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摘要: 在草鱼(Ctenopharyngodon idella)养殖系统中维持碳氮比为20︰1、水温(26.0±2.3)℃、pH7.2~7.8, 24 h不间断供氧以形成生物絮团, 监测培养过程中养殖水体总氮(TN)、总固体悬浮物(TSS)浓度、碱度的动态变化及分析生物絮团的营养组分, 并应用PCR-DGGE技术研究生物絮团的原核及真核微生物组成和动态变化。养殖水体TN变化范围为6.65~11.15 mg/L, 第9天达到峰值(10.11±1.05) mg/L, 第12天后和第0天时的TN水平无显著性差异(P>0.05); TSS浓度在第9天达到最大值(419.67±11.5) mg/L, 第15天后TSS稳定维持在244.67 mg/L; 碱度变化范围为136.68~239.20 mg CaCO3/L, 第 6天达到峰值后逐渐下降并趋于平稳。生物絮团的粗蛋白含量为30%(干重)。生物絮团原核微生物主要由变形菌门(Proteobacterium)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和某些未知不可培养的细菌组成, 蓝细菌(Cyanobacterium)只存在于生物絮团培养前期(第0、5、10天), 产碱菌科细菌(Alcaligenaceae)存在于生物絮团形成的整个过程, 且是第5、10、15天的优势菌。组成生物絮团的真核微生物隶属于原生动物门的斜叶虫属(Loxophyllum)、隐藻纲的隐鞭藻科(Cryptomonadaceae)及Goniomonas属、硅藻纲的双头菱形藻属(Nitzschia)。其中双头菱形藻属为絮团培养初始第0天到15天特有; 斜叶虫属在絮团培养后期分布较多。结论认为, 生物絮团系统在养殖的15 d左右达到稳定运行的状态, 能有效调节养殖系统菌藻分布, 控制养殖水质, 维持整个系统的平衡与良性发展。
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在陆地高产精养水产养殖系统内, 维持着相当高的养殖密度, 例如鱼类的养殖密度达到90 kg/m3[1]。在这样一个高投入系统中, 仅20%~30%的氮投入被利用[2−3]。剩余的氮被排放到水体并以无机氮的形式积累在养殖系统内, 达到对水产养殖有害的浓度[4]。生物絮团技术能在零或低水交换率的条件下改善养殖水体有毒无机氮的积累[4]。对生物絮团水产养殖系统的原位研究中发现, 硝化作用非常普遍。硝化作用能有效控制系统水质, 但是它不能实现对氮的循环利用[5]。在生物絮团系统内,异养微生物的代谢速率比硝化细菌高出40倍[6]。生物絮团技术以养殖水体中异养微生物群落对水体无机氮(总氨氮、亚硝酸盐氮、硝酸盐氮)的同化为基础[7], 通过调节养殖系统中的碳氮比来控制此功能的发挥[8]。实现对氮的去除和再利用是生物絮团技术应用于水产养殖领域的直接目的。因此, 相比絮团的物理变化, 生物絮团形成过程中水质变化、氮的综合变化以及絮团的营养组成更值得关注和研究[9]。
异养细菌是生物絮团系统中总氨氮去除的主要力量[10]。本研究团队对培养0~15 d组成生物絮团的原核微生物群落进行了相关研究, 发现生物絮团培养过程中的主要微生物类群隶属于变形菌纲(Proteobacteria)、放线菌纲(Actinobacteria)、芽孢杆菌纲(Bacilli)、拟杆菌纲(Bacteroidetes), 其中变形菌占据主要位置[11]。而关于培养15 d后的生物絮团中微生物群落组成变化未见研究报告, 生物絮团中的真核生物变化情况仅有一些显微镜检测的描述[12], 本实验应用DGGE技术对生物絮团培养过程中1~30 d的原核与真核微生物进行了研究, 同时检测了期间相关水质因子的变化情况。
1  材料与方法 

