces 3 (2 > 1) y B (2 = 6), propiedad que los
hace no digeribles para el intestino y por lo tanto ideales para su uso como prebidticos
(Lopez et al., 2003). Estos compuestos, son extraidos de la planta de agave y representan
hasta un 32% de su peso total, son producidas gracias al metabolismo acido propio de su
especie (Crasulaceas) que durante la fotosintesis produce una gran cantidad de polimeros
de fructosa mediante la fijacion del didxido de carbono de la atmosfera para su
almacenamiento, y que ademads le permite crecer y sobrevivir a grandes altitudes y

temperaturas extremas (Arrizon et al., 2010).

Los fructanos, principalmente los de menor grado de polimerizacion (DP), contribuyen a la
salud del huésped por su efecto prebiotico, ya que, pueden actuar como sustratos selectivos
para las bacterias probioticas, lo que podria estimular su crecimiento e inducir efectos
sistémicos beneficiosos para el huésped (Franco-Robles et al., 2015). Asimismo, los
fructanos y sus derivados fermentados también, pueden actuar como inmunomoduladores, o
como estabilizadores de las ROS a través de la disminucion de la inflamacion y mejoramiento
del estado redox (Franco-Robles et al., 2016; Biller et al.,, 2018). Diversos estudios han
demostrado que los fructanos, como la inulina y agavina, actian como prebioticos al
modificar la microbiota de los peces. La estructura de estos compuestos esta caracterizada
por contener enlaces beta (B) que los vuelven indigeribles por enzimas enddgenas y les
permite llegar al intestino distal, donde son fermentados por la microbiota y producir
metabolitos como los 4cidos grasos de cadena corta, compuestos que favorecen la salud de
los organismos (Ringe ef al., 2016; Franco-Robles et al., 2015; Orozco et al., 2015; Huazano-
Garcia et al., 2017). Se ha reportado que la inclusion de fructooligosacaridos en
concentraciones entre 0.4 y 3 g kg™! incrementa la actividad antioxidante (SOD, CAT, GPx),
promueve el crecimiento y reduce los niveles hepaticos de malondialdehido en especies como
la carpa y la tilapia del Nilo (Zhang et al., 2014; Abd et al., 2016). Asimismo, la
suplementacion con agavina (10 a 30 gkg™) ha demostrado beneficios en totoaba, incluyendo

mayor crecimiento y abundancia de géneros benéficos (Sinorhizobium, Clostridium
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butyricum y Enterococcus cecorum), asi como, la reduccion de enteritis inducida por harina

de soya (Fuentes-Quesada et al., 2020).

Estos hallazgos respaldan el uso de compuestos naturales con propiedades biologicas para
mejorar la salud intestinal y el desempeno productivo de los peces, especialmente bajo
condiciones adversas como el estrés oxidativo. Considerando los antecedentes que sefialan
el interés de identificar y aplicar componentes naturales bioactivos como aditivos en la
alimentacion animal, es necesario generar conocimiento de otras fuentes, como el agave, para
contribuir a comprender los mecanismos de regulacion de respuestas antioxidantes y

protectoras de la tilapia del Nilo.

3. Métodos

3.1.Condiciones experimentales

Un total de 200 tilapias masculinizadas (1.04 g + 0.01 g) fueron asignadas a cuatro
tratamientos: un grupo control negativo mantenido a baja densidad (sin estrés por densidad),
un control positivo sometido a estrés por alta densidad, ambos alimentados con una dieta sin
suplementacion con agavina, y dos grupos experimentales alimentados con dietas
suplementadas con agavina a 20 g kg™' (D20) y 40 g kg™' (D40), respectivamente (Tabla 1).
Todos los tratamientos incluyeron cinco réplicas, con una densidad inicial de peces de 1.73
kg m™. Los peces fueron alimentados al 10 % de su peso corporal, tres veces al dia. La tasa
de alimentacion y el volumen de agua se ajustaron cada quince dias con base en la biometria

de los peces.

El experimento se llevd a cabo en dos etapas para evaluar la microbiota intestinal y la
respuesta antioxidante en condiciones de baja y alta densidad. En la primera etapa, las tilapias
de todos los tratamientos se mantuvieron en baja densidad (1.73 kg m™) durante 80 dias de
alimentacion. Al dia 90, todos los peces fueron sometidos a estrés por alta densidad (63 kg
m™) mediante la reducciéon del volumen de agua en los tanques de cultivo, siguiendo el
método de Mirghaed (2018), excepto el control negativo (baja densidad). Se mantuvieron en
estas condiciones durante 20 dias. Se tomaron muestras de los peces antes (dia 80) y después
(dia 110) del periodo de estrés por alta densidad. La composicion de la microbiota intestinal

y la respuesta antioxidante de los peces se analizaron en ambos puntos de muestreo.
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Tabla 1. Formulacion y composicion quimica de las dietas experimentales.

Ingredientes (g/100 g) DO D20 D40
Harina de pescado? 32.60 32.60 32.60
Harina se soya® 33.00 33.00 33.00
Harina de pulido de arroz’ 4.00 4.00 4.00
Harina de trigo ¢ 5.00 5.00 5.00
Harina de sorgo® 3.00 3.00 3.00
Harina de carne y hueso® 7.00 7.00 7.00
Hidrolizado de pescado ¢ 3.00 3.00 3.00
Aceite vegetal:pescado 0.20 0.20 0.20
Lecitina de soya ® 0.65 0.65 0.65
Fosfato de calcio dibésico? 0.20 0.20 0.20
Mezcla de vitaminas y 1.00 1.00 1.00
minerales ™
Harina de maiz® 8.40 6.20 4.00
Harina de krill® 2.00 2.00 2.00
Agavina" 0.0 2 4

Composicién proximal

Proteina cruda 35.9+£0.30 35.8+0.06 35.6+0.35
Lipidos crudo 6.98 +0.20 7.01+0.49 6.90 + 0.47
Ceniza 18.96 £ 0.49 18.79£0.16 18.49 £ 0.13
Humedad 6.59 + 0.29 65.93 £ 0.47 6.21 £ 0.07
Extracto libre de Nitrégeno 28.57 32.47 32.87
(NFE)

*D20: dieta con 20 g/kg de agavina; D40: dieta con 40 g/kg de agavina. Media + DE (n = 3). a Harina de pescado de primera calidad, Selecta de Guaymas,
S.A. de C.V., Guaymas, Sonora, México. b Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. c PROAQUA, S.A. de C.V.,
Mazatlan, Sinaloa, México. d Sigma-Aldrich Chemical, S.A. de C.V., Toluca, México, México. e Trouw Nutrition México S.A. de C.V. Mezcla de vitaminas:
Vitamina A, 10 000 000 UI o mg/g; Vitamina D3, 2 000 000 UI; Vitamina E, 100 000 g; Vitamina K3, 4,00 g; Tiamina (B1), 8,00 g; riboflavina (B2), 8,70 g;
piridoxina (B6), 7,30 g; vitamina B12, 20,00 mg; niacina, 50,00 g; acido pantoténico, 22,20 g; inositol, 153,80 g; acido nicotinico, 160,00 g; acido folico, 4,00
g; biotina, 500 mg; vitamina C, 100,00 g; colina, 300,00 g. Excipiente c.s.p. 2000,00 g. Mezcla mineral: Manganeso, 100 g; Magnesio, 45,00 g; Zinc, 160 g;
Hierro, 200 g; Cobre, 20 g; Yodo, 5 g; Selenio, 400,00 mg; Cobalto, 600,00 mg. Excipiente c.s.p. 1500,00 g. f DSM Nutritional Products México S.A. de C.V.,
El Salto, Jalisco, México. g Hidrolizado enzimatico de subproductos de pescado. h IMAG S.A. de C.V., Guadalajara.
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3.2.Composicion de la microbiota

Para evaluar la composicion de la microbiota intestinal se recolectaron heces de 5 peces por
tanque de cada tratamiento al dia 80 (baja densidad) y 110 (alta densidad). Las heces
intestinales se recogieron en tubos separados con etanol al 96 % y se almacenaron a — 80 °C.
El1 ADN se extrajo utilizando el método CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), y la calidad
y concentracion del ADN se midieron en un espectrofotdémetro DeNovix DS-11 (Navarro-
Barron et al., 2019). Posteriormente, se evalud el efecto de la agavina sobre la microbiota
utilizando secuenciacion de nueva generacion (NGS). La biblioteca de secuenciacion se
preparo siguiendo el protocolo de preparacion de bibliotecas de secuenciacion metagendomica
16S de Illumina (Yarza et al., 2014). Los resultados de la microbiota fueron comparados
mediante andlisis estadisticos multivariado (PERMANOVA Y ADONIS) y por abundancia
diferencial (Log2FoldChange) y un analisis de enriquecimiento de OTUs (GSEA).

3.3.  Analisis de respuesta antioxidante

3.3.1. Cortisol plasmatico

Los dias 80 y 110, se tomd una muestra aleatoria de un pez de cada tanque y se anestesiaron
con 0.2 ml L' de aceite de clavo. Se extrajeron muestras de sangre de la vena caudal
utilizando jeringas heparinizadas (5 mg de heparina por ml de sangre), y se vertieron en viales
estériles, posteriormente se centrifugaron a 1200 g durante 10 minutos. La concentracion de
cortisol en plasma se estimo utilizando el método ELISA y un kit comercial (NEOGEN,

Gesellschaft fur Immunchemieund Immunbiologie, Hamburgo, Alemania).
3.3.2. Actividad de enzimas antioxidantes

Para la respuesta antioxidante hepdticas, se sacrifico un pez por tanque con aceite de clavo
(0.5 ml L) los dias 80 y 110; se extrajo el higado para analizar las enzimas antioxidantes y
la peroxidacion lipidica. Los higados se homogeneizaron (Ultra-Turrax D25 basic, IKA-
Werke GmbH & Co., Staufen, Alemania) con tampén PBS (pH 7,4). Las muestras
homogeneizadas se centrifugaron (Beckman Allegra X-30R) a 12 000 rpm durante 15
minutos a 4 °C; a continuacion, se recuperaron los sobrenadantes y se analizaron para
determinar las enzimas antioxidantes y la peroxidacion lipidica (Lizarraga-Velazquez et al.,

2018).
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La actividad de la superoxido dismutasa (SOD) se determind utilizando el kit SOD-WST
(19160 Sigma Aldrich, St. Louis, MA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del kit. Mientras
que, la actividad de la catalasa (CAT) se determind segin el método de Aebi (1984) con
ligeras modificaciones. Para evaluar la peroxidacion lipidica, se determind la concentracion
de malondialdehido siguiendo la metodologia descrita por Lizarraga-Velazquez (2018). Por
ultimo, para expresar la actividad enzimatica como U/mg de proteina, la concentracion de
proteinas en el sobrenadante se determind segun el método de Bradford (1976). Los
resultados fueron comparados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias y una
prueba de Tukey pos-hoc, bajo los supuestos de normalidad (Shapiro- Wilk) y

homocedasticidad (Levene’s).
4. Resultados y Discusiones

4.1.Composicion de la microbiota

La Figura 1 muestra los andlisis de enriquecimiento por abundancia (GSEA) entre las dietas
suplementadas con agavina (20 y 40 g kg™*) comparadas con la dieta control en condiciones
de baja densidad. La adicion de 20 g kg™ de agavina promovio el crecimiento de bacterias
potencialmente benéficas, como Sphingomonadaceae y Chitinophagaceae, las cuales
participan en la produccion de esfingolipidos de los tejidos nerviosos, la sefializacién celular,
la produccion de SCFA, como el acetato, asi como en la descomposicion de quitina y
liberacion de nutrientes en el medio acuatico (Rosenberg et al., 2014; Wong et al., 2015).
Por otra parte, la adicion de 40 gKg* de agavina incrementé las familias Burkholderiaceae
(participan en el mantenimiento de la comunidad microbiana) y Beijerinckiaceae
(asimiladores claves de acetato) (Bernardet et al., 2015; Nawaz et al., 2018).

