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RESUMEN 

 

 

El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad bacteriana presente en los bioflóculos de un 

cultivo hiper-intensivo de camarón a través de la secuenciación masiva del gen 16S ARNr. El 

cultivo de camarón se realizó en la empresa Proveedora de larvas S.A de C.V. Se utilizó un 

diseño al azar simple con dos tratamientos y un control, cada uno por triplicado. En los 

tratamientos se evaluaron dos grupos de probióticos (PA y PB) y un control (C) sin probiótico 

ni fuente de carbono adicional. Se sembraron postlarvas de camarón blanco a densidades de 500 

ind/m2 con un peso de 0.0073 g. Las muestras de biofloc se colectaron durante la etapa inicial, 

intermedia y final del cultivo. La extracción y análisis del ADN presente en los bioflóculos se 

realizó en el Laboratorio de Biología Experimental (CTAOA) del CIAD. En total se registraron 

22 filos de bacterias, de los cuales 19 estuvieron compartidos entre los tres tratamientos, lo cual 

demuestra que el reemplazo (diversidad beta) no fue significativo. Los modelos usados como 

predictores de riqueza mostraron una gran semejanza entre los datos estimados y los observados. 

El filo dominante fue Proteobacteria, tanto en los tratamientos PA y PB como en el control, los 

otros más abundantes fueron Bacteroidetes, Planctomycetes y Actinobacteria.  La diversidad 

gamma fue mayormente influenciada por la diversidad alfa, mientras que la diversidad beta 

disminuyó conforme avanzo el experimento. La adición de probióticos comerciales no influyó 

de manera significativa en el crecimiento específico, supervivencia y factor de conversión 

alimenticia del camarón en comparación con el control.  
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I. INTRODUCCIÓN. 

La acuicultura es el sector de la industria alimenticia que presenta la mayor tasa de crecimiento; 

su aporte es tan importante que, del total de especies acuícolas consumidas en el mundo, el 42.2 

% provienen de esta actividad (FAO, 2014). Además de ser generadora de empleos y divisas, 

destaca su aporte de alimentos de alta calidad proteica, lo que contribuye a la seguridad 

alimentaria. 

De acuerdo a la FAO (2016), la especie de camarón Litopenaeus vannamei es la sexta más 

cultivada en el mundo. Su principal productor es China; tan solo en ese país se cultiva el 39.1% 

del total de la producción mundial. En América Latina, Ecuador es el principal país productor 

con un aporte del 6.49% de la producción mundial, lo cual lo posiciona en la quinta posición. 

Por su parte, México se encuentra en el séptimo lugar a nivel mundial con un aporte del 2.31% 

y como segundo a nivel continental (FAO, 2012; CONAPESCA, 2013).  

Problemática de enfermedades 

En los últimos años se han presentado grandes mortalidades en granjas de camarón debido a la 

aparición y epizootias. Tan solo en México, la producción de camarón por acuicultura cayó de 

100,000 toneladas en el 2012 a 60,292 en el 2013, es decir, una reducción de alrededor del 40 

% (CONAPESCA, 2013). 

La intensificación de la acuicultura, particularmente la camaronicultura, ha provocado un 

cambio en las condiciones ambientales, bajo las cuales algunas bacterias patógenas han 

proliferado causando severas enfermedades (Verschuere et al., 2000; Quintana, 2001). 

Debido a las grandes pérdidas de producción causadas por la aparición de enfermedades, se han 

tenido que adoptar algunas alternativas tales como el uso de sistemas de cultivo con mínimo o 
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cero recambio de agua (Samocha et al., 2007; Mishra et al., 2008). En este contexto, la 

tecnología del biofloc, además de su aporte a la nutrición del camarón, representa una potencial 

solución de problemas de bioseguridad. Este sistema se basa en la manipulación de la 

comunidad microbiana mediante la adición de fuentes de carbono para promover el crecimiento 

de bacterias heterótrofas (Crab et al., 2007; Crab et al., 2009). La bioseguridad del biofloc es 

tal, que diversos autores mencionan que éste genera un efecto probiótico propio; 

adicionalmente, las bacterias benéficas inhiben el crecimiento poblacional de las cepas 

patógenas (Thompson et al., 1999; Aguilera-Rivera et al., 2014; Martínez-Córdova et al., 2015). 

Estas bacterias aportan estabilidad al cultivo produciendo biomasa en forma de partículas 

floculadas (biofloc) que promueven el desarrollo de una variedad de microorganismos. En 

condiciones heterotróficas, las microalgas y las bacterias heterótrofas pueden ser los 

colonizadores tempranos de las superficies, y las biopelículas se estabilizan mediante sustancias 

poliméricas extracelulares, formando una biopelícula semisólida. Los polisacáridos 

extracelulares de las microalgas pueden ser utilizados por organismos heterótrofos como fuente 

de carbono (Bruckner et al., 2008; Arora et al. (2012).  

Los nutrientes orgánicos promueven el crecimiento de bacterias heterótrofas; mientras que la 

presencia de amonio y de nitritos causan la proliferación de bacterias nitrificantes,  compuestas 

entre otras por los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter (Timmons et al. 2006). 

 

 El conjunto de bacterias y de micro-zooplancton se convierten en una fuente adicional de 

alimento para los camarones (Tacon et al., 2002; Burford et al., 2004; Wasielesky et al, 2006; 

Azim y Little, 2008; De Schryver et al., 2008). 
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La manipulación de la microbiota a través del uso de probióticos, puede ser una práctica 

conveniente para controlar o inhibir bacterias patógenas en la acuicultura; así como para mejorar 

actividad enzimática digestiva y mejorar la respuesta inmune del camarón  (Balcázar et al, 2006; 

Pérez et al, 2010; Zokaeifar et al, 2012). 

Cultivo de camarón en presencia de biofloc 

El valor nutricional de algunos consorcios microbianos, ha sido ampliamente documentado por 

varios autores (Burford et al., 2003; Crab et al., 2010; López-Elías et al., 2015), llegando a ser 

reconocidos como fuente de proteína, lípidos, carbohidratos, minerales y vitaminas. En 

particular se ha confirmado la presencia de ácidos grasos esenciales y aminoácidos esenciales, 

así como un perfil de vitaminas adecuado para la nutrición del camarón (Ju et al., 2008; 

Avnimelech et al., 2009; Glencross, 2009). 

En las etapas post-larvales, el camarón no puede capturar eficientemente microorganismos 

directamente de la columna de agua; pero sí puede hacerlo cuando están adheridos a superficies 

fijas o flotantes, incluyendo el fondo y las paredes de las unidades de cultivo. En base a lo 

anterior, se han diseñado estrategias para aprovechar a los microorganismos asociados a 

biopelículas (biofilms) o a bioflóculos (flóculos microbianos) (Avnimelech, 2006). 

Los bioflóculos son un conglomerado de bacterias, microalgas, hongos, ciliados protozoarios, 

cianobacterias y sólidos suspendidos en la columna de agua. Funcionalmente representan un 

microcosmo donde ocurren al mismo tiempo actividades autotróficas y heterotróficas, con 

procesos de intercambio con el medio externo. Internamente en el biofilm es posible encontrar 

micro-nichos en los cuales pueden ocurrir  procesos antagónicos (aeróbicos y anaeróbicos) 

(Burford et  al.,  2002;  Avnimelech, 2007). Estas características proporcionan una gran 
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capacidad de remoción de nutrientes. Los microorganismos que forman el biofilm o el 

bioflóculo, son muy importantes en la transferencia de materia orgánica a través de los niveles 

tróficos, aumentando la eficiencia de las cadenas alimentarias y contribuyendo a mantener la 

calidad del agua (Avnimelech, 2007). 