1.1  生物絮团的培养和饲养管理
将体质量为(121.61±14.23) g的草鱼(Cteno​p​h​a​​​r​y​ngodon idella)150尾, 随机分成3组, 每组50条鱼。养殖水泥池放水体积为340 L。饲喂粗蛋白为30%的某商品饲料, 日投喂2次, 投饲量以饱食为准, 同时根据投喂饲料的量添加饲料级葡萄糖, 维持整个过程养殖系统内碳氮比为20︰1, 饲养周期为30 d。整个实验周期内, 利用气盘24 h供氧, 氧气浓度维持在(7.80±0.54) mg/L, 水温(26.0±2.3)℃, 维持 pH7.2~7.8水平。饲养期间对养殖水体氨氮(
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-N)、总氮(TN)、总固体悬浮物(Total Suspended Solids, TSS)、碱度(alkalinity)等主要指标进行监测。水质参数每3天测定1次, 取样时间为上午 9:00。总氮的测定采用merc​k​P​​haro100多参数水质分析仪(德国)。碱度结果以每升水中碳酸钙的毫克数计。并在总固体悬浮物质量浓度为200 mg/L时收集生物絮团, 用200目筛绢网收集并风干, 送交广州分析测试中心测定其组成成分。 
1.2  微生物基因组DNA提取
培养过程每5天取1次水样, 30天共7次, 每个水样取200 mL, 用0.2 μm滤膜真空抽滤, 将滤膜用灭菌剪刀剪碎保存于50 mL灭菌离心管中备用。生物絮团微生物基因组DNA 的提取方法参照 OMEGA 微生物 DNA 提取试剂盒的具体操作步骤, 加入蛋白酶的同时加入 200 μL15%的 SDS, 最后用50 μL的 Elution Buffer 洗脱DNA , 总DNA用1%琼脂糖检测, (20℃保存备用。
1.3  PCR-DGGE及序列分析
采用针对16S rDNA基因的通用引物(F338-GC和 R534)和18S rDNA基因的通用引物(F1427-GC 和R1616)对7个时间点的样品微生物进行PCR-DGGE指纹分析[13−14], 其中 16S rDNA目的片段的变性梯度范围为30%~60%[15], 18S rDNA目的片段的变性梯度范围为25%~55%(80%的变性剂为7 mol/L的尿素和40%的去离子甲酰胺的混合物)[16]。电泳温度控制在60℃, 用200 V电压预电泳5 min, 接着在110 V条件下电泳12 h。电泳结束后, 在室温条件下用稀释10 000倍的Genefinder 核酸染料摇床上染色30 min。用BIO– RAD 成像系统获得DGGE图谱, 并对图谱中的部分条带进行序列分析[16]。
1.4  数据分析
利用BIO-RAD Quantity One 软件获取DGGE图谱的数字化信息, 生物絮团微生物群落结构的相似性通过Dice相似系数来比较, 进而针对Dice相似系数进行非加权配对算术平均法聚类(UPGMA) 和主成分分析(PCA)。UPGMA和PCA由软件XLSTAT Pro 7.5来完成。
2  结果与分析
2.1  生物絮团营养成分及养殖水体总氮、TSS和碱度分析
生物絮团培养过程中草鱼养殖水体总氮、总固体悬浮物和碱度变化规律如图1所示。生物絮团培养的第6天和第9天水体的总氮出现显著(P<0.05)升高。第9天之后总氮一直维持在实验开始时的水平(P>0.05)。水体总固体悬浮物从第6天开始显著(P<0.05)高于实验开始时的浓度, 并在第9天左右达到峰值(419.67±11.5) mg/L, 显著(P<0.05)高于过程中的其他时间点。第9天以后呈下降趋势, 且从第15天开始维持在较稳定的水平(244.67±27.22) mg/L。在实验的整个过程中, 碱度的变化范围为136.68~239.20 mg (CaCO3)/L。从第0天开始碱度持续上升, 第6天时达到峰值, 显著(P<0.05)高于实验开始时水体碱度。第6天开始到第12天水体碱度出现下降, 且显著(P<0.05)低于第6天时的碱度, 但仍比0天时显著(P<0.05)升高。第12天以后碱度再次上升, 实验后期阶段, 养殖水体碱度一直维持在较高的水平。
风干后的生物絮团营养组成成分如表1所示, 其粗蛋白水平已接近30%。
[image: image4.png](NLI) uaSonru 810}
Aﬁlq.wEV\JM ,m_\