Por otra parte, se observo que el estrés por alta densidad incremento6 significativamente la
abundancia de familias potencialmente patdgenas como Vibrionaceae e inhibio a las familias
Oxalobacteriaceae, Comamonadaceae, Sutterellaceae, Chromobacteriaceae y
Flammeovirgaceae en el control positivo (Figura 2A). Se ha documentado que, en
organismos no saludables o sometidos a condiciones de estrés térmico, las familias mas
destacadas son Vibrionaceae, Aeromonadaceae, Shewenella y Cetobacterium, esto

observado en especies como el salmoén (Salmo salar L.) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus



101

mykiss) (Wang et al., 2018; Zhou et al., 2022). Este efecto se ha atribuido al hecho de que el
estrés en organismos acuaticos puede alterar la estructura y perturbar la mucosa intestinal,
asi como el tejido linfoide asociado al intestino. Ademas, el estrés reduce las bacterias con
funciones protectoras y aumenta la permeabilidad de la membrana, lo que facilita la

colonizacion de patogenos oportunistas (Wang et al., 2018; Zhou et al., 2020).
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Figura 1. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de abundancia (GSEA). (A) Dieta suplementada con 20 g
kg! de agavina y sin estrés por alta densidad frente al control; (B) Dieta suplementada con 40 g kg! de agavina

y sin estrés por alta densidad frente al control.
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En este mismo contexto, la suplementacion con agavina de 20 gkg' increment6 la abundancia
de bacterias potencialmente probioticas (Sphingomonadaceae y Oxalobacteriaceae) y redujo
familias potencialmente patdgenas (Vibrionaceae y Aeromonadaceae) durante el reto de
estrés por alta densidad en comparacion con el control positivo (P<0.05) (Figura 2B). Sin
embargo, no se observo el mismo efecto en la dieta con 40 g kg' de gavina, esto podria
atribuirse al nivel de inclusion de fibra dietética que puede digerir y utilizar la tilapia del
Nilo, en donde niveles cercanos y/o mayores a 5% reducen la utilizacion y digestibilidad de

dieta (Lim y Webster, 2006).

Estudios previos han demostrado que la inclusion de fructanos como la inulina,
fructooligosacaridos y agavina en concentraciones de 2.5 a 20 g kg'!, favorece la abundancia
de bacterias potencialmente probiodticas como Bifidobacterium spp., Fusobacterium,
Bacteroidetes, Sphingomonadaceae, Xanthomonadaceae, Sinorhizobium y Clostridium en
especies como tilapia, lubina asiatica y totoaba (Tiengtam et al., 2018; Wang et al., 2021;
Fuentes-Quesada et al., 2020). Estos efectos pueden atribuirse a su capacidad para mejorar
la integridad intestinal, la actividad enzimadtica digestiva, la inmunidad y la produccion de
SCFA, ademas de modular el eje intestino-cerebro, ayudando asi a mitigar el estrés oxidativo

(Nawaz et al., 2018; Silva et al., 2020).
4.2.Anélisis de respuesta antioxidante

La tabla 2 muestra la respuesta antioxidante del control negativo (DCO0-) al dia 80 y dia 110,
ambos en condiciones de baja densidad (1.73 kg m=). Se observaron diferencias
significativas en la concentracion de cortisol plasmatico entre los dos puntos de muestreo
(P<0.01), asi como también en la actividad de catalasa (P<0.01). Sin embargo, no se
encontraron diferencias en las concentraciones de malondialdehido (P=1.00) y la actividad

de la superdxido dismutasa (P=0.377).
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Figura 2. Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de abundancia (GSEA). (A) Control positivo (sin
suplementacion con agavina) sometido a estrés de alta densidad (dia 110) frente al control positivo antes del
estrés de alta densidad (dia 80); (B) Dieta suplementada con 20 g kg™' de agavina y sometida a estrés de alta

densidad frente al control positivo.
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Tabla 2. Respuesta antioxidante del control negativo (DCO-) al dia 80 y 110 en condiciones de baja densidad
(1.73 kg m3).

Dia 80 Dia 110
Cortisol (ng/mL) 45.5+4.8P 75.4 + 6.4°
Catalasa (U CAT/mg de prot.) 31.8+5.3 12.1+10.7°
Superéxido dismutasa (U SOD/ mg de prot.) 7.1+1.4° 8.6 +1.3%
Malondialdehido (mmol/ g de tejido) 0.14 £ 0.062 0.14 £ 0.028

Datos obtenidos de cinco réplicas bioldgicas se muestran como valores medios + DE. Las letras diferentes
corresponden a diferencias significativas (p < 0,05) de acuerdo con una prueba HSD de Tukey (n = 5). DCO-,
control sin estrés por alta densidad; DCO+, control bajo estrés por alta densidad; D20, dieta experimental
suplementada con 20 g kg* de agavina bajo estrés por alta densidad; D40, dieta experimental suplementada con
40 g kg de agavina bajo estrés por alta densidad. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Los cambios observados en la actividad de catalasa y concentracion de cortisol plasmatico
en el control negativo (DCO-) puede atribuirse a factores como el ciclo de vida y/o etapa
reproductiva de los peces, ya que, el cortisol funciona como sefialador en la movilizacion de
energia y es precursor de moléculas importantes como el colesterol (Sadoul et al., 2019).
Adicionalmente, el hecho de que no se observaron diferencias estadisticas en la actividad de
catalasa y la concentracion de MDA sugiere que los organismos se encontraban en
condiciones Optimas en términos de salud y bienestar, esto debido a que los parametros
mencionados son considerados biomarcadores importantes del estrés y estado de salud de los
peces (Erikson et al., 2016; Kumari et al., 2021).

En la Figura 3 se observa la respuesta antioxidante de los tratamientos en baja y alta
densidad de cultivo. El control positivo (DCO+) y la dieta D20 exhibieron diferencias
significativas en los niveles de cortisol plasmatico con respecto a la densidad de cultivo,
incrementando en condiciones de alta densidad. En condiciones de baja densidad, no se
observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos, mientras que, en condiciones de
alta densidad, el DCO+ exhibi6 la mayor concentracion de cortisol, seguida por las dietas
D20y D40 (Figura 3A). La concentracion de malondialdehido se observa en la Figura 3B; la
alta densidad incrementa la concentracion de MDA en el DCO+ y la D20. En condiciones de
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baja densidad, la dieta D40 exhibi6 la menor concentracion de MDA en comparacion con el
resto de los tratamientos, sin embargo, en condiciones de alta densidad, la dieta DCO+ mostrd
un mayor incremento en la concentracion de MDA comparada con las dietas con agavina
(D20 y D40). Respecto a las enzimas antioxidantes, se observaron diferencias entre las
densidades evaluadas y la actividad de la catalasa; en condiciones de alta densidad la dieta
D20 obtuvo la mayor actividad de catalasa en comparacion con el resto de los tratamientos
(Figura 3C). La actividad de superoxido dismutasa solo mostré diferencias entre las
densidades en la dieta D20, asi como también exhibidé la mayor actividad de SOD en

condiciones de baja y alta densidad (Figura 3D).
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Figura 3. Respuesta antioxidante de la agavina en la dieta (A) Cortisol plasmatico, (B) Concentracién de
malondialdehido (MDA), (C) Actividad de la catalasa (CAT) y (D) Actividad de la super6xido dismutasa (SOD)
en la tilapia del Nilo (O. niloticus). DC0+, control positivo; D20, dieta con 20 g kg™! de agavina; D40, dieta con
40 g kg! de agavina. Los datos de cinco réplicas bioldgicas se muestran como valores medios + DE. Las barras
azules representan dietas en condiciones de baja densidad (1,73 kg m™); las barras rosas corresponden a dietas
en condiciones de alta densidad (63 kg m™). Los asteriscos representan diferencias entre las dietas de baja y alta
densidad. Las diferentes letras mintsculas corresponden a diferencias significativas entre las dietas en
condiciones de baja densidad. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las dietas en
condiciones de estrés por alta densidad. Se utilizo la prueba HSD de Tukey para evaluar la significacion (p <

0,05).
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La concentracidn de cortisol plasmaticos fue alterada por el estrés inducido por alta densidad
en el DCO+ (control con estrés). El aumento de los niveles de cortisol estimula la
movilizacion de reservas energéticas como la glucosa (via gluconeogénesis y glucogénesis),
los triglicéridos (via lipogénesis) y colesterol (precursor de cortisol) (Yaghobi ef al., 2015),
lo que contribuye a cubrir las necesidades energéticas de los organismos durante el estrés
agudo (primeros minutos u horas), e incluso durante el estrés crénico (dias o semanas). Sin
embargo, el estrés cronico puede generar agotamiento de las reservas energéticas, reduciendo
el crecimiento, la eficiencia alimentaria e incrementar la mortalidad en peces (Erikson et al.,

2016).

La exposicion de diversas especies de peces al estrés, ya sea agudo o cronico debido a una
alta densidad, ha sido asociada con incrementos en los niveles de cortisol, glucosa,
triglicéridos y colesterol. Por ejemplo, Naderi (2018) observé un aumento en los niveles de
cortisol y glucosa en truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss) cultivadas a una densidad
elevada (200 Kgm™) durante 45 minutos. Por su parte, Mirghaed (2018) reporté aumentos en
los niveles de cortisol, glucosa, triglicéridos y colesterol en la misma especie bajo una
densidad de cultivo de 60 Kgm™ durante 14 dias. Yaghobi (2015) también sefialé un aumento
en los niveles de cortisol y glucosa en bagres (Pangasianodon hypophthalmus) cultivados a

una densidad de 100 Kgm™ durante 3 horas.

La disminucion de los niveles de cortisol en las tilapias alimentadas con adicion dietética de
agavina puede atribuirse a este fructano. Estudios en mamiferos han revelado que los
fructanos tienen la capacidad de regular los niveles de cortisol al modular el eje HPA
(equivalente al HPI en peces) mediante la estimulacion del nervio vago y/o a través de la
modulacién del eje intestino-cerebro. Esta accion inhibe la expresion del polipéptido
adenilato-ciclasa-activador de la hipofisis, incluyendo las proteinas G y PACAP-RI,
componentes que regulan el eje HPA y la produccion de corticotropina, lo que a su vez

suprime la liberacion de cortisol en plasma (Chu et al., 2021; Dediu et al., 2021).