Algunas de las sustancias identificadas producidas por bacterias provenientes de cultivos en 

biofloc y que benefician al sistema inmune de camarones, incluyen carotenoides, retinoides, 

polihidroxibutirato y exoenzimas (Bairagi et al., 2002; Hsieh et al., 2007; Nhan et al., 2010). 

Uso de probióticos 

A lo largo de los años y en la industria alimenticia en general, se ha recurrido a sustancias que 

promueven un mayor crecimiento y rendimiento de los sistemas de cultivo; por ejemplo, 

hormonas, antibióticos, ionóforos y algunas sales (Fuller, 1992; Góngora, 1998; Klaenhammer 

y Kullen, 1999). La principal desventaja de estos aditivos, es que el uso incorrecto o excesivo, 

tiende a provocar efectos adversos tanto para el animal como para el ambiente, e incluso en el 

consumidor final (Lamberth et al. 1999). En el caso de los antibióticos, el uso inadecuado 

permite que las bacterias patógenas adquieran resistencia (Hansen y Olafsen, 1999; Alabi, 

2000); además, durante los recambios de agua, los antibióticos se depositan en el sedimento y 

provocan alteraciones en la microbiota.  

Esta situación abrió el camino para la búsqueda de alternativas que permitieran disminuir o 

eliminar el uso de antibióticos, surgiendo así los probióticos. La FAO / OMS (2001) han 

definido los Probióticos como “microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades 

adecuadas confieren un beneficio de salud en el huésped”. Entre los probióticos más utilizados 

se encuentran las bacterias lácticas, bifidobacterias y las levaduras. Algunos probióticos ya se 
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comercializan en forma de preparados, que contienen uno o varios microorganismos vivos, los 

cuales han permitido mejoras en el crecimiento, supervivencia y resistencia a enfermedades de 

diferentes organismos acuáticos (Himabindu et al., 2004; Dotta et al., 2011). 

El uso de probióticos es una práctica aceptada y biosegura (Sissons 1989;  Fernández, 2005). 

Los probióticos mejoran el estado de salud de los huéspedes, diferentes autores han observado 

que algunas bacterias probióticas pueden modificar la microbiota bacteriana del tracto digestivo 

los organismos acuáticos, aumentando su resistencia a patógenos (Bricknell y Dalmo, 2005; 

Jayaprakash et al., 2005; Vieira et al., 2010). En peces se ha observado que la presencia de 

bacterias benéficas, genera un patrón complejo en la expresión génica. Los genes expresados 

incluyen aquellos implicados en la estimulación de la proliferación epitelial, la promoción de 

nutrientes para mejorar el metabolismo digestivo, así como una mejora en la respuesta inmune 

innata (Pérez et al., 2010). 

Además de los beneficios mencionados, algunas bacterias benéficas también contribuyen a 

mantener una mejor calidad del agua durante el periodo de cultivo (Wang et al., 2005; 

Lakshmanan y Soundarapandian, 2008; Silva et al., 2012) generando un ambiente más estable 

que permite incrementar la supervivencia y el crecimiento de los organismos cultivados (Zhou 

et al., 2009; Martínez-Córdova et al., 2015). 

Diversidad ecológica  

A pesar de que los probióticos tienen un uso generalizado en acuacultura, no existen estudios 

detallados que permitan evaluar su efecto sobre la diversidad de bacterias autóctonas 

preexistentes en los sistemas de cultivo.  La diversidad de especies es un tema de interés tanto 

en ecología de comunidades como en la conservación biológica. La importancia de su estudio 
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se centra en una posible relación con el funcionamiento de los ecosistemas,  así como en su 

modificación por  diversas actividades humanas (Maclaurin y Sterelny, 2008).   

La idea de dividir a la diversidad en tres componentes, alfa, beta y gamma, fue acuñada por 

Whittaker (1960) y aún sigue siendo un esquema muy utilizado para realizar un análisis 

completo de la diversidad de especies (Whittaker et al., 2001). El número de especies en una 

comunidad se conoce como diversidad alfa (α). La cual corresponde a la riqueza de un hábitat 

(Whittaker, 1960, 1972). La dimensión de dicho hábitat es muy relativa, ya que pueden ser 

unidades de cm3 para bacterias, hasta km2 para vertebrados (Whittaker et al., 2001). La 

diversidad alfa abarca dos variables importantes: la riqueza y   abundancia relativa de especies.  

Se han propuesto numerosos índices para caracterizar la riqueza de especies, entre ellos el índice 

de Margalef (1958), y el de  de Menhinick (1964); mientras que para evaluar la equitabilidad se 

han utilizado los índices de Pielou (1969), de Sheldon (1969) y de Heip (1974). Sin embargo, 

los índices que proporcionan mayor información son los que combinan tanto la riqueza de 

especies como la equitabilidad en un solo valor, los cuales se denominan como índices de 

diversidad. Para calcular diversidad alfa, se han usado los índices de Fisher (Fisher et al. 1943), 

de Simpson (Simpson 1949) y el de Shannon-Wiener (Shannon y Weaver, 1949). Este último 

es uno de los más utilizados por ecólogos. 

En el índice de Shannon-Wiener, el valor mínimo puede aproximarse al cero y el valor máximo, 

en teoría, no está acotado a un límite. Este índice puede aumentar por dos motivos: a) un 

aumento en la riqueza de especies, y/ o b) un aumento en la equitabilidad de especies. Es decir, 

cuando el índice de diversidad alfa aumenta, el número del índice en sí es insuficiente  para 

determinar si el cambio fue debido a un aumento en la riqueza o a la equitabilidad de especies 

(Carmona y Carmona, 2013). 
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 Beta diversidad  

La beta diversidad, o grado de recambio de especies, se evalúa considerando las diferencias de 

especies entre las muestras. Los métodos para cuantificar la diversidad beta se pueden dividir 

en dos clases: los de similitud-disimilitud y los de recambio/ reemplazo de especies (Villareal 

et al., 2006). 

Los métodos de similitud-disimilitud expresan el grado de semejanza en composición de 

especies y sus abundancias en dos comunidades. Existen diversos índices dentro de este grupo 

de métodos como el de Jaccard (1908), Sorensen o Morisita-Horn (Magurran, 1988). Por otro 

lado, los métodos de recambio/reemplazo expresan el grado de complementación respecto a la 

composición entre dos o más muestras considerando las especies exclusivas de cada una; en este 

método se emplean índices como el de Whittaker,  Cody o Magurran  (Villareal et al., 2006).  

 

 

 

Gamma diversidad.  