AN )
— —

o0 O <+ o~ o
il @)
IﬁL 20
4 \O
FOA 2
L o
(@\
il @)
—
T
N |
—
=
.nl.a I\
= —
=
i
=
+ {o
N
N
H lo
1A
1O
S O O O 2 O o o 9o o o
v <t - o on A A —

Ayurrexye/(SS.L)SpIjos papuadsns [e10)
(T3 (A 5] 7Y

Hsf[E]/d time




图1  生物絮团培养过程养殖水体总氮(TN)、总固体悬浮物(TSS)和碱度变化趋势
Fig. 1  Changes of total nitrogen(TN), total suspended solids(TSS) and alkalinity in the water of bio-floc systems during 30-day treatment

表1  生物絮团营养成分含量
Tab. 1  Nutrient components of bio-floc

%干重dry weight

	水分moisture
	粗蛋白crude protein
	脂肪crude lipid
	粗纤维crude fiber
	无氮浸出物nitrogen free extract
	灰分crude ash

	11.50±0.35
	29.39±0.42
	2.32±0.07
	1.22±0.03
	38.60±0.46
	17.80±0.32


2.2  微生物群落PCR-DGGE指纹分析
获得生物絮团不同时期微生物16S rDNA 和18S rDNA基因的DGGE指纹图谱。其16S rDNA指纹图谱显示, 从0天到第30天, 分别获得27、22、21、27、24、19、10条清晰谱带; 18S rDNA指纹图谱显示从0天到第30天, 分别获得18、18、25、29、31、22、17条清晰谱带。生物絮团培养至30 d时原核谱带最少, 而真核谱带在0~30 d经历了先增加后减少的变化过程, 在第25天时最多(31条)。

依据DGGE指纹谱带的丰富度和峰值, 分别对不同时期生物絮团原核微生物和真核微生物群落结构进行基于Dice系数的UPGMA聚类分析和主成分分析(PCA)。如图2所示, 生物絮团原微生物构成的第0、5、10、15天聚为一大枝, 第20、25、30天聚为另外一枝, 说明生物絮团培养前期原核微生物多样性与初始时相似性高, 而后期阶段原核微生物多样性与初始相比, 水体的微生物多样性发生了较大变化。生物絮团的真核微生物构成的第0、5天聚为一枝, 第10、15和20天聚为一枝, 第25和30天时聚为另外的一枝, 而10天到30天聚为单独的一大枝, 说明絮团培养过程中, 真核微生物构成与初始时相比相似性降低。
DGGE图谱的PCA分析结果如图3所示。样品之间的距离代表了它们的差异大小。生物絮团培养过程中原核微生物主成分因子1(PC1)的贡献率为34.72%, 主成分因子2(PC2)的贡献率为25.18%。原核微生物构成主要分布在PC1方向上, 说明不同时间生物絮团细菌群落组成差异较大。生物絮团原核微生物群落结构与0天时相比变化明显, 此外, 培养的前期阶段(第5、10、15天)和
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图2  不同时间生物絮团16S rDNA基因(A,C)和18S rDNA基因(B,D)的DGGE图谱和UPGMA分析
Fig. 2  DGGE profiles and UPGMA clustering of 16S rDNA genes (A, C) and 18S rDNA genes (B, D) from bio-floc of different times
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图3  不同时间生物絮团微生物16S rDNA (A) 和18S rDNA (B)基因DGGE图谱的主成分分析
Fig. 3  Principal component analysis (PCA) of the 16S rDNA (A) and 18S rDNA (B) genes’ DGGE band patterns of bio-floc at different times