En este estudio, las tilapias alimentadas con una dieta suplementada con agavina y cultivadas
a alta densidad exhibieron un aumento en la actividad de la SOD y la CAT, asi como niveles
mas bajos de MDA. En peces, la suplementacion con fructooligosacaridos (10-20 g kg™!) e

inulina (4 g kg'') ha demostrados aumentar la actividad de enzimas antioxidantes (SOD,



107

CAT) y reducir la concentracién de MDA en carpas y tilapia (Zhang et al., 2014; Zhou et al.,
2020). De manera similar, la agavina e inulina han inducido respuestas antioxidantes en
modelos murinos, atribuibles a su efecto prebidtico y la produccion de SCFA, los cuales
pueden activar enzimas antioxidantes a través del factor eritroide nuclear-2 (Nrf2) o inhibir
aNF-«B (Sun et al., 2019; Leyva-Lopez et al. 2020). Estos resultados sugieren que la agavina
podria ser empleado como aditivo funcional en la acuicultura y producir beneficios

antioxidantes y prebioticos.
5. Conclusion

El estrés por alta densidad afecta negativamente la respuesta antioxidante y la microbiota
intestinal de la tilapia del Nilo. Sin embargo, la adicion de agavina de 20 g kg™' mejora la
actividad de la catalasa y superoxido dismutasa, reduce la concentracion de malondialdehido,
regula la alteracion de los niveles de cortisol plasmatico y favorece la presencia de bacterias
benéficas, como Sphingomonadaceae, Oxalobatereaceae, Flavobacteriaceae, asociadas a la
salud intestinal y antioxidante. Mientras que, la adicion de 40 g kg™' de agavina no mostro
beneficios adicionales, posiblemente a una menor digestibilidad de la fibra. Estos resultados
sugieren que la agavina puede ser una herramienta nutricional efectiva para mitigar los

efectos del estrés por alta densidad en tilapia.
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Resumen

Las enfermedades bacterianas son una de las principales limitaciones en la produccién intensiva de
Litopenaeus vannamei (larvas y juveniles) en particular las generadas por Aeromonas spp., Pseudomonas spp.,
y Vibrio spp. Este estudio integré un enfoque microbioldgico, bioquimico, resistencia, perfil filogenético y
nutricional de estudios de bacterias obtenidas en los laboratorios de produccién de la costa ecuatoriana, asi
como bacterias de agua y playa de diferentes sectores de engorde (Santa Elena, EI Morro, Yaguachi, Taura y
Sabana Grande). Las bacterias se aislaron mediante medios selectivos (TCBS, cetrimida y cromoagar) y se
identificadas con APl 20E/20NE, ademas de secuenciacion 16S rRNA y toxR. Se emplearon en la investigacion
dietas funcionales enriquecidas con &cido butirico (0.5%) y aceites esenciales de orégano y eucalipto (0.5%),
las cuales presentaron concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 0.25-1%. La caracterizacién bioquimica
y secuenciacion de las bacterias permitio identificar diferentes cepas de Vibrio spp. en los muestreos, siendo V.
alginolycticus, V. harvey, y V. parahaemolyticus las mas relevantes. Sin embargo, solo las bacterias aisladas de
laboratorios mostraron resistencia a farmacos (ampicilina, amoxicilina florfenicol, lincomicyna y
oxitetraciclina). Las dietas usadas en camarén mostraron una reduccién significativa de la incidencia bacteriana,
ademas de una mejora en la microbiota intestinal y respuesta inmunitaria del camaron. Esto demuestra que la
integracién de alimentos funcionales constituye una alternativa sostenible al uso de antibiéticos en el cultivo de

camaron, favoreciendo la produccion de estos organismos.

Palabras clave: Dieta funcional, Litopenaeus vannamei, Resistencia bacteriana



114

Introduccién

La industria camaronera ecuatoriana representa uno de los pilares de la economia acuicola
mundial, consolidandose como el principal exportador mundial de Litopenaeus vannamei,
con mas de 1,900 millones de libras exportadas y mas de 6,500 millones de dolares en
ingresos anuales (He et al., 2017). Sin embargo, este liderazgo enfrenta un desafio
persistente: las enfermedades bacterianas que afectan la salud de larvas y juveniles en
sistemas de produccion intensiva (Jatoba et al., 2018).

En los ultimos afios, patdogenos como Vibrio alginolyticus, V. harveyi, y V.
parahaemolyticus han causado pérdidas significativas, especialmente en las zonas de
produccion de Santa Elena, Taura, Yaguachi, y Sabana Grande, donde se han reportado
brotes asociados con el Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS/AHPND) vy otras
infecciones oportunistas (Tran et al., 2023). La presion selectiva generada por el uso histérico
de antibidticos (enrofloxacino, florfenicol, oxitetraciclina) ha provocado la aparicion de
cepas multirresistentes (RAM), lo que amenaza tanto la sostenibilidad ambiental como la
seguridad alimentaria del producto final (Li et al., 2024). Ante este escenario, la nutricion
funcional emerge como una herramienta biotecnoldgica con compuestos naturales capaces
de modular la microbiota intestinal y estimulan el sistema inmunitario del camarén y que
puede reemplazar a los antibidticos (Arwa et al., 2024).

Conocer la resistencia bacteriana ante los antibiéticos es una estrategia de vanguardia, que
junto a medidas de bioseguridad y manejo preventivo son un gran recurso ante los problemas
de enfermedades que sufren los camarones. Los acidos organicos, los aceites esenciales y los
probidticos son actualmente alternativas prometedoras debido a sus efectos bacteriostaticos,
antioxidantes e inmunoestimulantes (Ritonga et al., 2025). Cabe sefialar que Ecuador no usa
antibidticos desde hace muchos afios atras, por lo que busca alternativas cientificas y de
vanguardia que ayuden en contra de los problemas sanitarios que afectan a las granjas
camaronicolas, lo cual los ha ayudado con su liderazgo productivo mundial en acuicultura
sostenible. Ademas, la filogenética bacteriana ofrece una perspectiva complementaria,
permitiendo el andlisis de la relacion evolutiva de las cepas patégenas y su distribucion
geografica, lo que facilita el establecimiento de estrategias de control especificas segun las

condiciones ambientales de cada zona. Este trabajo, estd basado en los estudios de Mufioz
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(2022), Zambrano (2023), y Teran (2024) que proponen un enfoque microbiolégico,
filogenético y nutricional integral dirigido al control sostenible de patdgenos en el cultivo de

camaron ecuatoriano.

Materiales y Métodos
Area de Estudio

El estudio se realizd en cinco zonas representativas de la costa ecuatoriana: EI Morro
(2°39'0"S - 80°19'0"W), Sabana Grande (80°21°79” O, -2°47'84”’S), Santa Elena, (2°13'0"S
- 81°0'0"0), Taura (2°18'41”S - 79°43'54”0) y Yaguachi (2°1124"S - 79°53'15"0),

seleccionadas por su importancia productiva y su historial de brotes bacterianos (Fig. 1).

Nota: Los monitoreos se realizaron en larvas y camarones juveniles del engorde también

Figura 1.- Ubicacion de las cinco zonas de produccion camaronera ( *‘@))

Toma de muestra

En las areas de estudio se recolectaron muestras de larvas y juveniles clinicamente
afectados, provenientes de laboratorios y estanques de engorde. Las muestras de larvas y
organismos juveniles recolectados presentaban caracteristicas especificas como nado
erratico, sin alimento en intestino, falta de apetito, reduccién del crecimiento, entre otros. La
toma de muestras se realiz6 con una frecuencia de dos recolecciones por semana, dos piscinas
por zonas, y dichas muestras se transportaron en fundas con oxigeno hasta el laboratorio para
su estudio.
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Cultivo bacteriano

Para la extraccion de patdgenos en larvas se empled 1 gr de cada muestra, obteniéndolas
con un colador pequefo estéril, lavandolas con agua destilada estéril y colocadas en tubos
Eppendorf con la ayuda de una pinza previamente flameada con alcohol en un mechero. Las
muestras se trabajaron en una camara de flujo laminar donde fueron maceradas y diluidas
(1:10) en aguas, agua destilada estéril con o sin salinidad de acuerdo con las condiciones de
crianza de las muestras recolectadas. Las muestras fueron diluidas seriadamente
(1:100:1000) y sembradas con el vertido a profundidad en agar CETRIMIDE,
CHROMOAGAR, TCBSy TSA.

Aislamiento e Identificacion Bacteriana

Las bacterias se aislaron en medios selectivos TCBS, Cromoagar y Cetrimida e incubadas
a 28°C durante 24-48 h. Las colonias con morfologia caracteristica se purificaron en agar
TSA y se sometieron a pruebas bioquimicas con los sistemas APl 20E y APl 20NE
(Api20NE, 2003).
La identificacion molecular se realizé mediante PCR de los genes 16S rRNA y toxR, seguida
de una secuenciacion por SANGER vy una identificacion PPR BLAST realizando analisis

filogenético con el software MEGAL1.

Determinacion de la Resistencia a los Antimicrobianos. Se aplicé el método Kirby-Bauer
(CLSI, 2023) a antibidticos de uso comun en acuicultura: Chloramphenicol 30 ug,
Enrofloxacin 5 ug, Gentamicin 10 ug, Lincomycin 15 ug, Nalidixic acid 30 ug, Nitrofurantoin
300 ug, Norfloxacin 10 ug, Streptomycin 300 ug, Sulphamethoxazole/ Trimethoprim 25 ug,
Tetracycline 30 ug, Vancomycin 30 ug, para ello en la camara de flujo laminar se realiz6 una

suspension bacteriana bajo el estandar de McFarland 0.5 (McFarland, 1966) (Fig. 2).
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Nota: La formacién de halos en mm indicaron la sensibilidad y resistencia de las bacterias frente a los antibiéticos ensayados.
Figura 2.- Resistencia bacteriana a diferentes antibiéticos empleando el método de Kirby-Bauer.

Determinacion de la dosis bactericida CML

Se determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de acidos orgéanicos
(acético, butirico y formico) y aceites esenciales (orégano, eucalipto, canela, ajo y clavo)
mediante micro dilucién en placas de 96 pocillos, para determinar su fase bactericida y
bacteriostatica, diez concentraciones fueron probadas considerando la dosis de sugerencia
por los productos analizados. Este anlisis se realiz6 para 20 productos comerciales buscando

la dosis promedio de uso para las bacterias patdgenas aisladas (Fig. 3).
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Nota: La viabilidad de la concentracion bactericida letal, se evidencia mediante viabilidad bacteriana en placa de agar
sélido.

Figura 3.- Placa de micro ELISA con las diferentes concentraciones de &cidos orgénicos y
aceites esenciales

Evaluacion nutricional

Se formularon dietas funcionales (profilacticos) con 0.5% de &cido butirico y 0.5% de
aceite de orégano, en comparacion con una dieta control sin aditivos. Las dietas se
administraron a postlarvas PL12 durante 28 dias, evaluandose la ganancia de peso, tasa de
crecimiento especifico, supervivencia, recuento bacteriano intestinal (UFC/g), y la
composicion de la microbiota mediante siembra en medios selectivos y analisis de diversidad

microbiana.

Resultados y Discusion
Caracterizacion bacteriana

Se aislaron 132 cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Aeromonas, Pseudomonas
y Vibrio. El 65% correspondié a Vibrio spp., principalmente V. parahaemolyticus y V.

harveyi, lo que coincide con los registros historicos de brotes en Ecuador, teniendo una
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presencia por zona analizada, segin se muestra en la figura 1. Las caracteristicas
morfolégicas y de color fueron determinadas antes de empezar la investigacion para la
seleccion de las cepas en cada agar caracteristico, sin embargo, las identificaciones

bioquimicas fueron realizadas de manera porcentual también por zona segin se muestra en

m Yaguachi
m— Sante elena
El Morro
m Taura

Sabana Grande

B

la figura 4.

Figura 4.- Porcentaje de bacterias aisladas por zonas analizadas segun sus caracteristicas morfoldgicas.
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Figura 5.- Géneros de bacterias identificadas por agar para vibrios TCBS y Chromoagar.
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Los andlisis filogenéticos mostraron agrupamiento por area geografica, lo que evidencia
divergencia genética local probablemente influenciada por las condiciones ambientales
(salinidad, temperatura, materia organica). Las cepas provenientes de la zona de Taura y
Sabana Grande compartieron un 99% de similitudes con los aislamientos de Asia reportados
por He et al. (2017), lo que sugiere una posible propagacion global de linajes resistentes.

Datos no mostrados.

Resistencia a los antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad revelaron resistencia a multiples farmacos contra los
antibidticos convencionales ensayados cuyos resultados mostraron una resistencia
fenotipicamente de las bacterias a Amoxicilina, Lincomicyna, Vancomicina en todas las
cepas bacterianas de las zonas analizadas con un porcentaje de promedio para un 26% para

oxitetraciclina y de un 14% para florfenicol.