La diversidad total de especies de una región, es resultado de la combinación de la diversidad a 

nivel local (diversidad alfa), y de la disimilitud en la composición de especies entre comunidades 

(diversidad beta); componentes básicos para entender los patrones de variación espacial de la 

diversidad (Whittaker, 1960). Los índices de diversidad alfa y beta pueden combinarse de 

muchas maneras para dar como resultado la diversidad gamma (Wilson y Shmida, 1984; Shmida 

y Wilson, 1985). 
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Para interpretar la gamma diversidad se deben considerar la alfa y beta diversidad, puesto que 

la variación de gamma puede ser manipulada por cualquiera de las dos. En una región, una alta 

diversidad gamma puede explicarse por una también alta riqueza de especies (alfa) en todas sus 

localidades. Mientras que en otra región, en contraste, una alta diversidad gamma puede ser 

debido a un fuerte recambio de especies (beta), a pesar de una baja diversidad  entre las 

localidades (Rodríguez y  Vázquez-Domínguez, 2003).  

Generalmente, el estudio de la biodiversidad requiere la aplicación de los índices anteriormente 

señalados para llevar a cabo una adecuada interpretación de los resultados obtenidos. El objetivo 

final de estos índices es  resumir la información en un solo valor, lo cual permite  unificar 

cantidades para realizar comparaciones (Villarreal et al., 2006). Los principales parámetros 

utilizados para estimar la diversidad en comunidades microbianas son riqueza de especie, índice 

de Shannon-Weaver, índice de Simpson y equidad (De la Cruz-Leyva et al., 2014). 

 

 

I.1 Antecedentes  

En la mayoría de las investigaciones donde se incluye información sobre el análisis de 

microorganismos en la acuacultura, se utilizan metodologías basadas en la microscopia óptica, 

bioquímica o electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización (Bourne et al., 2004; 

Becerra-Dorame et al., 2011). Sin embargo, existen a la fecha técnicas de mayor resolución; por 

ejemplo, Martínez Córdova et al. (2016), realizaron un estudio sobre la diversidad bacteriana 

de un sistema de cultivo fotoautotrófico de camarón, utilizando la técnica de secuenciación 

masiva o secuenciación de última generación del gen 16S ARNr. Estos autores encontraron que 
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las bacterias más destacadas en el biofilm pertenecen a los filos Proteobacterias (47%), seguido 

de Chlamydiae/Verrucomicrobia (11%), Bacteriodetes (8%) y Planctomycetes (5%).  

Por otro lado, Monroy-Dosta et al. (2013), evaluaron la composición y abundancia de bacterias 

asociadas al biofloc en un cultivo de tilapia, y reportaron la presencia de géneros como 

Sphingomonas, Pseudomonas, Bacillus, Nitrospira, Nitrobacter, así como la levadura 

Rhodotorula. Para estos análisis utilizaron técnicas de siembra en placa propuestas por 

American Public Health Association, APHA (1992), basadas en diferentes medios de cultivo 

como MSR (Man-Rogosa Sharpe), BHI (Infusión Cerebro-Corazón), TCBS (Tiosulfato-Citrato-

Sales Biliares) y TSA (Tripticasa-soja), seguido de una identificación a través de pruebas 

bioquímicas. 

A pesar de que últimamente ha habido un crecimiento constante en el uso de probióticos en 

acuacultura, la mayoría de las especies bacterianas que prosperan dentro de los sistemas de 

cultivo y sus funciones, siguen siendo poco estudiadas. Las técnicas tradicionales de cultivo en 

placas usadas hasta hace poco, son muy limitadas. Se estima que los métodos de cultivo 

tradicionales permiten evaluar solo el 1% de la diversidad (Barer y Harwood 1999, Crosi et al. 

2007). 

La metagenómica dirigida a genes específicos como biomarcadores taxonómicos (también 

conocida como genómica de comunidades o genómica ambiental), surge como una tecnología 

que estudia  la estructura de las comunidades microbianas, principalmente no cultivables. 

Gracias a esta herramienta, es posible analizar genes específicos dentro de los nichos 

microbianos. Estos genes, pueden ser utilizados para identificar bacterias u otros procariontes 

(Chistoserdova, 2010; Nielsen et al., 2014). 
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El uso de la metagenómica en la acuicultura ha sido muy limitado, ya que esta tecnología se ha 

utilizado más en las áreas de medicina y ecología. Una de las principales limitantes para su 

aplicación es su alto costo; por ello, se ha justificado más el gasto en la salud humana, así como 

en el interés de entender la dinámica de los microorganismos en el ambiente (Steele y Streit 

2005; Kurokawa et al., 2007). 

En general, los estudios microbianos que se han hecho en la acuicultura se centran en la 

comprensión de las interrelaciones simbióticas y antagonistas entre  microbios y sus hospederos 

como los peces, crustáceos y moluscos. En este sentido, la metagenómica puede proporcionar 

una visión más profunda de estas relaciones mediante la interpretación de la información 

revelada por el ADN extraído directamente del  consorcio de microorganismos presentes en los 

ambientes de cultivos acuícolas (Suttle, 2007; Gianoulis et al., 2009). 

Para analizar la diversidad microbiana mediante metagenómica dirigida, se requiere del diseño 

de primers (cebadores) específicos, dirigidos a regiones conservadas del gen ribosomal 16S (16S 

ARNr). Varias regiones del gen 16S ARNr  se han utilizado durante años para la identificación 

taxonómica de procariontes, particularmente las regiones variables de la  V1 a la V9 

(Chakravorty et al., 2007; Frank et al., 2008). 

Después de realizar el análisis metagenómico de una comunidad, se obtienen millones de 

lecturas clasificadas en distintos niveles taxonómicos. Un punto crucial en la investigación es la 

manera de interpretar los datos obtenidos en dicha secuenciación. Para estudiar la biodiversidad 

es importante plantearse tres preguntas estratégicas: ¿Qué elementos la componen?, ¿Cómo 

están organizados? y ¿Cómo interactúan entre sí? (Noss 1990). De esta forma, se logrará 

organizar la información de una manera más adecuada e ir más allá de un simple listado de 
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clasificaciones taxonómicas. También es importante relacionar la diversidad obtenida  con una 

escala geográfica del sitio muestreado, es decir, si es local o regional; para posteriormente 

asociarla a las medidas de diversidad alfa (α), beta (β) y/o gamma () (Moreno 2001; Villarreal 

et al., 2006).  

I.2 Hipótesis 

Los tratamientos con inclusión de probióticos comerciales tendrán mayores índices de 

diversidad bacteriana, y una mejora significativa en la respuesta productiva del camarón en 

comparación con un cultivo control. 

I.3 Objetivos 

Objetivo general 

Describir la diversidad de bacterias presentes en bioflóculos desarrollados en cultivos hiper-

intensivos de camarón blanco Litopenaeus vannamei en fase de maternización con y sin adición 

de probióticos y relacionarlos con los parámetros productivos. 

 

Objetivos particulares 

1. Obtener las diversidades  alfa y beta de los filos de bacterias presentes en bioflóculos 

desarrollados en los diferentes tratamientos mediante índices ecológicos aplicables. 

2. Comparar el microbioma entre los tratamientos mediante predictores cuantitativos y 

cualitativos. 

3. Analizar la respuesta productiva de los camarones sometidos a los distintos tratamientos 

para determinar si la adición de probióticos mejoró significativamente el desempeño 

productivo. 
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II. METODOLOGIA 

 

II.1. Ubicación 

El estudio se llevó a cabo en las instalaciones de la empresa Proveedora de larvas S.A. de C.V., 

ubicada en la localidad de La Guasima, en el municipio de El Rosario, Sinaloa. 

II.2. Diseño experimental. 