后期阶段(第20、25、30天)也发生了较大改变, 整个过程变化趋势较为明显: 前期投射点集中于主成分因子1的正端, 后期投射点集中主成分因子1的负端。生物絮团真核微生物主成分因子1(PC1)的贡献率为25.3%, 主成分因子2(PC2)的贡献率为20.57%。不同时间点样品离散程度较高, 说明其样品间真核微生物种群结构变化较大。生物絮团真核微生物群落结构在第10天和25天明显区别于0天时的群落结构。
2.3  目的条带的克隆
为了进一步分析生物絮团不同时期原核和真核微生物的群落结构和多样性, 对图1 DGGE图谱中标记的26条明显的条带进行了割胶回收、测序。原核及真核序列的登录号分别为: KC692750- KC692769和KF365880-KF365885。通过与NCBI中的已知序列比对发现, 其中原核生物隶属于变形菌门的α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)、β-变形菌纲(Betaproteobacteria)、γ-变形菌纲(Ga​m​​​m​​a​​p​​ro​te​obacteria )、δ-变形菌纲(Deltaproteobact​erium)和放线菌门(Actinobacteria)及拟杆菌门(Bacte​roidetes) 等。说明放线菌门, 拟杆菌门和变形菌门为生物絮团形成过程中主要细菌类群。真核微生物隶属于原生动物门的斜叶虫属、隐藻纲的隐鞭藻科及Goniomonas属、硅藻科的菱形藻属。
表2  不同时期生物絮团样品DGGE目的条带的克隆测序结果
Tab. 2  The sequencing results of the prokaryote DGGE objective bands from bio-floc sample of different time

	条带号
band name
	登录号
access. no.
	GenBank数据库中最相近的菌种名称(登录号)

closest relative found in the GenBank database(access number)
	相似性
similarity

	1
	KC692750
	Uncultured beta proteobacterium clone IRD18H02(AY947976.1)
	99

	2
	KC692751
	Uncultured bacterium clone F1Q32TO06G9DNB(GU548120.1)
	98

	3
	KC692752
	Uncultured bacterium clone BD07366(JQ186475.1)
	100

	4
	KC692753
	Uncultured Rhodobacteraceae bacterium clone RBL-94(JN819840.1)
	100

	5
	KC692754
	Alcaligenaceae bacterium clone AUVE_01E05(EF650907.1)
	99

	6
	KC692755
	Uncultured alpha proteobacterium clone MS138A1_C04(EF699649.1)
	100

	7
	KC692756
	Chroococcales cyanobacterium PE7G6 partial(HE805960.1)
	100

	8
	KC692757
	Uncultured Bacteroidetes bacterium clone LW1m-2-17(EU640014.1)
	91

	9
	KC692758
	Uncultured bacterium clone DR287(JF429297.1)
	99

	10
	KC692759
	Uncultured bacterium clone BD08211(JQ186536.1)
	99

	11
	KC692760
	Uncultured actinobacterium clone A24(HM622403.1)
	95

	12
	KC692761
	Uncultured cyanobacterium clone LZX217(JN868172.1)
	99

	13
	KC692762
	Uncultured Actinomyces sp. clone EMLACT10IV(JQ285876.1)
	100

	14
	KC692763
	Uncultured Bacteroidetes bacterium clone 2K82(GU074267.1)
	99

	15
	KC692764
	Uncultured delta proteobacterium clone P-B268(JN038988.1)
	98

	16
	KC692765
	Uncultured bacterium clone DXH3-19)(FJ558831.1)
	99

	17
	KC692766
	Uncultured proteobacterium clone L-9(JF703589.1)
	100

	18
	KC692767
	Uncultured beta proteobacterium clone 0H5(EU499562.1)
	99

	19
	KC692768
	Uncultured gamma proteobacterium clone AS1(EU283346.1)
	99

	20
	KC692769
	Chroococcales cyanobacterium(HE805951.1)
	100

	21
	KF365880
	Nitzschia amphibia partial 18S rRNA gene, strain FDCC L602(AJ867277.1)
	100

	22
	KF365881
	Loxophyllum rostratum small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence (DQ190465.1)
	99

	23
	KF365882
	Goniomonas sp. SH-9 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (AY705740.1)
	97

	24
	KF365883
	Loxophyllum rugosum voucher PHB2009102001 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence(JN974454.1)
	99