A. hydrophila
20

V. vulnificus . .. P. aeruginasa

\Y

parahemolitycus © N\ . . ATy S. putrefaciens

\Y

parahaemolyticus V. alginolyticus

V.
parahaemolitycus

Nota: La respuesta es de sensibilidad sobre los 15 mm de didmetro para las cepas analizadas.

Figura 6. Resultados de respuesta de antibiéticos en milimetros (mm).

Es importante indicar que todas las cepas correspondientes a Pseudomonas sp. presentaron
resistencia para todas las zonas de donde estas fueron aisladas. Lo que hizo determinar
mediante la busqueda de resistencia a 3 genes de solo los dos Unicos antibidticos permitidos
para acuicultura, se utilizaron tres primers para genes de resistencia a los genes floR, tetM,

tetA., representando solo un 5% de resistencia para el gen tetM y 0% de resistencia para el
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gen floR de florfenicol, lo que nos indica que no existe un indice de resistencia alta para las
cepas relacionadas para el cultivo de larvas y camarones, ddndonos una tranquilidad en
nuestro manejo. Es importante relacionar las posibles contaminaciones antropogénicas que
arrastran contaminacion a los afluentes de aguas naturales, convirtiéndose en un verdadero
problema de ecologia microbiana ambiental. Estos datos reflejan una presion antibiotica
historica en los sistemas larvarios, similar a la reportada por Dawood & Koshio (2018) y

consistente con los hallazgos de Mufioz (2022).

Distribucion de Diametros de Halos por Antibidtico
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Nota: Solo tres de los antibi6ticos presentaron resistencia al promedio de las cepas analizadas.
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Figura 7. Promedios de todas las cepas analizadas frente a 13 antibidticos

Las cepas més resistentes encontradas en todos los lugares analizados fueron las diferentes
Pseudomonas y se enfrentaron a los 13 antibioticos, presentando una resistencia con halos
inferiores a 10 mm, para todas las cepas de las cinco zonas, esto cambia el panorama de
busqueda de control de productos amigables que controlen a las Pseudomonas sp. debido a
que todos los productos que se usan son para el control de Vibrios sp. Es importante
puntualizar que en Ecuador no usamos antibidticos, sin embargo por sanidad ambiental
debemos conocer como estas funcionan frente a estos terapéuticos, puntualizando que
nuestro éxito en la produccion en Ecuador, radica en la utilizacion productos amigables con
el ambiente y con los camarones, profilacticos como acidos organicos, aceites esenciales,
Fito bioticos y en la actualidad bacteri6fagos para controlar las patologias bacterianas, sin

embargo conociendo la capacidad de producir toxinas por parte de las bacterias, se debe
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conocer como sus bombas de eflujo se encuentran trabajando, frente a terapéuticos nunca
empleados en la produccion de camarones (Fig. 8).

Es importante mencionar que las posibles causas de estas resistencias pueden deberse a
modificaciones ambientales como posibles cambios de temperaturas relacionadas con el
cambio climatico, que incrementan los indices RAM, lo que agudiza la resistencia a nivel

mundial, por condiciones ambientales (Reverter et al., 2020).
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Nota. Las Pseudomonas sp. presentaron resistencia marcada a los antibiéticos analizados en todas las zonas de estudio.

Figura 8. Géneros de bacterias identificadas por agar como Pseudomonas sp. en los diferentes lugares
analizados.

Actividad antimicrobiana de compuestos naturales

Las Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) mas bajas se obtuvieron con acido butirico
(0.25 — 0.5%) y aceite de orégano (0.5 - 1%), mostrando una inhibicion completa del
crecimiento de V. parahaemolyticus y V. harveyi. El aceite de eucalipto mostré una actividad
intermedia (CMI 1 - 2%), mientras que el acido formico fue menos eficaz contra
Pseudomonas spp. Sin embargo, acidos organicos de cadena corta como Ac. propiénico, Ac.
acetico, butirico han dado resultados interesantes en dosis que se mantienen entre los 1000
ppm 0 Menos.

La sinergia entre el acido butirico y el aceite de orégano resulté més eficaz que su uso
individual, probablemente debido a la desestabilizacion simultanea de la membrana
bacteriana y la acidificacion del ambiente intestinal, mecanismos descritos por Rossi et al.
(2021). Estas sinergias son efectivas no solo con estos dos productos, sino que la mezcla de

acidos organicos con cualquier Fito bidtico u aceite esencial potencializa su accion
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bactericida, disminuyendo su dosis de uso y por consecuencia su costo.

Las Pseudomonas sp. de las diferentes zonas, al ser probadas contra &cidos organicos
como &cido formico, acido lactico, &cido acético tuvieron una concentracion minima
inhibitoria de 400 y 200 pmm respectivamente. Otros acidos fueron también probados con
una respuesta de como entre los 1000 ppm o en algunos casos con una media de 2500 ppm,
esto nos da una estrategia de uso de estos productos profilacticos como alternativas
importantes para el reemplazo de los antibidticos.

Las Pseudomonas sp. fueron controladas de manera efectiva con dosificaciones menores
a los 800 ppm., lo que nos asegura un control de estas cepas sin causar ningun inconveniente
con resistencia como se evidencid con los antibiogramas ensayados. Asegurandonos que el
control profilactico es méas adecuado.

En el caso particular de los aceites esenciales, las concentraciones son mas bajas para
lograr el control de las cepas patdgenas aisladas de brotes de mortalidades en sistemas
productivos, dando concentraciones de inclusion en el alimento balanceado con de 150 a 200
ppm para lograr un efecto bactericida y lograr mantener controlado los problemas de
mortalidades por bacterias. En otros extractos de canela se han logrados dosis bactericidas a

50 ppm de inclusion extra-pellet.

900
800
700

60
50
40
30
20
10
0

cuws ous
e(“ow“ V \? lft
o .

o O O O o o

Concentracion Minima Inhibitoria
(ppm)

o nd® .
ptt v~°‘“mg S. v““da v.a‘%‘“

Al mA2 mA3

Ac. Léctico (A1) concentraciones entre 400 y 600 ppm, Ac. Férmico (A2) Concentraciones entre 400 y 800 ppm, y Ac.
Acético (A3) concentraciones entre 200 y 800 ppm

Figura 9. Géneros de bacterias identificadas por agar para vibrios TCBS y Chromoagar
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ICédigo Cliente: Tea Tree !cadigu NG: SSA-7548-2024
Concentraci en ppm/Resultados en mm
Cepas Bacteriana 5
500 ppm | 250 ppm | 200 ppm | 150 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 25 ppm | 20 ppm | 10 ppm oy
Aeromonas Hydrofila N N N P P P P P
Pseudomona aeroginosa N N N P P P P P
Vibrio parahaemolyticus N N N P P P P P
Pseudomonas putrefaciens N N N P P P P P
ICodigo Cliente: Ajo ICédign NG: SSA-7548-2024
Con i en ppm/Resultados en mm
Cepas Bacteriana 5
500 ppm | 250 ppm 50 ppm | 25 ppm | 20 ppm | 10 ppm ppim
Aeromonas Hydrofila N N P P P P P
Pseudomona aeroginosa N N P P P P P
Vibrio parahaemolyticus N N P P P P P
Pseudomonas putrefaciens N N P P P P P

Observacion: Los resultados del ensayo son obtenidos en base a las concentraciones sugeridas por el cliente.

48 HRS MEDIO SOLIDO
24 HRS MEDIO LiQUIDO =

Figura 10. Concentracion minima letal empelando bacterias patdgenas y aceites esenciales.

Efecto de las dietas funcionales

Las dietas funcionales mejoraron significativamente la supervivencia (83 + 2.4%) en
comparacion con la dieta control (65 * 3.1 %). Se observé una reduccién del 70% en la carga
intestinal de Vibrio spp., ademéas de un aumento en la diversidad microbiana beneficiosa
emplando cepas probidticas, que utilizan géneros como Bacillus sp., Lactobacillus sp.,
Pedioccocus sp., y especies de Bacillus megaterium, B. pomilos, B. polimixa, entre otras
cepas aplicadas en los alimentos balanceados extra pellet con bafios de aceite y aglutinante
para ser dispersado incluso a través de los alimentadores automaticos, en una relacién de
1000 mL por saco de 25 Kg, con toda la mezcla.

La histologia intestinal mostré un epitelio intacto y la presencia de microvellosidades bien
desarrolladas, lo que indica una mejor absorcién de nutrientes. Estos efectos confirman que
la nutricion funcional no solo actia como profilaxis, sino también como inmuno-nutricién,

fortaleciendo la barrera intestinal y reduciendo la dependencia de antibiéticos.
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Resumen

La acuicultura, clave para la seguridad alimentaria, enfrenta desafios sanitarios y nutricionales, especialmente
por el uso de antimicrobianos y la disbiosis intestinal. La microbiota intestinal es esencial en funciones
digestivas, inmunologicas y homeostaticas. Frente a la variabilidad de resultados con probioticos y prebidticos,
se propone la microbiota sintética como alternativa racional y funcional para mejorar la salud de organismos
cultivados. La microbiota sintética implica el diseno y ensamblaje de comunidades microbianas cultivadas in
vitro, con funciones especificas. Su desarrollo se apoya en tecnologias como la secuenciacion de alto
rendimiento y modelos computacionales (1). Aunque el OMMI12 en ratones ha demostrado eficacia, en peces
aun se requiere construir modelos similares que consideren su alta plasticidad intestinal.

Estrategia terapéutica. Como alternativa a los antibidticos, la microbiota sintética podria recolonizar el
intestino tras disbiosis, utilizando cepas cultivables y funcionales (2). Esto permitiria restaurar funciones
perdidas sin introducir comunidades desconocidas, como ocurre en los trasplantes fecales. La ingenieria
genética puede potenciar estas bacterias, aunque existen retos regulatorios y de bioseguridad.

Estrategia preventiva. Una microbiota sintética también puede actuar como barrera ante patdogenos, mediante
exclusion competitiva, produccion de metabolitos antimicrobianos y activacion inmune. Su disefio puede
incluir cepas nativas resistentes a perturbaciones ambientales, que fortalezcan el tejido inmunoldgico
intestinal y reduzcan el uso de farmacos (3).

Funciones digestivas y nutricionales. La optimizacion de la digestion es otra meta clave. Se podrian incluir
cepas productoras de enzimas (amilasas, proteasas, celulasas), bacterias fermentadoras de carbohidratos
complejos y generadoras de acidos grasos benéficos, o incluso disefiar consorcios que produzcan vitaminas
o bioestimulantes internos, mejorando la conversion alimenticia y bienestar animal.

Desafios. Persisten obstaculos técnicos (aislamiento de cepas), regulatorios (falta de marcos normativos) y
éticos (riesgos ecoldgicos y percepcion publica). Ademas, se requiere capacitacion del personal y validacion
bajo condiciones reales de cultivo.

Perspectivas. En fases tempranas, la microbiota sintética podria integrarse en estrategias de nutricion de
precision, bienestar animal y gestion ambiental. La combinacion de biotecnologia, inteligencia artificial y
ecologia microbiana augura sistemas acuicolas mas resilientes y sostenibles.

Conclusiones. La microbiota sintética representa una via prometedora y sostenible para mejorar salud,
nutricion y resistencia en acuicultura. Su desarrollo requiere un enfoque multidisciplinario, evidencia robusta
y marcos regulatorios adecuados para su implementacion segura.