Se utilizó un diseño completamente al azar con dos tratamientos y un control por triplicado. En 

el tratamiento PA se aplicaron los probióticos Efinol PT y Lab. Robles (relación 50-50); 

mientras que el tratamiento PB recibió Epicin ponds y Epicin hatcheries (relación 50-50). El 

tratamiento control (C) no recibió dosis de probióticos.  

Los probióticos comerciales fueron incubados previo a su adición a los estanques de cultivo. 

Los bioaumentos se realizaron por 24 h en tanques de plástico de 2 m3 de capacidad (100 g de 

probiótico y 500 g azúcar sin refinar por m3 de agua). El producto de la incubación fue agregado 

cada tres días (tratamientos PA y PB) partiendo de seis días previos a la siembra de las 

postlarvas, a razón de 1 ppmil. Los probióticos utilizados y sus relaciones se basaron en los 

protocolos de operación de la empresa. 

Los organismos se alimentaron con alimento comercial para camarón con 35% de proteína 

cruda. En los tratamientos PA y PB, se adicionó melaza diariamente como fuente de carbono 

para mantener una relación C:N de 13:1. En el tratamiento control no se hicieron aplicaciones 

de bioaumentos bacterianos, ni de fuente de carbono adicional, por lo que la relación C:N fue 

de 9:1.  
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Los tanques de cultivo se ubicaron dentro de invernaderos con fondo recubierto con plástico de 

alta densidad. La aireación se proporcionó mediante aireadores de 10 Hp a razón de 150 Hp/Ha. 

La conducción del aire se llevó a cabo por medio de tubería de PVC de 4”, la cual alimentó dos 

baterías de parrillas de aireación con manguera porosa tipo “aerotubo”. 

Se utilizaron postlarvas de camarón blanco Litopenaeus vannamei con un peso promedio inicial 

de 0.0073g. Los organismos fueron sembrados a una densidad de 500 ind/m2 en tanques con un 

volumen de 2,000 m3. El periodo de cultivo duró 42 días. Al final del experimento, se determinó 

la ganancia en peso (GP), la tasa de crecimiento específica (CE), la supervivencia (S), la biomasa 

total (BT) y el factor de conversión alimenticia (FCA). 

II. 3. Colecta de muestras de bacterias 

Durante las semanas 1, 3 y 6 del experimento (periodos: inicial, medio y final) se tomaron 

muestras de agua (200 mL) de todas las unidades experimentales.  Las muestras fueron 

colectadas en bolsas estériles Whirl-Pak® de 250 mL de capacidad, las cuales se colocaron 

inmediatamente en hielo y se transportaron al laboratorio. Una vez en el laboratorio se eliminó 

el sobrenadante y el biofloc precipitado se colocó en tubos falcon de 15 mL. Para cada 

tratamiento se obtuvo una mezcla (de 3 réplicas) correspondiente a las etapas inicial, intermedia 

y final del cultivo. Las muestras finales se colocaron en un ultracongelador Thermo a -80 °C 

hasta su procesamiento.  

II.4. Extracción de ADN 

Una vez concluido el cultivo, las muestras congeladas fueron trasladadas al Laboratorio de 

Biología Experimental (CTAOA) del CIAD.  
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La extracción de ADN libre de inhibidores y alto peso molecular, se realizó directamente de la 

muestra de bioflóculo, con el fin de obtener bacterias cultivables e incultivables. Se utilizó el 

kit comercial PowerBiofilm® (MO BIO Laboratories, Solana Beech, CA, USA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Este kit actúa bajo una combinación de lisis química y mecánica 

de las células procariontes, además de eliminar la presencia de inhibidores (tales como ácido 

húmico, metales, sales y pesticidas), típicamente presentes en tapetes microbianos (MO BIO 

Laboratories, Solana Beech, CA, USA). 

Para iniciar la extracción de ADN se homogenizaron  las muestras de bioflóculos en un vortex 

Fisher Scientific™ e inmediatamente se transfirieron 1.5 mL a un tubo de colecta (Collection 

Tube®) de 2 mL incluido en el kit de extracción. La muestra se centrifugó a 13,000 xg por 1 

minuto en una centrífuga Thermo Sorvall Legend XTR; posteriormente se removió el líquido 

sobrenadante y se pesó la cantidad de sedimento sugerida por el kit (0.05 a 0.20 gr). 

La extracción de ADN comienza con una lisis química mediante la adición de dos diferentes 

soluciones (BF1 y BF2) incluidas en el kit; después de agregar la segunda solución las muestras 

se incubaron a 65°C por 5 minutos en una incubadora RS-PB-200 Dual Poly Pro Bath. 

Posteriormente, se continuó con una lisis mecánica utilizando un homogenizador FastPrep- 

24TM 5G donde se realizaron 3 ciclos de 30 segundos c/u a 6 m/s; una vez homogéneas, las 

muestras se centrifugaron a 13,000 xg por 1 minuto. El sobrenadante fue transferido a un tubo 

nuevo. Posteriormente se adicionó el resto de las soluciones incluidas en el kit hasta agregar por 

último la solución BF7 la cual es un buffer de elución estéril (10 mM Tris) libre de sales. 

Una vez concluida la extracción de ADN, se realizó una lectura en un espectrofotómetro 

NanoDrop Lite para evaluar la concentración y pureza de los ácidos nucleicos; para lo cual se 
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tomó 1 µL de agua libre de nucleasas grado Biología Molecular (SIGMA) como blanco y 1 µL 

de muestra para la estimación; se midió la concentración en ng/µL y la pureza mediante la 

relación A260/A280.   

Para obtener un dato más preciso de la calidad de ADN, las muestras se procesaron en un equipo 

de micro-electroforesis capilar 2200 TapeStation (Agilent, Palo Alto CA, USA). Se tomó 1 µL 

de la solución que contenía el ADN extraído de las muestras y se mezcló con 10 µL de buffer 

gDNA (Agilent). Como referencia se utilizó 1 µL de gDNA Ladder (Agilent). Posterior a la 

mezcla se tomó 1 µL de cada muestra y se insertó en un chip para microfluidos (gDNA 

ScreenTape; Agilent) para medir cantidad y calidad  de ADN (considerando fragmentos de ADN 

de 200 a >60 000 pb). Finalmente, el chip de microfluidos que contenía las muestras, se 

introdujo en el equipo 2200 Tapestation (Agilent). Todas las muestras con calificaciones DIN 

(DNA integrity number) superiores a 7, fueron consideradas para la preparación de la librería. 

II.5. Preparación de librería  

Para la preparación de la librería de amplicones, se usó la “Guía de preparación de librería para 

la secuenciación del gen 16S” de Illumina. El protocolo está diseñado para llevar a cabo la 

amplificación, purificación y secuenciación del fragmento que contiene las regiones V3 y V4, 

considerando los cebadores reportados por Klindworth et al. (2012), los cuales se combinaron 

con el código de barras de adaptadores de secuenciación e indicadores duales (las secuencias en 

negrita indica los adaptadores u “over-hang adapters”).  