	25
	KF365884
	Uncultured eukaryote clone 18S-T0-2-6A 18S ribosomal RNA gene, partial sequence (KC664230.1)
	96

	26
	KF365885
	Uncultured Cryptomonadaceae gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, clone: Cn-St.4-87 (AB749136.1)
	92


共有条带测序结果发现, 某未知不可培养细菌(Band2和Band10)、放线菌(Band11)、拟杆菌(Band14)、δ-变形菌(Band15)、变形菌(Band17)为生物絮团培养过程的共有优势菌。而产碱菌(Alcaligenaceae, Band5)也存在于生物絮团形成的整个过程, 但是在第5天到第15天时条带亮度最大, 即产碱菌的丰度在这一时期最大; 某未知不可培养细菌(Band3、Band16)、蓝细菌(Band7)为0天时特异条带克隆测序结果; 某未知不可培养细菌(Band9)和蓝细菌(Band12)为生物絮团培养第0天、5天和10天时特异条带克隆测序结果, 且Band9代表的细菌为第5天时的优势菌。Band21所代表的双头菱形藻属(Nitzschia amphibian)属于硅藻纲, 为絮团培养0到15天特有; 斜叶虫属(Band22)为第20天到30天特有, 且为第20天和25天时的优势真核微生物; 隐藻纲的Goniom​onas sp.(Band23)为第25天时的特异优势真核微生物; 斜叶虫属的Loxophyllum rugosum vouc​her(Band24)和某未知不可培养的真核微生物(Band25)为整个过程共有, 在25天和30天时丰富度高; 隐藻纲隐鞭藻科(Band26)为生物絮团培养第5天到结束时的共有优势真核微生物, 在水源水中(0 d)并不存在。
3  讨论
3.1  养殖系统水质参数
通过添加碳源(葡萄糖)维持碳氮比为20︰1, 在整个实验周期内没有换水的条件下, 养殖水体总固体悬浮物(TSS)在第9天达到峰值(419.67± 11.5) mg/L, 显著(P<0.05)高于其他时间点, 这与Emerenciano等[17]的圣保罗对虾生物絮团养殖系统总TSS浓度的峰值较为接近(449 mg/L)。但后者出现峰值的时间较为提前, 总固体悬浮物浓度在培养到第6天时达到峰值, 存在的差异可能与碳源类型或养殖对象有关, 后者将蔗糖蜜和麦麸作为添加碳源。实验开始后, 养殖水体TSS值的变化范围为61~419 mg/L, 而Azim等[18]在罗非鱼养殖的生物絮团系统中TSS的值为560~597 mg/L,  Avnimelech[4]在罗非鱼鱼养殖系统中得到的值为460~643mg/L。这些差别可能与放养密度、投饵量、养殖空间设计、水体曝气以及微生物群落和微生物的生态演替有关[17]。本次实验TSS在15 d以后维持在稳定水平, 约为244.67 mg/L。生物絮团养殖系统水体中的总氮变化范围为6.65~11.15 mg/L, 在第3天和第9天时出现比较大的波动, 但之后直到实验周期结束, 养殖水体总氮一直维持在实验开始第0天时较低的稳定水平。通常在水产养殖中期和后期, 随着养殖对象个体增大, 饵料投入增多, 排泄废物增多, 常规养殖环境下水体微生物无法有效转化多余的代谢产物, 水体中的氮会快速积累而增加[19]。与本次研究结果一致, Crab等[20]及Xu等[21]发现, 生物絮团能将罗非鱼和凡纳滨对虾养殖系统内总无机氮控制在较低且稳定的水平, 说明生物絮团对水体氮的控制效果较好, 生物絮团系统中的异养微生物能将系统中的无机氮转化为自身的蛋白构成, 维持养殖水质良好[7]。
本实验中生物絮团水碱度的变化范围为136.68~239.20 mg(CaCO3)/L,  pH维持在7.2~7.8, 实验开始后养殖水体碱度迅速升高, 第 6天达到峰值(238.22±5.44) mg(CaCO3)/L, 此后碱度逐渐下降而趋于平稳。有研究显示, 生物絮团系统中由于生物的呼吸以及缺乏水交换, 水体的CO2容易积累而对养殖对象产生有害影响[22]。但随着水体碱度和pH的升高, 能有效降低CO2的积累。Ebeling等[23]指出, 生物絮团系统的碱度必须控制在100~150 mg(CaCO3)/L以上, pH必须在7以上, 低于这两个值将不利于中和水体中的CO2。并且较高的碱度和pH有利于生物絮团的生成[23]。如果细菌代谢产生的碱度不能得到中和而不断积累, 将会导致生物絮团水体碱度不断变大[22], 通常在养殖水体添加氢氧化钙和碳酸氢盐等物质来维持生物絮团系统的碱度[22], 以维持该系统的良好发展。