Palabras clave: Microbiota; Nutricion Acuicola; Sanidad
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Introduccion

La acuicultura representa en la actualidad una de las actividades productivas de mayor
crecimiento a nivel mundial, aportando alimentos de alto valor nutricional y contribuyendo
significativamente a la seguridad alimentaria y el desarrollo econdémico de numerosas
regiones (FAQO, 2022). Sin embargo, su avance ha estado acompafiado de importantes retos
relacionados con la sanidad y la nutriciéon de los organismos cultivados, entre los que
destacan el impacto de enfermedades infecciosas y el uso indiscriminado de antimicrobianos,
con las consecuentes afectaciones a la microbiota intestinal, la generacion de resistencia

bacteriana y alteraciones ambientales (Budiati ef al., 2013; Fang et al., 2021).

La microbiota intestinal, considerada ya como un “6rgano” funcional por su participacion en
procesos digestivos, metabdlicos, inmunoldgicos y neuroendocrinos, cumple un papel
esencial en la homeostasis del hospedero (Medina-Félix et al., 2023). Su composicion diversa
y dinamica le permite adaptarse a cambios ambientales y dietéticos, generando un equilibrio
que contribuye a la proteccion contra patdogenos mediante mecanismos de competencia por
nutrientes y nichos de colonizacion, asi como la modulacion de respuestas inmunologicas
locales y sistémicas (Yukgehnaish ef al., 2020; Ohira et al. 2017). No obstante, este equilibrio
puede verse alterado, dando lugar a la disbiosis, una condicién asociada a la pérdida de
funciones protectoras de la microbiota y al incremento en la susceptibilidad a infecciones
(Medina-Félix et al., 2023).

En el contexto de la acuicultura, las estrategias para mantener o restaurar el equilibrio
microbiano intestinal han considerado el uso de probioticos, prebidticos, simbioticos y
tecnologias como el biofloc, que han demostrado efectos benéficos en parametros de
crecimiento, conversion alimenticia y resistencia a enfermedades en distintas especies de
peces (Martinez-Porchas ef al., 2023). Sin embargo, la evidencia sugiere que estas
intervenciones, si bien efectivas, presentan variabilidad en sus resultados, dependientes de
multiples factores como la especie cultivada, el tipo de aditivo, las condiciones de cultivo y
la composicion inicial de la microbiota (Martinez-Porchas et al., 2023).

Ante esta situacion, surge la hipotesis de que el disefio racional de microbiotas sintéticas

podria constituir una estrategia innovadora para enfrentar los retos sanitarios y nutricionales
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de la acuicultura. La microbiota sintética se refiere a comunidades microbianas
artificialmente ensambladas in vitro, que reproducen no solo la composiciéon taxondémica
deseada, sino también funciones especificas orientadas a mejorar la salud y desempefio del
hospedero (Garibay-Valdez et al., 2024). Estas comunidades podrian emplearse tanto de
forma terapéutica, para recolonizar el intestino tras episodios de disbiosis ocasionados por
enfermedades o tratamientos antibidticos, como de manera preventiva, reforzando la
resistencia del hospedero frente a patdgenos, o incluso para potenciar capacidades digestivas
y metabolicas que optimicen el aprovechamiento de los alimentos (Martinez-Porchas et al.,
2025).

Si bien en modelos animales terrestres, como el raton de laboratorio, el concepto de
microbiota sintética ha avanzado considerablemente, con desarrollos estandarizados como el
OMM12 (Brugiroux et al., 2016), su aplicacion en organismos acudticos ain se encuentra en
etapas hipotéticas y exploratorias (Garibay-Valdez et al., 2024). La implementacion de
microbiotas sintéticas en peces representa un desafio, pero al mismo tiempo una oportunidad
de vanguardia para transformar el manejo sanitario y nutricional en la acuicultura, mediante
herramientas biotecnoldgicas cada vez mas precisas y sustentables.

En este contexto, la presente ponencia tiene como propoésito reflexionar sobre las
posibilidades de disefiar microbiotas sintéticas como aliadas en la nutricion y salud de
organismos cultivados, abordando tres enfoques complementarios: (i) el uso terapéutico para
reversion de disbiosis, (ii) el papel preventivo para resistir la colonizacioén por patdogenos, y
(111) la optimizacion de funciones digestivas y nutricionales. Si bien la propuesta se encuentra
en un nivel principalmente hipotético, resulta relevante sentar bases conceptuales y
metodologicas que favorezcan futuras investigaciones orientadas a su aplicacion en la

acuicultura.

Bases Conceptuales de la Microbiota Sintética

La nocion de microbiota sintética surge como una evolucion natural de los estudios sobre la
estructura y funcién de las comunidades microbianas intestinales. Bajo este concepto, se
plantea el ensamblaje racional de consorcios microbianos definidos, cultivados y combinados

in vitro, orientados a reproducir no solo la composicion taxondmica de las comunidades
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originales, sino también las funciones metabolicas, inmunologicas y ecoldgicas que aportan
beneficios al hospedero (Kumar et al., 2022). Esta aproximacion ha sido posible gracias al
avance de técnicas de secuenciacion de alto rendimiento, cultivos dirigidos y modelado
computacional, que permiten identificar los componentes clave de la microbiota y sus
interacciones, generando asi plataformas experimentales de alto control (Garibay-Valdez et
al., 2024).

Los modelos animales terrestres han liderado la incorporacion de microbiotas sintéticas,
destacando el caso del Oligo-Mouse-Microbiota (OMM12), un consorcio de 12 cepas
bacterianas aisladas, cultivables y estandarizadas que representan las funciones centrales de
la microbiota murina (Brugiroux ef al., 2016). Esta comunidad sintética ha permitido estudiar
de forma precisa procesos de colonizacion, interacciones microbio-microbio y microbio-
hospedero, asi como evaluar respuestas inmunoldgicas y metabolicas con un nivel de
reproducibilidad dificil de lograr en modelos convencionales (Stecher, 2021).

Por otro lado, en acuicultura los avances han sido mas limitados, aunque existe un creciente
interés en trasladar estos conceptos a especies acuaticas, particularmente peces. La evidencia
generada en modelos gnotobidticos de peces, como el pez cebra (Danio rerio), resalta la
urgencia de contar con consorcios sintéticos estandarizados que permitan estudiar las
interacciones funcionales entre microbiota y hospedero con mayor precision (Garibay-Valdez
et al., 2024). La propuesta de desarrollar comunidades andlogas al OMM12 para peces, por
ejemplo, para el pez cebra, se fundamenta en la necesidad de aislar variables y modelar la
contribucion especifica de ciertos taxones a procesos digestivos, inmunologicos o de
resistencia a patdgenos.

La plasticidad que caracteriza a la microbiota intestinal de peces es otro factor clave para
sustentar la viabilidad de estrategias basadas en microbiota sintética. En tilapia, por ejemplo,
se ha documentado que la exposicion a probidticos, prebiodticos o sistemas biofloc puede
modificar la composicion de la comunidad intestinal, manteniendo a la vez un desempefio
fisiolégico adecuado y sugiriendo un margen amplio de tolerancia a modificaciones
controladas (Martinez-Porchas et al., 2023). Esta flexibilidad microbiana es especialmente
relevante al considerar el ensamblaje de microbiotas sintéticas que se integren al hospedero

sin desencadenar respuestas adversas o incompatibilidades funcionales.
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Finalmente, la microbiota sintética se perfila como una herramienta con multiples
aplicaciones potenciales: desde el restablecimiento de comunidades tras eventos disruptivos,
hasta el reforzamiento de barreras inmunoldgicas y la optimizacion de la eficiencia digestiva
mediante la introduccidén de cepas con capacidades metabolicas especificas (van Leeuwen,
et al., 2023). Estos elementos hacen de la microbiota sintética un campo emergente que,
aunque en fase inicial para la acuicultura, merece ser explorado como un recurso

biotecnoldgico con un alto potencial de innovacion (Figura 1).
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Figura 1. Aplicacion de microbiota sintética en la acuacultura. 1) Recuperacion de muestras del contenido
intestinal de peces; 2) Aislar bacterias utilizando diversos medios de cultivo en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas; 3) Identificacion de las cepas puras mediante secuenciacion; 4) Caracterizacion de bacterias con
base en su morfologia, capacidad metabolica y enzimatica; 5) Seleccion de bacterias clave para el desarrollo
del hospedero, que puedan promover el estado de salud, digestion, prevenir contra patdgenos y mejorar el
sistema inmune; 6) Es posible utilizar ingenieria genética para una manipulacion del ADN de las bacterias
seleccionadas y aumentar, ain mas, su eficiencia en el hospedero; 7) Diseflo y ensamble in vitro de consorcio
microbiano para la generacién de una microbiota sintética, la cual de contar con compatibilidad microbiana,
balance ecoldgico, comunicacion bacteriana (Quorum sensing) e intercambio metabolico; 8) Prueba in vitro de
la comunidad microbiana sintética mediante el uso de biorreactores como simuladores intestinales, ciencias
multiémicas y cultivos anaerébicos; 9) Evaluacion de microbiota sintética in vivo en condiciones de laboratorio;
10) Implementacion de microbiota sintética en poblaciones de organismos cultivados en la industria acuicola y
su evaluacion como : a) para su uso terapéutico en revertir disbiosis; b) preventivo para resistir enfermedades

causadas por patogenos; ¢) Nutricion mejorando capacidad digestiva y metabolica.



132

Disefio de Microbiota Sintética como Estrategia Terapéutica

Una de las aplicaciones mas prometedoras de la microbiota sintética en acuicultura consiste
en su uso como medida terapéutica para revertir procesos de disbiosis. La disbiosis, entendida
como la alteracion del equilibrio de la microbiota intestinal, puede ser desencadenada por
diversas causas, entre las que destacan el uso prolongado de antibiodticos, enfermedades
infecciosas, estrés ambiental y dietas de baja calidad (Medina-Félix et al., 2023). Estas
alteraciones pueden derivar en disminucion de la resistencia frente a patdogenos, menor
eficiencia digestiva y vulnerabilidad inmunolégica, lo que en ultima instancia afecta el
desempefio productivo de los animales cultivados (Martinez-Porchas ef al., 2023).
Tradicionalmente, las estrategias para la recuperacion de la microbiota tras episodios de
disbiosis han contemplado la administracion de probidticos, prebiodticos o simbioticos, con
resultados positivos pero en ocasiones inconsistentes, dependientes de la capacidad de las
cepas administradas para colonizar y establecerse en el tracto intestinal (Infante-Villamil et
al., 2021). En este sentido, el disefio de consorcios microbianos sintéticos ofreceria ventajas
relevantes al permitir seleccionar taxones cultivables y compatibles, previamente
caracterizados en cuanto a su funcionalidad, que podrian reconstituir de forma mas efectiva
la comunidad intestinal, restableciendo tanto la diversidad como las funciones esenciales
(Garibay-Valdez et al., 2024).

Los modelos gnotobioticos y las técnicas de aislamiento de cepas nativas proporcionan
herramientas para identificar bacterias clave dentro de la microbiota intestinal de peces,
aquellas capaces de modular la respuesta inmunologica, producir metabolitos beneficiosos o
competir exitosamente contra patégenos (Medina-Félix ef al., 2023). Estas bacterias pueden
conformar la base de microbiotas sintéticas orientadas a la recolonizacion terapéutica,
sustituyendo comunidades alteradas o empobrecidas por conjuntos funcionalmente
equivalentes, pero con caracteristicas de mayor estabilidad y predictibilidad.