Adaptador Forward del amplicon 16S para PCR + adaptador over hang = 5’ -

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 
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Adaptador Reverse del amplicon 16S para PCR + adaptador Over hang = 5’- 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT

CC-3’  

Utilizando una mezcla con un volumen total de 25 µl compuesta por ADN molde,  2x KAPA 

HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Woburn, MA, EE.UU.) y los adaptadores 

anteriormente señalados, se realizó una primera PCR en un termociclador DNA Engine Dyad® 

bajo las condiciones del siguiente ciclo térmico: una desnaturalización inicial a 95 ° C durante 

3 min; un emparejamiento de 25 ciclos de 95 ° C por 10 s, 55 ° C  por 30 s, 72 ° C por 30 s, y 

una extensión final a 72° C durante 5 min. A partir de entonces, los amplicones resultantes entre 

450 y de 550 pb fueron sometidos a un proceso de limpieza utilizando el protocolo de perlas 

magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter, EE.UU.) para purificarlos y eliminar cebadores 

libres, así como especies de dímeros de cebadores.  

Una vez concluida la primera limpieza de los productos de PCR, se continuó con el indexado 

de muestras, utilizando índices duales y adaptadores de secuenciación del kit Nextera Index XT 

(Illumina, San Diego, CA, EE.UU.) y 2x KAPA HiFi HotStart Readymix (KAPA Biosystems), 

siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Posterior al indexado, se realizó una 

nueva PCR bajo las condiciones del siguiente ciclo térmico: desnaturalización a 95 ° C durante 

3 min; emparejamiento de 8 ciclos de 95 ° C por 10 s, 55 ° C  por 30 s, 72 ° C por 30 s, y una 

extensión final de 72° C durante 5 min. Concluida la PCR, la biblioteca se purifico de nuevo 

repitiendo el proceso de limpieza mediante perlas AMPure XP (Ampure XP: High Wycombe, 

Reino Unido). 
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Por último, la biblioteca resultante fue clasificada y cuantificada mediante electroforesis (2200 

TapeStation; Agilent, EE.UU.) utilizando chips de microfluidos (D1000 Screen Tape; Agilent, 

USA) con un rango de análisis de 35 a 1000 pb. Para esto se tomaron 2 µL de muestra de la 

biblioteca indexada y se mezclaron con 2 µL de buffer High Sensitivity D1000; finalmente las 

muestras fueron insertadas en Screentapes High Sensitivity D1000 y analizadas con el equipo 

2200 Tapestation para conocer la concentración de amplicones purificados y continuar con la 

secuenciación. 

II.6. Secuenciación 

Las bibliotecas se ajustaron a una concentración de 4 nM usando Tris 10 mM (pH 8,5) como 

diluyente y se agruparon en la misma proporción. A partir de entonces, las bibliotecas se 

desnaturalizaron con NaOH 0,2 N. Una librería estándar de Control PhiX (Illumina) basada en 

E. coli también se desnaturalizó y se utilizó como control interno, lo que también permite 

calcular las tasas de error ya que es una secuencia corta de genoma bien definido. Tanto la 

biblioteca desnaturalizada como el Control PhiX, se ajustaron a una concentración de 8 pM y 

fueron mezclados (95% de la biblioteca + 5% PhiX Control). Finalmente, la mezcla se calentó 

a 96 ° C durante 2 min y se enfrió inmediatamente en hielo por 5 min. Las muestras se cargaron 

en un cartucho MiSeq v3 Reagent Tray (Illumina), que contenía una MiSeq v3 Flow Cell 

(Illumina) con capacidad de 25 millones de lecturas. Los resultados se obtuvieron después de 

600 ciclos (2 x 300). 

 

II.7. Clasificación taxonómica 
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La clasificación taxonómica de bacterias se llevó a cabo mediante el programa Kraken, 

disponible en el portal de BaseSpace de Illumina.  Esta herramienta está diseñada para asignar 

niveles taxonómicos a las  secuencias metagenómicas obtenidas durante la secuenciación y 

utiliza el alineamiento exacto de la secuencia problema con la base de datos de k-meros, lo cual 

lo convierte en una herramienta rápida en comparación con las que realizan el alineamiento 

inexacto  (Wood y Salzberg, 2014).  

II.8. Índices de diversidad 

Diversidad alfa 

La α diversidad se determinó por medio del índice de Shannon-Wiener (Shannon y Weaver, 

1949) de acuerdo a la siguiente ecuación: 

𝐻´ = − ∑ 𝑃𝑖   𝑙𝑛 

𝑆

𝑖=1

(𝑃𝑖) 

Donde:  

S = número de especies 

Pi = proporción de individuos de la especie i 

El valor de H’ = 0 cuando la muestra tiene solo una especie; H’ tiene un valor máximo cuando 

todas las especies S están representadas por el mismo número de individuos.  

 

La equitabilidad se estimó con el índice de Pielou (Pielou, 1969), mediante la fórmula:  

𝐽´ =
𝐻´

𝐻´𝑀𝑎𝑥
 

Donde: 
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H’max = ln (S)  

H = valor del índice de Shannon-Wiener 

 

Diversidad beta 

Para la β diversidad se utilizó el índice de similitud de Jaccard, mediante la siguiente formula: 

 𝐼𝑗 =
𝑐

𝑎 + 𝑏 − 𝑐
 

 Donde:  

a es el número de especies en el sitio A.  

b es el número de especies en el sitio B.  

c es el número de especies presentes en ambos sitios 

El rango de este índice va desde cero (cuando no hay especies compartidas), hasta 1 (cuando 

ambos sitios comparten las mismas especies). 

 

Diversidad gamma  

Se estimó utilizando  el método de Schluter y Ricklefs (1993), mediante la siguiente  ecuación: 

 

𝛾 = 𝛼𝑝𝑟𝑜𝑚 𝑥 𝛽 𝑥 𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑠𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

 

Donde 

Diversidad alfa promedio = número promedio de especies en una comunidad 

Diversidad beta = inverso de la dimensión específica, es decir 1/número promedio de 

comunidades ocupadas por una especie. 
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Dimensión de la muestra = número total de comunidades 

El cálculo se realizó basado en el índice de Shannon (Lande, 1996), mediante la siguiente 

ecuación:   

 

𝐻´𝑏𝑒𝑡𝑎 = − ∑ 𝑃𝑖

𝑖

𝑙𝑛𝑃𝑖 −  ∑ 𝑞𝑗 𝐻𝑗

𝑗

  

Donde, 

𝑃𝑖 = ∑ 𝑞𝑗

𝑗

 𝑝𝑖𝑗 

 

que representa la frecuencia promedio de la especie i en el conjunto de comunidades, 

ponderada en función de la importancia de las comunidades (qj). En este estudio la 

ponderación se realizó en función del área de cultivo, dado que todos tuvieron la misma área 

entonces la ponderación fue de 0.333 para cada comunidad. 

II.9. Parámetros productivos del camarón.  

Para determinar el crecimiento específico del camarón se utilizó la ecuación sugerida por 

Sánchez-Romero et al. (2013): 

 

𝐶𝐸 (
%

𝑑í𝑎
) =  

[ 𝐿𝑛 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔) − 𝐿𝑛 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)]

𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
 

 

El factor de conversión alimenticia se estimó con la siguiente ecuación: 
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𝐹𝐶𝐴 =   
𝐴𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜 (𝑘𝑔)

𝐺𝑎𝑛𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑛 𝑝𝑒𝑠𝑜 (𝐾𝑔)
   

 

II.10. Predictores de diversidad y Análisis estadístico 

Los estimadores de diversidad se calcularon usando técnicas multivariadas en base a patrones 

del muestreo utilizando el programa EstimateS 9.1.0 (Colwell, 2013). 