3.2  生物絮团营养成分及其微生物群落组成
生物絮团的菌体蛋白构成是罗非鱼、对虾及某些养殖对象的潜在蛋白饲料来源[4,18,21–22]。本次研究生物絮团含有的粗蛋白水平约占干重的30%, 与Emerenciano等[17]在圣保罗对虾(Farfantepe​naeus paulensis)养殖系统中用蔗糖和麦麸作为碳源, Xu等[24]在凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖系统用蔗糖作为碳源, 其所培养生物絮团粗蛋白水平一致 , 说明生物絮团是一种水产动物潜在的重要食物来源。
原核微生物DGGE图谱的聚类分析及主成分分析均可显示生物絮团原核微生物构成, 实验起始(第0天)时单独聚为一簇, 培养前期(第5、10、15天)时聚为一簇, 后期(第20、25、30天)时聚为一簇。说明生物絮团的原核微生物构成与起始时相比, 在前期和后期均发生差异性改变。生物絮团30天的培养过程中, 主要细菌类群为变形菌、放线菌、拟杆菌以及一些未知不可培养细菌, 这与本实验室之前的研究结果一致[13]。其中放线菌与拟杆菌是常见的益生菌[25]。
本实验发现产碱菌(Alcaligenaceae)存在于生物絮团培养的整个过程, 在开始阶段(第5、10、15天)亮度最大, 而此时养殖系统碱度在第6天左右达到峰值, 并且从生物絮团原核微生物构成第15天直到养殖实验结束, 养殖系统碱度都维持在较高且稳定的水平, 产碱菌的存在是导致前期养殖水体碱度上升的一个原因, 同时对维持本次实验水体较高碱度水平起到重要的作用。
本次实验在絮团培养起始和前期检测到蓝细菌的存在, 但代表这些细菌的条带在养殖后期消失。作为初级生产者, 介于原核与真核过度地位的蓝细菌仅能利用水体中溶解的无机营养物(如N、P), 而异养细菌能利用溶解和非溶解性营养物。异养细菌与初级生产者竞争水体溶解的无机营养物[26]; 而初级生产者无法与异养活性细菌竞争有机底物[27]。当水体C∶N比值较高时, 初级生产者处于竞争的劣势地位, 不利于其生长[28]。生物絮团技术的应用能在一定程度上控制水体蓝藻的生长。
真核微生物DGGE图谱的聚类分析及主成分分析显示, 本次实验生物絮团培养过程的第5至30天真核微生物构成与第0天时相比发生了较大变化, 数量上经历了先增后减的变化趋势, 不同时间点样品离散程度较高, 说明其样品间真核微生物种群结构变化明显。其中Band21为絮团培养第0到15天的特有条带, 与NCBI中双头菱形藻属的Nitzschia amphibian(AJ867277.1)亲缘关系最近, 相似度达100%, 属于硅藻纲。研究指出菱形藻属的一些类型由于生活习性为专性氮异养[26-27], 因此能生活于富营养环境下或低氮磷比的水体。由于生理及代谢特征的差异, 养殖水体中的异养细菌能和藻类竞争水体的无机营养盐[26], 而藻类却不能利用异养细菌生长所需的有机底物[27]。向养殖水体额外添加碳源, 维持水体较高C∶N水平, 将有利于异养细菌的生长繁殖, 而作为初级生产者的藻类其生长受到限制, 处于竞争的不利地位[28]。提示生物絮团技术是一种能有效对养殖水体藻菌分布进行调控的技术, 为控制水体藻类水华的发生提供了新的方法与途径。
斜叶虫属的Loxophyllum rostratum(Band22)生物絮团仅在培养第20天到30天出现, 且为第20天和25天时的优势真核微生物; 斜叶虫属的Loxophyllum rugosum voucher(Band24)和某未知不可培养的真核微生物(Band25)在整个过程中均出现, 在25天和30天时丰富度高。而本研究对养殖水体的水质分析也表明, 第15天开始水体各项指标已趋于稳定, 水质状态良好, 斜叶虫属的存在也可以作为生物絮团系统处于良好运行状态的一个指示微生物。
结合生物絮团系统养殖水质变化特征、生物絮团的微生物群落结构组成和动态变化特点, 该系统在第15天左右已基本达到一种稳定运行的状态, 可为生物絮团技术以标准工艺流程应用于水产养殖提供科学的理论参数。将原核与真核生物结合起来分析絮团微生物群落结构变化与微生物的演替是研究生物絮团的重要方法。
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Dynamic changes of water quality factors and composition of prokaryotic and eukaryotic microorganisms during culturing of bio-floc