Un ejemplo paradigmatico fuera del ambito acuicola es la terapia de trasplante fecal en
humanos, la cual se basa en recolonizar la microbiota tras eventos de disbiosis severa como
infecciones por Clostridioides difficile (Bakken et al., 2011). Sin embargo, en peces no se
han implementado procedimientos anidlogos a gran escala, principalmente por la falta de

consorcios estandarizados y protocolos regulados para su liberacion en sistemas de cultivo.
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Esto refuerza la pertinencia de explorar microbiotas sintéticas como alternativa mas
controlada y especifica, evitando la transferencia de comunidades completas potencialmente
portadoras de genes de resistencia o elementos no deseados.

De forma complementaria, los avances en ingenieria genética y biologia sintética abren la
posibilidad de optimizar ain mas estos consorcios, introduciendo genes o funciones de
interés, como la produccion de bacteriocinas, enzimas digestivas o compuestos
antiinflamatorios, con el fin de potenciar su eficacia terapéutica (Martinez-Porchas et al.,
2025). No obstante, tales propuestas requieren superar retos técnicos y regulatorios
significativos, asi como estudios de bioseguridad rigurosos para garantizar que los
organismos modificados no representen un riesgo ambiental o para la salud publica (Wesseler
etal., 2023).

En sintesis, la aplicacion terapéutica de microbiotas sintéticas representa una linea de
investigacion con elevado potencial para mejorar la resiliencia de los organismos acudticos
ante episodios de disbiosis, reemplazando practicas menos sostenibles como el uso intensivo
de antibidticos y contribuyendo a sistemas de produccion mas saludables y ambientalmente

responsables.

Disefio De Microbiotas Sintéticas Como Estrategia Preventiva

Ademas de su potencial terapéutico, la microbiota sintética podria desempefiar un papel
estratégico como medida preventiva frente a la colonizacion por patdgenos en sistemas
acuicolas. El concepto de “exclusion competitiva” resulta fundamental en este contexto, y se
basa en que una microbiota estable, diversa y funcional ocupa los nichos ecoldgicos del
intestino y limita las posibilidades de implantacion de microorganismos patdgenos (Medina-
Félix et al., 2023). A través de competencia por nutrientes, produccion de metabolitos
antimicrobianos y estimulacion de barreras inmunologicas, las bacterias comensales
contribuyen a la proteccion del hospedero, evitando que bacterias oportunistas proliferen y
desencadenen procesos infecciosos (Yukgehnaish et al., 2020).

Sin embargo, la estabilidad de la microbiota natural puede verse comprometida por factores
comunes en acuicultura, como variaciones bruscas de temperatura, densidades de cultivo

elevadas, cambios en el régimen alimenticio o el estrés asociado al manejo. Dichas
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perturbaciones pueden reducir la diversidad microbiana y crear ventanas de oportunidad para
la colonizacion por patdgenos (Medina-Félix et al., 2023). En este sentido, el disefio de
consorcios sintéticos estandarizados podria garantizar la presencia de taxones clave con
funciones preventivas, seleccionados especificamente por su capacidad de exclusion
competitiva y resistencia a fluctuaciones ambientales.

Este tipo de consorcios podria disefiarse a partir de bacterias autoctonas previamente
caracterizadas y cultivadas, priorizando aquellas con demostrada habilidad para formar
biopeliculas protectoras, generar sefales de comunicacién (quorum sensing) que favorezcan
la estabilidad comunitaria y modular respuestas inmunitarias del hospedero (Martinez-
Porchas et al., 2025). Asimismo, podrian incluir cepas con capacidad de producir moléculas
antimicrobianas naturales, como bacteriocinas o acidos grasos de cadena corta, generando un
entorno hostil para patdégenos sin recurrir a antibidticos (Drider, 2021).

De manera adicional, la microbiota sintética orientada a la prevencion puede desempefiar un
rol complementario al estimular la maduracion y funcionamiento de las mucosas intestinales.
La estimulacion del tejido linfoide asociado al intestino (GALT), la produccion de
inmunoglobulinas (IgT) y la liberaciéon de péptidos antimicrobianos forman parte de las
interacciones positivas que las bacterias beneficiosas pueden inducir, fortaleciendo asi las
defensas del hospedero (Medina-Félix et al., 2023). Estas caracteristicas pueden ser
priorizadas en el disefio de microbiotas sintéticas con fines preventivos, fomentando animales
mdas resistentes a condiciones adversas y menos dependientes de intervenciones
farmacologicas.

Si bien este enfoque aun se encuentra en fase conceptual para la acuicultura, la experiencia
documentada en modelos murinos demuestra que consorcios microbianos estandarizados
pueden contribuir a la proteccion frente a patdgenos intestinales (Brugiroux et al., 2016),
reforzando la pertinencia de su adaptacion a especies acuaticas. La perspectiva de incorporar
microbiotas sintéticas como barrera biologica preventiva representa, por tanto, una
alternativa con alto potencial para reducir la incidencia de enfermedades, disminuir el uso de

antimicrobianos y consolidar précticas acuicolas mas sostenibles.
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Disefio de Microbiota Sintética Orientada a Funciones Digestivas y Nutricionales

La funcion digestiva de la microbiota intestinal constituye uno de los pilares para el
desarrollo 6ptimo de los organismos acudticos cultivados. Numerosos estudios han
demostrado que las comunidades microbianas intestinales desempefian un papel esencial en
la hidrolisis de macromoléculas dietarias, la liberacion de nutrientes asimilables y la sintesis
de compuestos bioactivos que favorecen la absorcion de micronutrientes (Medina-Félix et
al.,2023). Asimismo, la microbiota intestinal puede participar en la produccion de vitaminas
esenciales, como la vitamina B12, y en la transformacion de compuestos no digeribles por el
hospedero en metabolitos aprovechables (Ruiz-Rodriguez et al., 2022).

La propuesta de disefar microbiotas sintéticas orientadas a optimizar estas funciones
digestivas resulta altamente atractiva en acuicultura, donde la eficiencia de conversion
alimenticia es un factor clave para la rentabilidad y sostenibilidad de los sistemas
productivos. En este sentido, podrian seleccionarse consorcios microbianos que incluyan
cepas productoras de enzimas extracelulares, como amilasas, proteasas, lipasas o celulasas,
facilitando la degradacion de ingredientes vegetales comunmente empleados en dietas
balanceadas y aumentando asi la biodisponibilidad de los nutrientes (Martinez-Porchas et al.,
2023). Por ejemplo, cepas de Bacillus y Lactobacillus podrian integrarse por su conocida
capacidad de secretar proteasas y contribuir al aprovechamiento eficiente de las proteinas
vegetales, mientras que cepas de Clostridium no patdégenas podrian aportar celulasas para la
degradacion de polisacaridos complejos.

Otra posible aplicacion radica en la seleccion de microorganismos que promuevan la sintesis
de metabolitos funcionales, como acidos grasos de cadena corta, los cuales no solo aportan
energia a las células epiteliales intestinales, sino que ademas refuerzan la integridad de la
mucosa intestinal y participan en la modulacion de la inflamacion. El disefio de microbiotas
sintéticas ricas en bacterias fermentadoras de carbohidratos complejos, capaces de producir
butirato o propionato, podria representar un recurso innovador para fortalecer la salud
intestinal y prevenir trastornos entéricos en condiciones de cultivo intensivo.

AUn mas, la microbiota sintética podria contemplar funciones analogas a las de un
bioestimulante, mediante la liberacion controlada de vitaminas hidrosolubles, aminoacidos

esenciales o cofactores metabolicos de relevancia para el crecimiento y la inmunidad de los
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peces. Por ejemplo, estudios en otros modelos han mostrado que microorganismos
genéticamente modificados pueden secretar precursores de vitaminas como B-caroteno o
enzimas antioxidantes (Wang et al., 2021), abriendo la puerta para disefiar consorcios que,
ademas de participar en la digestion, provean suplementos endogenos a los peces, reduciendo
la dependencia de aditivos externos en la dieta.

En términos de aplicaciones potenciales, estos consorcios podrian utilizarse en etapas criticas
del ciclo productivo, como en el arranque de los juveniles, periodos de cambio de dieta, fases
de ayuno forzado o recuperacion tras tratamientos farmacologicos. También podrian
emplearse en estrategias de alimentacion de precision, disefiando microbiotas especificas
para dietas con alto contenido vegetal o ingredientes alternativos, que suelen ser menos
digeribles para los peces y originar problemas de transito intestinal o inflamacion.
Finalmente, no debe pasarse por alto el potencial de la microbiota sintética para modular
seflales neuroendocrinas vinculadas al apetito, el metabolismo energético y el
comportamiento alimenticio, procesos regulados en parte por el eje intestino—cerebro
(Medina-Félix ef al., 2023). Estas lineas de investigacion apenas comienzan a explorarse en
especies acuaticas, pero podrian en el futuro conformar un enfoque integral que combine
nutricion de precision, salud intestinal y bienestar animal a partir del manejo de comunidades
microbianas disefiadas.

En suma, la aplicacion de microbiotas sintéticas orientadas a mejorar la funcioén digestiva y
nutricional de los organismos cultivados ofrece perspectivas altamente innovadoras, con
impacto tanto en la productividad como en la sustentabilidad de la acuicultura moderna, y
anticipa un futuro donde los sistemas de produccion seran mas eficientes, resilientes y

adaptados a las necesidades biologicas reales de las especies cultivadas.

Desafios Técnicos, Eticos y Regulatorios

A pesar de su enorme potencial, el disefio y la implementacion de microbiotas sintéticas en
acuicultura enfrentan multiples desafios que no pueden pasarse por alto. En primer lugar,
existe un reto técnico considerable relacionado con la seleccion, aislamiento, cultivo y
preservacion de los taxones que integrardn los consorcios sintéticos. Aunque muchos

miembros de la microbiota intestinal de peces son cultivables, persisten microorganismos
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que requieren condiciones especificas ain no reproducibles en laboratorio, lo que limita la
reconstruccion completa de una comunidad funcional (Garibay-Valdez et al., 2024).

Por otra parte, aunque se han logrado importantes avances en tecnologias de edicion genética
como CRISPR-Cas9 (Arroyo-Olarte et al., 2021), la capacidad de manipular cepas no modelo
(es decir, que no sean Escherichia coli u otras bacterias cldsicas) sigue siendo restringida,
tanto por limitaciones tecnoldgicas como por el alto costo de los procesos de edicion, la baja
tasa de transformacion y el control de la estabilidad de los rasgos genéticos en condiciones
reales de cultivo. Asimismo, la introduccion de genes foraneos o modificaciones especificas
en microorganismos destinados a ambientes abiertos, como los sistemas acuicolas, implica
un riesgo ecoldgico relevante, ya que se desconoce el impacto de su diseminacion en
ecosistemas circundantes y en especies no objetivo.

Desde la perspectiva regulatoria, aiin no existen marcos normativos solidos y especificos para
evaluar y aprobar la liberacién de microbiotas sintéticas en acuicultura. La mayoria de las
regulaciones actuales se enfocan en probidticos tradicionales y aditivos alimenticios, pero no
contemplan los escenarios complejos que implica liberar comunidades disefiadas con
componentes genéticamente modificados o ensambladas de manera artificial (Chiefti et al.,
2022). En consecuencia, la aplicacion de estos consorcios podria requerir protocolos de
bioseguridad rigurosos, monitoreo ambiental y evaluacion de riesgos, asi como nuevas
directrices regulatorias que definan claramente su estatus juridico y su gestion a largo plazo.
Anivel ético, también surgen preocupaciones en torno a la manipulacion de microorganismos
con potencial de transferencia horizontal de genes de resistencia u otros rasgos no deseables.
Incluso las estrategias de “kill-switch” basadas en circuitos genéticos autorregulados,
pensadas para impedir la persistencia de microorganismos en condiciones no controladas
(Chan et al., 2016), se encuentran aiin en desarrollo y carecen de validacion a gran escala en
sistemas acuaticos. Por ello, la aceptacion social de estos enfoques podria verse
comprometida si no se comunican de forma clara sus beneficios, limitaciones y medidas de
seguridad.