Con los parámetros productivos de camarón se realizaron análisis de varianza de una vía para 

determinar si hubo diferencias significativas entre los tratamientos (α = 0.05). Para el 

procesamiento de los datos se utilizó el software Statistica 5.1 para Windows, Statsoft Inc.  
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III. RESULTADOS 

III. 1. Diversidad 

III.1.1. Clasificación taxonómica 

El total de lecturas obtenidas del análisis metagenómico del gen 16S ARNr fueron diferentes 

entre los tratamientos, así como entre los tres periodos de muestreo.  Las lecturas clasificadas 

como bacterias en el tratamiento PA variaron de 13,838 a 565,762; en el PB de 565,038 a 

1,075,034 y en el C de 314,291 a 690,905, durante las semanas 1 a la 6, sin una tendencia clara 

en función del tiempo de cultivo (Tabla 1). Durante el estudio, el porcentaje de lecturas 

identificadas a nivel de Filo varió entre 62.4 y 83.7 %; sin embargo, al finalizar el periodo de 

muestreo (semana 6), los porcentajes fueron muy similares entre los tres tratamientos, variando 

de 71 a 74%. 

Debido a la enorme cantidad de información obtenida, en adelante se hará un análisis de la 

diversidad bacteriana a nivel de Filo y al final se abordarán los principales géneros de bacterias 

que estuvieron presentes en los bioflóculos de cada tratamiento.  

En los estanques que recibieron la mezcla de probióticos A, se registraron en total 20 Filos, 

aunque no todos estuvieron presentes durante los tres muestreos, las cantidades fueron muy 

similares variando de la siguiente manera: semana 1=19; semana 3=16 y semana 6=18. El filo 

más abundante fue Proteobacteria (49.99-53.66 %), seguido por Planctomycetes (9.62 -18 %) y 

Bacteroidetes (11.41 – 29.66%) (Tabla 2). La presencia de los tres filos fue consistente y se 

mantuvieron como los más abundantes durante los tres periodos de muestreo.   
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Tabla 1. Número de lecturas clasificadas hasta nivel de Dominio y Filo obtenidas después del 

proceso de secuenciación del gen 16S ARNr. La clasificación se llevó a cabo mediante el 

software Kraken. Tratamientos con las mezclas de probióticos a (PA), probióticos b (PB) y en 

el control (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el tratamiento PA, un total de 15 filos se mantuvieron con un porcentaje de lecturas inferiores 

al 1%; de ellos, Candidatus, Saccharibacteria, Nitrospirae, Synergistetes, Deferribacteres, 

Cloacimonetes, Aquificae y Thermodesulfabacter no fueron detectados en al menos uno de los 

tres muestreos. 

 

 

 Número de lecturas  

 

  Núm. de 

lecturas 

clasificadas en 

bacterias  

Núm. de 

lecturas 

clasificadas a 

nivel de Filo  

% de lecturas  

clasificadas a nivel 

de Filo 

PA    

Semana 1 13,834 12,005 62.43 

Semana 3 393,175 345,359 65.44 

Semana 6 565,772 492,009 74.41 

    

PB    

Semana 1 565,038 509,943 75.59 

Semana 3 1,075,801 921,110 70.53 

Semana 6 719,034 631,312 74.38 

    

C     

Semana 1 391,138 366,696 83.77 

Semana 3 690,905 606,199 71.57 

Semana 6 314,291 275,148 71.07 
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Tabla 2. Lecturas obtenidas por filos y por muestreo en el biofloc del tratamiento que recibió la 

mezcla de probióticos A (PA).   

Filos Semana 1 Semana 3 Semana 6 

 % % % 

    

Proteobacteria 53.66 49.99 51.99 

Planctomycetes 15.43 9.62 18.00 

Bacteroidetes 11.41 29.66 16.49 

Cyanobacteria 5.22 1.29 1.22 

Chlamydiae 4.62 1.88 1.54 

Actinobacteria 4.01 4.00 7.51 

Firmicutes 2.98 2.85 2.36 

Verrucomicrobia 1.17 0.18 0.08 

Candidatus Saccharibacteria 0.41 0 0.03 

Thermotogae 0.23 0.12 0.12 

Spirochaetes 0.18 0.16 0.08 

Tenericutes 0.17 0.06 0.05 

Deinococcus-Thermus 0.12 0.04 0.11 

ChloroflexI 0.10 0.03 0.37 

Nitrospirae 0.07 0 0.01 

Synergistetes 0.05 0 0 

Acidobacteria 0.05 0.01 0.01 

Caldiserica 0.02 0.01 0.01 

Deferribacteres 0.02 0 0.01 

Cloacimonetes 0 0.01 0 

Aquificae 0 0 0.03 

Thermodesulfabacter 0 0 0.01 

 

En los estanques que recibieron la mezcla de probióticos B, se registraron en total 19 filos. En 

la semana 1 fueron 19, 17 en la semana 3 y 18 en la semana 6. Al igual que en el tratamiento 

PA, el filo más abundante fue el Proteobacteria (49.09-60.81 %), seguido por Bacteroidetes 

(8.18- 26.56%) y muy cercano a éste estuvo el filo Planctomycetes (6.38-25.05 %) (Tabla 3). 

Un total de 11 filos presentaron lecturas inferiores al 1%, entre los cuales, Nitrospirae,  

Synergistetes y Aquificae no fueron detectados en al menos uno de los tres muestreos. 
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Tabla 3. Lecturas obtenidas por filo y por muestreo en el biofloc del tratamiento que recibió la 

mezcla de probióticos B (PB).   

Filos Semana 1 Semana 3 Semana 6 

 % % % 

    

Proteobacteria 53.79 60.81 49.09 

Planctomycetes 25.07 6.38 11.37 

Bacteroidetes 8.18 18.07 26.65 

Cyanobacteria 0.69 1.03 1.26 

Chlamydiae 2.63 2.49 0.92 

Actinobacteria 5.30 6.45 7.29 

Firmicutes 3.29 3.73 1.69 

Verrucomicrobia 0.52 0.37 0.14 

Candidatus Saccharibacteria 0.01 0.04 0.28 

Thermotogae 0.11 0.21 0.12 

Spirochaetes 0.08 0.07 0.14 

Tenericutes 0.04 0.11 0.06 

Deinococcus-Thermus 0.06 0.07 0.07 

ChloroflexI 0.01 0.05 0.29 

Nitrospirae 0.02 0 0.54 

Synergistetes 0.09 0.01 0 

Acidobacteria 0.01 0.02 0.02 

Caldiserica 0.02 0.02 0.03 

Aquificae 0.01 0 0.02 

 

En los estanques que no recibieron inoculación de probióticos comerciales (control), se 

registraron en total 19 filos, de los cuales en la semana 1 aparecieron 15; 16 en la semana 3 y 

18 en la semana 6. Similar a los trtamientos PA y PB, el filo más abundante fue el Proteobacteria 

(43.15-73.88 %), seguido por Bacteroidetes (16.29- 25.56%) y posteriormente el filo 

Planctomycetes (5.03-9.37 %) (Tabla 4). Un total de 12 filos presentaron lecturas inferiores al 

1%, entre los cuales, Nitrospirae,  Acidobacteria, Cladiserica, Deferribacteres y Aquificae no 

fueron detectados en al menos un muestreo. 
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Tabla 4. Lecturas obtenidas por Filo y por muestreo en el biofloc del tratamiento control (C).   