XIA Yun1, QIU Lijiang2, YU Ermeng1, XIE Jun1, WANG Guangjun1, YU Deguang1, JI Hong2,3
1. Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture; Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510380, China;
2. College of Animal Science and Technology, Northwest A &F University, Yangling 712100, China; 
3. Aakang Fisheries Research Station of Northwest A & F University, Ankang 725021, China
Abstract: A 30-day experiment was conducted to investigate the effectiveness of bio-floc technology for maintaining good water quality in Ctenopharyngodon idellus with average weight of (121.61±14.23) g farming ponds. The total suspended solids(TSS), total nitrogen (TN) and alkalinity (CaCO3) were determined every 3 days and microbial communities of the bio-floc were analyzed using the PCR-DGGE (PCR-denaturing gradient gel electrophoresis) every 5 days, respectively. The results showed that water TSS concentration reached a peak value of (419.67±11.5) mg/L on the 9th day, which was significantly (P<0.05) higher than that of the other time points. From the 15th day on, the TSS remained at a relatively stable level of 244.67 mg/L. The TN ranged from 6.65 to 11.15 mg/L, and it reached the peak value of (10.11±1.05) mg/L on the 9th day. There was no significant difference in TN between water after the 12th day and water at the beginning of the farming trial (P>0.05). Alkalinity in the farming system ranged from 136.68 to 239.20 mg(CaCO3)/L, which reached maximum peak value of (238.22±5.44) mg (CaCO3)/L on the 6th day, after which it decreased gradually and then remained stable. Bio-floc had a crude protein content of 30% dry weight. The acquired sequences of 20 bands in 16S rDNA DGGE gel and six bands in 18S rDNA DGGE gel were analyzed by BLAST searches against the NCBI GenBank database. The main prokaryotic microorganisms represented by the 20 main bands in 16S rDNA DGGE gel were Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Actinobacteria, and Bacteroidetes. Alcaligenaceae throughout the process of formation of the bio-floc, and was the dominant bacteria on the 5th, 10th, and 15th days. The existence of Alcaligenaceae had some influence on the increase in water alkalinity during this period. We also found that bands 7 and12 represented Cyanobacteria, which appeared on the 0th, 5th and 10th days; they disappeared in the late culture period, which indicated that the application of bio-floc technology can control algal growth to some extent. The main Eukaryotic microorganisms represented by the six main bands in 18S rDNA DGGE gel were Loxophyllum sp., Nitzschia amphibian, Goniomonas sp., and Cryptomonadaceae. Nitzschia amphibian belongs to the diatoms, and was present from the 1stto 15th days of bio-floc culture. A larger number of Loxophyllum sp. existed at the later stage of the bio-floc culture. The results demonstrated that the bio-ﬂoc system achieved stable operation state after 15 days. Bio-floc could regulate the water quality and the distribution of bacteria and algae effectively; it could also maintain the balance and development of the whole aquaculture system.
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