Otro aspecto relevante es la capacitacion del personal técnico y de los productores para
manejar microbiotas sintéticas. La implementacion efectiva de estos consorcios exige una

comprension detallada de su funcionamiento, requisitos de almacenamiento, protocolos de
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dosificacion y monitoreo de su eficacia, factores que aun no forman parte de la formacién
tradicional en acuicultura.

Finalmente, no puede ignorarse la necesidad de estudios longitudinales que validen el
desempefio de las microbiotas sintéticas en condiciones reales de cultivo, considerando
variables como salinidad, temperatura, calidad del agua, interaccién con el fitoplancton o
zooplancton, y la presencia de patdégenos endémicos, todos ellos elementos que podrian
afectar su persistencia y funcionalidad.

En sintesis, aunque el potencial de la microbiota sintética es innegable, sera necesario superar
obstaculos técnicos, normativos y €ticos, ademas de generar evidencia cientifica robusta y
sistemas de gobernanza adecuados, antes de que pueda convertirse en una herramienta

practica, segura y socialmente aceptada para el sector acuicola.

Perspectivas Futuras

El concepto de microbiota sintética en acuicultura ain se encuentra en una fase inicial y
principalmente tedrica, pero el creciente conocimiento sobre la ecologia microbiana
intestinal, la plasticidad funcional de los peces y las herramientas de biologia sintética abren
un panorama alentador para su desarrollo. A mediano plazo, la caracterizacion detallada de
los miembros clave de la microbiota de especies acuicolas de interés, asi como la
identificacion de sus funciones especificas mediante estudios multi-Omicos, permitiran
definir con mayor precision los elementos indispensables para disefiar consorcios sintéticos
robustos y funcionales.

La construccion de comunidades sintéticas analogas a modelos estandarizados como el
OMMI2 en ratones (Brugiroux et al., 2016) constituye un referente que podria adaptarse a
peces, priorizando bacterias autdctonas y compatibles con los sistemas productivos. Estas
comunidades podrian ser ensayadas bajo condiciones controladas, mediante modelos
gnotobidticos de peces, para evaluar su integracion, estabilidad y desempefio en la mejora de
parametros sanitarios y nutricionales. Posteriormente, estudios de campo y evaluaciones de
bioseguridad serian fundamentales para validar su aplicacion a gran escala.

Otra perspectiva relevante es la integracion de la inteligencia artificial y las ciencias de datos

para modelar interacciones microbianas complejas, predecir resultados funcionales y
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optimizar disefios de microbiotas sintéticas antes de su validacion in vivo. Esto permitiria
reducir tiempos y costos de experimentacion, generando herramientas de apoyo para el
disefio racional de consorcios microbianos con objetivos especificos.

Finalmente, la incorporacion de estos enfoques en estrategias de nutriciéon de precision,
bienestar animal y gestion ambiental abre oportunidades para repensar la acuicultura del
futuro, haciendo frente a los retos de sostenibilidad, eficiencia y reduccion del uso de
antibiodticos. La convergencia de biotecnologia, bioinformatica y ecologia microbiana podra
sentar las bases de sistemas de cultivo mas resilientes, responsables y adaptados a los

requerimientos de la demanda global de proteina acuatica.

Conclusiones

La microbiota intestinal de los organismos acudticos cultivados constituye un elemento
esencial para su salud, desempefio productivo y resiliencia frente a enfermedades. Las
evidencias acumuladas en los ultimos afios han permitido reconocerla como un 6rgano
funcional capaz de modular procesos digestivos, inmunoldgicos y neuroendocrinos de
manera profunda. En este contexto, el concepto de microbiota sintética emerge como una
estrategia biotecnologica prometedora para disefiar comunidades microbianas racionales,
dirigidas a restaurar la homeostasis intestinal tras episodios de disbiosis, reforzar la
resistencia a patdgenos o mejorar la eficiencia nutricional y metabolica de los peces
cultivados.

Aunque este enfoque altn se encuentra en una fase hipotética dentro de la acuicultura, las
experiencias en otros modelos animales, junto con el desarrollo de tecnologias de cultivo,
secuenciacion, edicion genética y bioinformatica, permiten vislumbrar su viabilidad a
mediano plazo. La adaptacion de consorcios sintéticos estandarizados, su validacion en
condiciones controladas y la generacion de marcos regulatorios claros seran pasos
determinantes para su implementacion responsable y segura.

De adoptarse con el rigor cientifico necesario, la microbiota sintética podria consolidarse en
el futuro como una herramienta innovadora y sostenible para la acuicultura moderna,
contribuyendo a la reduccion del uso de antimicrobianos, al aumento de la eficiencia

productiva y a la mejora del bienestar de los organismos cultivados. Sin duda, la construccion
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de este conocimiento requerira de una colaboracion multidisciplinaria, donde confluyan la
microbiologia, la biotecnologia, la nutricién y la ecologia, para consolidar soluciones que

respondan a los retos actuales y futuros de la produccion acuicola.
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Abstract

Aquaculture is the fastest growing food production sector globally. It is important for human nutrition and
economic development, but rapid growth is confronted by several challenges, particularly bacterial disease,
especially with pathogenic species such as Vibrio vulnificus which has potential for severe economic losses.
Antibiotic resistance is on the rise thereby elevating food safety risks. Therefore, alternative strategies are
necessary to combat bacterial infection. One such alternative treatment is Polyhydroxybutyrate (PHB), a
biodegradable biopolymer which is considered more sustainable than antibiotics in aquaculture. Studies have
shown PHB and its degradation products have the potential against infections. PHB has not only been shown
to act as an energy reserve for microbes, but anti-adhesion, anti-biofilm, and anti-virulence, properties that limit
the pathogenicity of vibrio species. There is evidence to suggest that Poly-B-hydroxybutyrate has beneficial
effects on immune response, increased stress tolerance, and improved survival in cultured aquatic animals.
Studies with controlled environments using shrimp and finfish have demonstrated that dietary PHB can enhance
growth performance, activities of enzymes that provide immune response, and resistance to pathogenic
vibrios. There are few studies investigating the use of PHB against V. vulnificus in aquaculture. Future research
priorities that may include the molecular modes of action of PHB, in vivo host-microbe interactions, and the
low-cost or large-scale production of PHB, may help improve options for successful emerging disease
management practices. This review highlights the applicability of PHB as a safe, multifunctional, and
environmentally sustainable biocontrol agent. It combines disease suppression and host health benefits into
what could be a useful and viable alternative to antibiotics, offers excellent potential to assist with controlling

V. vulnificus outbreaks, and provides sustainability to aquaculture systems.

Keywords: Vibrio vulnificus, aquaculture, polyhydroxybutyrate
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Review

Aquaculture represents one of the fastest-growing food production segments on the global
scale (FAO), and it presents a key opportunity for employment generation, food security, and
social development in middle-income countries (Mishra et al., 2024). The increasing
incidence of microbial infections in aquaculture systems acts as an obstacle to growth in the
aquaculture industry (Seethalakshmi ef al., 2021). The Gram-negative bacteria in the
Vibrionaceae family, which cause disease in grow-out ponds and hatcheries, are of particular
concern (Kiran et al., 2014). Several Vibrio species, including the well-known pathogens V.
anguillarum, V. ordalii, and V. harveyi, have been reported to cause vibriosis in marine
animals and have been implicated in the major production losses (biological "crashes")
affecting aquaculture (Onohuean et al., 2022; Hickey et al., 2017). Aquaculture species such
as shrimp, shellfish, prawns, and finfish are highly vulnerable to Vibrio infections (Thompson
et al., 2004). These species can also carry strains that are harmful to humans. The most
common pathogens transmitted from seafood and other sources are V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, and non-O1/non-O139 V. cholerae (Vezzulli et al., 2016). Vibrio vulnificus is a
pathogen from the family Vibrionaceae present globally that can cause vibriosis in both
humans and aquatic animals (Xiao et al., 2021). It is transmitted through contaminated
seafood or brackish water and can enter the body by eating infected food or open wounds.
This bacterium is resistant to standard treatments and is found in many countries, including
India, Brazil, Thailand, and others. Its widespread presence poses major challenges in
treatment and control strategy (Bharathan et al., 2025).

Disease outbreaks in shrimp aquaculture are mainly caused by poor water quality,
overfeeding, poor farm management, and rapid increases in stocking density. Research and
development are continuing to advance reactive and proactive treatments, but we still lack
effective options to prevent or control disease outbreaks in shrimp farming. Finding
alternatives to antibiotics in aquaculture is a top priority (Selvin et al., 2015). In fact,
antibiotics are prohibited for controlling Vibrio infections in shrimp aquaculture in many
countries.it is necessary to explore other ways to manage these shrimp farming pathogens
(Kiran et al., 2014). Other options include marine natural products, smart biomolecules like

biosurfactants and poly-hydroxy butyrates (PHB), nanoparticles, quorum-quenching
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compounds, small bioactive peptides, and probiotics (Selvin et al., 2015). Natural
compounds such as algal extracts, phytobiotics, probiotics, prebiotics and synbiotics are all
safe for aquaculture.Nanomaterials are emerging as safer and more effective alternatives to
antibiotics, while vaccines targeting bacterial biofilm antigens offer greater protection than
those based on free-floating bacteria. Using these alternatives helps lower chemical hazards,
encourages organic farming practices, and promotes sustainable aquaculture (Seethalakshmi
etal., 2021).

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable polymers that are produced naturally and
are environmentally friendly alternatives to traditional petrochemical plastics, and PHAs
have similar material properties to a variety of thermoplastics. Of the various types of PHAs,
poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) is the most well-studied and well-characterized PHA.
Bacteria typically accumulate PHB in conditions of high carbon and energy sources and low
oxygen, nitrogen, or phosphorus. When the limiting nutrient becomes available to bacteria,
it can be used as a carbon and energy source, but it must be broken down by intracellular
depolymerases; PHB can also be degraded through hydrolytic mechanisms
(Sathiyanarayanan et al., 2013) Polyhydroxy butyrate (PHB) are energy storage substances
that can be produced by many microorganisms including Alcaligenes, Pseudomonas,
Staphylococcus and some algae, typically under conditions which are enriched in carbon and
nutrient-poor (low nitrogen) (Thapa et al., 2019). Certain strains of Vibrio, like V. natriegens,
are extremely effective at producing large quantities of intracellular PHB, making them an
attractive choice for industrial scale-level fermentation (Chien et al., 2007). Brevibacterium
casei MSI04 was isolation from the marine sponge The optimal submerged fermentation
conditions for Dendrilla nigra for PHB production were determined to be with a maximum
PHB yield of 6.74 g/L, 25 g/L of starch, 96 hours of incubation, 35 °C and 3% NaCl
concentration. The PHB was also shown to have some good antiadhesive activity against
Vibrio vulnificus with an activity of 96% (Kiran et al., 2014). While there has been progress
in large scale PHA production, it is not easy to find a low-cost host for low-cost PHB
production with new environments and sources of nutrients (Hong et al., 2019). In
aquaculture, luminescent Vibrio infections are associated with very high losses, particularly

when they are antibiotic resistant.
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Biofilms of pathogenic bacteria such as Vibrio vulnificus cause a significant risk to aquatic
animals such as fish and shrimp in aquaculture settings (Kiran et al., 2014; Kiran et al., 2020).
Biofilms significantly contribute to bacterial pathogenicity, stress resistance, and high
antibiotic resistance as a survival mechanism against antibiotics and the host immune system.
The formation of biofilm in Vibrio pathogens is a recognized virulence factor. Consequently,
eliminating or inhibiting their biofilm biomass is very important and could be a viable
alternative treatment for pathogenic Vibrio in aquaculture farms instead of conventional
antibiotics (Yildiz et al., 2009; Kiran et al., 2014). PHB has been found to be a source of
intracellular energy when both carbon and nitrogen are limiting or during environmental
stress (Sharma et al., 2019; Kiran et al., 2016). The use of PHB may provide effective control
of biofilm-forming pathogens like V. vulnificus and V. fischeri, as Kiran reported that PHB
functions as an anti-biofilm/anti-adhesive biocontrol agent, and can effectively suppress V.
harveyi in shrimp aquaculture. In bacterial biofilm, too, PBH inhibited the early stage of
biofilm development, including adhesion to the host cell by intermediate degradation (Kiran
et al.,2014). The use of PHB against bacterial pathogens is well-established. However, there
is a limited study documenting the applications of PHB in V. vulnificus infections in
aquaculture.