Filos Semana 1 Semana 3 Semana 6 

 % % % 

    

Proteobacteria 73.88 60.81 43.15 

Planctomycetes 5.03 9.37 5.34 

Bacteroidetes 15.54 16.29 25.56 

Cyanobacteria 0.19 2.07 0.94 

Chlamydiae 0.47 2.58 1.21 

Actinobacteria 3.99 4.68 11.18 

Firmicutes 0.62 3.32 1.94 

Verrucomicrobia 0.05 0.28 0.1 

Candidatus Saccharibacteria 0.03 0.09 9.2 

Thermotogae 0.07 0.18 0.1 

Spirochaetes 0.02 0.03 0.15 

Tenericutes 0.02 0.05 0.07 

Deinococcus-Thermus 0.03 0.05 0.06 

ChloroflexI 0.01 0.11 0.38 

Nitrospirae 0 0.01 0.56 

Acidobacteria 0.01 0 0 

Caldiserica 0 0.01 0.01 

Deferribacteres  0 0 0.01 

Aquificae 0 0 0.01 

 

Los filos que solo aparecieron al final del periodo de estudio fueron Aquificae y 

Thermodesulfobacter en el tratamiento PA;  mientras que en el tratamiento C, fueron  

Deferribacteres y Aquificae (Tablas 2 y 4).   

En los tres tratamientos, un total de siete filos presentaron abundancia superior al 1%. El filo 

Proteobacteria, fue el más abundante en todos los tratamientos y en todos los periodos de 

muestreo. En el tratamiento PA se mantuvo con las menores variaciones (53.66, 49.99 y 51.99 

%) seguido por el PB (53.79, 60.81, 49.09 %) mientras que el C, mostró los mayores cambios 

(73.88, 60.81, 43.15%); además, éste último tratamiento mostró una clara tendencia descendente 
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conforme avanzo la edad del cultivo (Figura 1). El segundo filo más abundante fue el 

Bacteroidetes, en el tratamiento PA el porcentaje inicial de lecturas fue de 11.41 y el final de 

16.49 %; en el tratamiento PB inició con 8.18% y finalizó con 26.65%; mientras que para los 

mismos periodos en el tratamiento C, los porcentajes pasaron de 15.54 a 25.56.  

Por otro lado el filo Planctomycetes, se mantuvo con porcentajes similares en los tratamiento 

PA y C entre el inicio y el final del estudio (15.43 a 18.00 y  5.03 a 5.34), mientras que en el 

tratamientos PB la tendencia fue descendente pasando de 25.07 a 11.37% entre el primero y el 

último muestreo. 

Además de los siete filos más comunes con una contribución superior al 1%, el resto se agrupó 

como otros. La suma de los porcentajes correspondientes a éste grupo fue baja en los 

tratamientos PA y PB, los cuales pasaron de 2.67 a 0.89% y de 1.05 a 1.75% respectivamente. 

Sin embargo, en el tratamiento C se registró un incremento considerable pasando de 0.28 a 

10.68% con una clara tendencia a aumentar conforme avanzó el periodo de cultivo.  En el 

tratamiento C, el filo Actinobacteria presentó un incremento considerable pasando de 3.99 a 

11.18% entre las semana 1 y la semana 6.      
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Figura 1. Perfil bacteriano de los biofloculos colectados en los tres tratamientos, durante las 

semanas 1, 3 y 6.  
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Al inicio de estudio, las lecturas que no fueron asignadas a ningún filo, pero que la secuenciación 

del gen 16S ARNr las ubicaron en el dominio Bacteria fueron: 13, 10 y 6%  en los tratamiento 

PA, PB y C respectivamente. Mientras que a la semana 6 se ubicaron en 13, 12 y 12 %  (Figuras 

2, 3 y 4). 

 

Figura 2. Porcentaje de bacterias clasificadas y no clasificadas en el tratamiento PA en la semana 

6. La detección bacteriana se realizó mediante análisis metagenómico  del gen 16S ARNr, 

considerando las regiones V3 y V4. 
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Figura 3. Porcentaje de bacterias clasificadas y no clasificadas en el tratamiento PB en la semana 

6. La detección bacteriana se realizó mediante análisis metagenómico  del gen 16S ARNr, 

considerando las regiones V3 y V4. 
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Figura 4. Porcentaje de bacterias clasificadas y no clasificadas en el tratamiento C en la semana 

6. La detección bacteriana se realizó mediante análisis metagenómico  del gen 16S ARNr, 

considerando las regiones V3 y V4. 

 

Los cinco géneros de bacterias más abundantes en el tratamiento PA cambiaron durante el 

periodo de cultivo. En la semana 1 en orden de importancia estuvieron  Rhodopirellula 

(13.53%), Rhodobacter (11.94),  Planctomyces (10.34%), Ketogulonicigenium (9.43%)  y 

Cyanobacterium (5.58%); mientras que en la semana 3, casi todos  los géneros de la semana 1 

fueron reemplazados por otros, los más abundantes fueron Ruegeria (12.74), Sulfurimonas 

(12.13%), Rhodopirellula (9.14 %), Rhodobacter (6.87%) y Croceibacter (5.55%); en la semana 
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6 el género Ruegeria, se mantuvo en el primer lugar (23.82%) y en el segundo Planctomyces 

(8.60%), el cual se había registrado en la semana 1 en la tercera posición  (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Géneros de bacterias más abundantes en los bioflóculos del cultivo hiper-intensivo de 

camarón blanco L. vannamei durante los tres periodos de muestreo, en el tratamiento PA. 

 

 

Los cinco géneros de bacterias más abundantes en el tratamiento PB registrados en la semana 

1, según su importancia fueron: Rhodopirellula (22.26%), Planctomyces (17.03), 

Ketogulonicigenium (11.67%), Ruegeria (7.50%) y Rhodobacter (7.28); en la semana 3 el 

género Ruegeria ocupó el primer lugar (18.54 %) y Rhodopirellula se ubicó en la cuarta posición 

 Género % de lecturas 

asignadas 

 

Filo 

 

 

Semana 1 

 

Rhodopirellula  13.53 Planctomycetes 

Rhodobacter 11.94 Proteobacteria  

Planctomyces  10.34 Planctomycetes  

Ketogulonicigenium  9.43 Proteobacteria  

Cyanobacterium  5.58 Cyanobacteria  

 Σ 50.82  

    

 

 

Semana 3 

Ruegeria 12.74 Proteobacteria 

Sulfurimonas  12.13 Proteobacteria 

Rhodopirellula 9.14 Planctomycetes 

Rhodobacter 6.87 Proteobacteria 

Croceibacter 5.55 Bacteroidetes  

 Σ 46.43  

    

 

 

Semana 6 

Ruegeria 23.82 Proteobacteria 

Planctomyces 8.60 Planctomycetes 

Rhodopirellula 7.97 Planctomycetes 

Croceibacter 6.32 Bacteroidetes 

Sulfurimonas 4.49 Proteobacteria 

 Σ 51.20  
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(6.43 %); en la semana 6 Ruegeria se mantuvo en el primer lugar (14.52 %), seguido por 

Echinicola (11.21 %) mientras que Rhodopirellula no apareció en el grupo de los cinco más 

abundantes (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Géneros de bacterias más abundantes en los bioflóculos del cultivo hiper-intensivo de 

camarón blanco L. vannamei durante los tres periodos de muestreo, en el tratamiento PB. 