The mechanism of PBH for anti-effective activity involves various processes. The PHB is an
insoluble biopolymer that gets degraded inside the gastrointestinal tract of the treated aquatic
animals, such as shrimps and fish (Kiran et al., 2020). In the gut, PHB-degrading microflora
help in the metabolic degradation of PHB (Liu et al., 2010). The PHB is then fermented
through enzymatic degradation by PHB depolymerase (PHBDs) into water-soluble
monomers and oligomers of B-hydroxy-butyric acid (Anjulal et al., 2025) or by digestive
enzymes produced in the gut of the treated animal (Kiran ef al., 2020). The hydrolyzed form
of PHB to short-chain B-hydroxy-butyric acid has been reported to have effective anti-
virulent molecules in shrimps against the virulent Vibrio campbellii strain. (Defoirdt et al.,
2007). PHB has been shown to have low cell adhesion due to the surface accumulation of
methyl groups (Lee et al., 2013). Consequently, the accumulation of PHB in bacteria
protected Artemia franciscana from virulent Vibrio campbellii infection, suggesting that
PHB-accumulating/PHB-synthesizing bacteria could be an alternative treatment strategy in

aquaculture (Halet et al., 2007). Short-chain fatty acids, like PHB intermediates, are known
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to inhibit bacterial growth and have been reported in Artemia franciscana against Vibrio
campbellii LMG21363. Furthermore, the survival of Artemia nauplii infected with Vibrio
campbellii increased significantly with the treatment of short-chain fatty acids in the culture
water (Defoirdt et al., 2006).

PHB acts as an inducer of Heat Shock Protein 70 (HSP70), protecting infected Artemia from
V. campbelli infection (Baruah ef al., 2015). The phenotypic expression of virulence factors
such as motility, pili adhesion, bioluminescence, haemolysis, and quorum sensing was
effectively inhibited by PHB degradation intermediates in Vibrio strain PUGSKS (Kiran et
al., 2016). Studies have reported a pH-regulated treatment of PHB with NaOH, with
subsequent digestion of digestive enzymes, resulting in increased degradation and activity of
PHB (Roohi et al., 2018; Forni et al., 1999; Schryver et al., 2010). Similarly, another study
reported that the degradation of PHB intermediates in the Artemia gut may lower the pH,
causing cellular acidification, thereby inhibiting the virulence and pathogenicity of Vibrio
(Defoirdt et al., 2009; Kiran et al., 2016).

While PHB exhibits anti-effective activity against bacterial pathogens, PHB is beneficial to
the treated animals as it provides an energy source, increases the growth rate, and acts as a
symbiont of the intestinal bacterial community fig.1. (Schryver ef al., 2010; Kiran et al.,
2020). Poly—B—hydroxybutyrate—hydroxyvalerate (PHB-HV), when used as a supplement in
feed, acts as an immunostimulant in finfish (Suguna et al., 2014) and shrimps (Kiran et al.,
2020). According to Kiran et al., the PHB-treated shrimps showed significant weight gain,
with elevated activity of immune enzymes, antioxidant activity, and an increase in digestive
enzymes compared to control shrimp. The PHB-treated shrimps were also protected
against V. parahaemolyticus infection with 100% survival (Kiran et al., 2020). Lui et al.
demonstrated the synergistic effect of PHB-degrading probiotics and PHB biopolymers as a

synbioticum while protecting the shrimp against luminescent vibriosis (Lui et al., 2010).
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Figure 1. Schematic representation of Vibrio pathogenesis and the mode of action of PHB (Polyhydroxy

butyrate) on the shrimp’s overall physiology (Asiri, 2024)

PHB is an eco-friendly, non-invasive bioplastic that can be used for various applications,

including dietary supplements in feed as additives or coatings. PHB serves as a promising

alternative treatment to antimicrobial agents to mitigate the rise of antimicrobial resistance

and control Vibrio outbreak infections in aquaculture and its environment (Defoirdt et al.,

2009; Kiran et al., 2014; Kiran et al., 2020). However, using PHA/PHB is limited by several

factors, such as the high cost of PHA production processes, extraction, and purification, high-

quality requirements, and competition with conventional petroleum-based plastics.

Therefore, PHA/PHB has been regarded as a novel biocontrol agent to manage aquaculture

disease outbreaks (Asiri et al., 2024).
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Abstract

Daphnia magna, known as the water flea, is emerging as a sustainable alternative in aquaculture to reduce
dependence on fishmeal and soybeans. This microcrustacean has a high nutritional value with 6-8% lipids,
essential amino acids and concentrations of chitin (2.5-4%) and chitosan (2-3%) that stimulate the immune
system and the production of digestive enzymes. Research has shown that D. magna enriched with microalgae,
such as Haematococcus pluvialis and Chlorella vulgaris, significantly improves the performance of Penaeus
vannamei shrimp, resulting in greater biomass, high protein levels (up to 70.9%), and feed efficiency close to
100%. Cultivation is simple and economical, using organic waste such as rice bran and poultry manure. The
startup Daphnia Prime® managed to scale production with a yield of 0.5g of wet biomass per liter. The main
challenges include standardizing protocols, studying the intestinal microbiome, and commercial regulation.
This technology represents an innovative solution to make aquaculture more sustainable, efficient and resilient,

offering nutritional and immunological benefits to farmed organisms.

Keywords: Daphnia magna, Sustainable aquaculture, Bioencapsulation, Immunostimulant, Microalgae
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Progress

Daphnia magna: low-cost food, high nutritional content and immunostimulant potential

Global aquaculture production faces growing challenges related to sustainability and food
security. Pressure on fishing resources for fishmeal production and the impacts of soybean
expansion are driving the search for alternative protein sources. In this scenario, the
use of microcrustaceans such as Daphnia magna have stood out. This freshwater organism,
also known as water flea, has 6 to 8% lipids (Herawati et al., 2017), in addition to an essential
amino acid profile (Torrentera and Tacon, 1989). Furthermore, species of the genus Daphnia
have concentrations of 2.5 to 4% chitin and 2 to 3% chitosan, which are polysaccharides that,
in addition to accelerating growth, have immunostimulating properties and induce the
production of digestive enzymes such as trypsin, lipase and pepsin in the hepatopancreas of
the shrimp P. vannamei (Tseng et al., 2021). Our research team, in a work published by
Campos et al. (2025), observed immune-stimulating activities from the greater number of
total hemocytes in post-larvae of Penaeus vannamei shrimp when fed with D. magna
enriched with the microalgae Haematococcus pluvialis in the cystic phase, a phase in which

there is a greater accumulation of astaxanthin (Figure 1, Table 1).
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Figure 1. Daphnia magna enriched with Haematococcus pluvialis on cystic phase (Campos et al., 2025).

Available in https://doi.org/10.6084/m9.figshare.28599743.v1
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Table 1. Mean + standard deviation of growth variables of the Pacific white shrimp Penaeus vannamei,
cultivated for 33 days on symbiotic system in the nursery phase, submitted to three treatments: portion
supplemented with Daphnia magna flour enriched with the microalgae Haematococcus pluvialis in the cystic
phase (RDH); portion with commercial supplement (RSC); and regular commercial portion without adding
supplements, used for monitoring(R). SGR = Specific growth rate; FCR = Feed conversion ratio. (Data source:
Campos et al., 2025).

Parameters R RDH RSC
Final biomass(g) 48.78 +£5.01° 63.27 + 3.372 64.02 + 3.052
Final average weight 0.435 + 0.048°0.536 + 0.020° 0.564 + 0.021°
@

FCR 1.11+£0.092 1.05 + 0.05° 0.98 + 0.052
SGR (% day™) 13.52 + 0.34 14.16 + 0.11° 14.32 +0.142
Productivity (kg m3) 1.22 +0.12°1.58 + 0.082 1.60 + 0.08?

Note: Different letters between columns indicate statistical differences through the Tukey test (p < 0,05).

D. magna also acts as an efficient nutrient vector when it bioencapsulates microalgae rich in
proteins, pigments and antioxidant compounds. Bioencapsulation allows compounds that are
difficult to assimilate directly, such as those present in Chlorella vulgaris and
Haematococcus pluvialis, to be incorporated into the diets of cultivated species. In a study
conducted by our research group, Abreu et al. (2025) found significant improvements in P.
vannamei post-larvae regarding final weight increase (0.75 g), biomass of 18.05 g, protein
levels of 70.9%, lipid levels of 32.4% and feed efficiency of almost 100%, from the weekly
supply of D. magna enriched with C. vulgaris (5 and 10 individuals per shrimp) (Figure 2).
Campos et al. (2025) observed that the addition of D. magna meal enriched with H. pluvialis
(15% of the diet) provided biomass close to 63 g, increased protein (66%), chitin (3.3%),

chitosan (2.9%), carotenoids (20 pg g™) and astaxanthin levels, in addition to elevated

immunological responses.
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Figure 2. Daphnia magna enriched with Chlorella vulgaris in its cystic phase (Campos et al., 2025).
Awvailable in https://doi.org/10.6084/m9.figshare.28599743.v1

Cultivation is simple and can be carried out in low-cost systems, using organic waste and
aquaculture effluents, adding value and reducing environmental impacts. Thus, the
production of D. magna in controlled environments can use rice bran, yeast and poultry
manure, which reduces costs and increases accessibility for producers (Herawati et al., 2017).
Our research team, represented by the startup Daphnia Prime®, has successfully scaled D.
magna production, achieving a yield of 0.5 g of D. magna L! wet biomass. Daphnia Prime®

focuses on premium animal nutrition by supplying Daphnia magna in dried and frozen form


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.28599743.v1
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NUTRIGAO : ANIMAL

PRIME

(Figure 3).
Figure 3. Founding partners of the startup Daphnia Prime®, incubated at IncubaScience, a science-based
business incubator located at the Northeast Strategic Technologies Center (CETENE). Left: Dr. Barbara
Brandao, center: Prof. Dr. Clarissa Campos, and right: Dr. Jéssika Abreu. And graduate students Marianne

Lima(right) and Sofia Matos(left), who helped produce the Daphnia magna.
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Challenges

Despite advances, the use of D. magna still faces challenges. Studies are needed to
standardize enrichment protocols, optimize supply densities, evaluate effects on different
species and cultivation stages, and consider the economic impact of large-scale production.
Analysis of the intestinal microbiome, the expression of digestive enzymes, and the quality
of the final product in aquatic animals that consume them are important research fronts to
consolidate this strategy. Furthermore, regulation and commercial acceptance will be

determining factors for the adoption of this technology.

Perspectives

In summary, Daphnia magna presents itself as an innovative and promising solution to
diversify and strengthen the nutritional base of aquaculture, reducing pressure on traditional
resources and offering additional benefits to the health of farmed organisms. With the
advancement of multidisciplinary research and technological adjustments, this approach can

contribute to more sustainable, efficient, and resilient production systems.
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