 

 

En el tratamiento PB durante la semana 1, los cinco géneros más abundantes fueron: Vibrio 

(22.22%), Ruegeria (21.39%), Ketogulonicigenium (14.00%), Muricauda (12.92%) y 

Rhodopirellula (7.76%); para la semana 3 el género Vibrio no apareció dentro del grupo de los 

 Género  % de 

abundancia 

 

Filo  

 

 

Semana 1 

 

Rhodopirellula  22.26 Planctomycetes 

Planctomyces 17.03 Planctomycetes 

Ketogulonicigenium 11.67 Proteobacteria 

Ruegeria 7.50 Proteobacteria  

Rhodobacter 7.28 Proteobacteria 

 Σ 65.74  

    

 

 

Semana 3 

Ruegeria 18.54 Proteobacteria 

Sulfurimonas 12.39 Proteobacteria 

Teredinibacter 8.20 Proteobacteria 

Rhodopirellula 6.43 Planctomycetes 

Cytophaga  5.78 Bacteroidetes  

 Σ 51.34  

    

 

 

Semana 6 

Ruegeria 14.52 Proteobacteria 

Echinicola  11.21 Bacteroidetes 

Croceibacter 10.15 Bacteroidetes 

Sulfurimonas 9.38 Proteobacteria 

Ketogulonicigenium 7.15 Proteobacteria 

 Σ 52.41  
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cinco más importantes, mientras que su posición fue ocupada por el género Sulfurimonas 

(21.25%), seguido por  Ruegeria (11.75%) y Rhodopirellula (8.97%); en la semana 6 el género 

más abundante fue  Ketogulonicigenium (14.15 %), seguido por  Ruegeria (10.27%) y 

Sulfurimonas (10.14%) (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Géneros de bacterias más abundantes en los bioflóculos del cultivo hiper-intensivo de 

camarón blanco L. vannamei durante los tres periodos de muestreo, el tratamiento control. 

 

 

 

 Género  % de 

abundancia 

 

Filo 

 

 

Semana 1 

 

Vibrio   22.22 Proteobacteria 

Ruegeria 21.39 Proteobacteria 

Ketogulonicigenium 14.00 Proteobacteria 

Muricauda  12.92 Bacteroidetes 

Rhodopirellula 7.76 Planctomycetes 

 Σ 78.29  

    

 

 

Semana 3 

Sulfurimonas 21.25 Proteobacteria 

Ruegeria 11.75 Proteobacteria 

Rhodopirellula 8.97 Planctomycetes 

Teredinibacter 6.80 Proteobacteria 

Croceibacter 6.61 Bacteroidetes  

 Σ 55.38  

    

 

 

Semana 6 

Ketogulonicigenium 14.15 Proteobacteria 

Ruegeria 10.27 Proteobacteria 

Sulfurimonas 10.14 Proteobacteria 

Croceibacter 9.99 Bacteroidetes 

Rhodobacter 5.65 Proteobacteria 

 Σ 50.20  
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III.1.2. Alfa beta y gamma diversidad 

La diversidad α fue evaluada por medio del índice de Shannon (H), mientras que la equitabilidad 

por el índice de Pielou (J). El tratamiento C obtuvo la menor diversidad al inicio del experimento 

con H= 0.88 nits/ind;  mientras que al finalizar obtuvo el mayor índice con H=1.59 nits/ind.  Los 

índices equitabilidad (J) presentaron la misma tendencia que el de diversidad (H) (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Índices de α diversidad (H), e índice de equitabilidad (J) de los filos de bacterias 

presentes en el biofloc colectado en cada tratamiento, durante tres periodos de muestreo. 

Tratamiento Índice de Shannon (H) Índice de Pielou (J) 

 Semana 1 Semana 3 Semana 6 Semana 1 Semana 3 Semana 6 

       

PA 1.54 1.3 1.4 0.52 0.48 0.46 

       

PB 1.34 1.28 1.41 0.45 0.45 0.49 

       

C 0.88 1.3 1.59 0.32 0.47 0.55 

 

 

La  β diversidad se calculó mediante el índice de similitud de Jaccard (Ij), el cual permitió 

realizar una comparación por pareja de  tratamientos,  PA-C y PB-C. El índice más alto de 

similitud se obtuvo entre los tratamientos PB - C con 0.90,  mientras que entre PA - C el  valor 

fue de 0.86 (Tabla 9). 
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Tabla 9.  Diversidad β de filos de bacterias registrados en los bioflóculos generados con las 

mezclas de probióticos A (PA) y B (PB) respecto al control (C).   

  

Índice de Jaccard 

(Ij) 

PA - C 0.86 

PB - C 0.90 

 

El índice de diversidad gamma (H´ gamma) fue igual entre las semanas 1 y 3, sin embargo en 

la semana 1 éste estuvo compuesto en un 95% por la diversidad alfa, y un 5 % por la diversidad 

beta; mientras que para la semana 3, la contribución de la diversidad alfa aumentó a 97.6 % y la 

diversidad beta disminuyó a 2.4% (Tabla 10). En la semana 6 el índice de la diversidad gamma 

incrementó ligeramente llegando a 1.52, y estuvo compuesto en un 96.3 % por la alfa diversidad 

y en un 3.7% por la diversidad beta. 

 

Tabla 10. Índices de diversidad gamma de los filos de bacterias encontrados en los bioflóculos 

de un cultivo hiper-intensivo de camarón blanco en las semanas 1, 3 y 6. 

 Diversidad gamma 

 Semana 1 Semana 3 Semana 6 

H’ gamma 1.32 1.32 1.52 

% α 95.0 97.6 96.3 

% β 5.0 2.4 3.7 
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III.2. Riqueza de bacterias  

Los predictores de riqueza de los filos de bacterias, determinado por los diversos modelos 

matemáticos utilizados, tuvieron una alta coincidencia con el número de  filos observados en las 

muestras (sobs) (Figura 5). En el tratamiento PA se observaron 22 filos, mientras que los 

modelos predijeron un intervalo entre 22-24. Según los modelos matemáticos (predictores) en 

este tratamiento el estimador más riguroso fue el Jacknife de primer orden (Jack 1). En el 

tratamiento PB se presentó la mayor precisión de los estimadores, todos  predijeron 19 filos, la 

misma cantidad que los colectados. En el tratamiento control se colectaron 19 Filos del intervalo 

19-21 esperados según los estimadores. En este caso los dos estimadores más  rigurosos fueron 

Jack 1 e ICE, ambos estimaron 21 Filos 

En todos los tratamientos los Uniques tendieron a descender y terminaron con valores bajos. 

Dichos valores fueron 4, 0 y 3 para PA, PB y C respectivamente. 

Tanto los estimadores como los Uniques indican que en el tratamiento PB se realizó el mejor 

muestreo, aunque en el tratamiento PA y C los estimadores estuvieron muy próximos a los datos 

reales y en ambos casos los Uniques tendieron a descender.  
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Figura 5. Estimadores de riqueza de especies en los tratamientos y Uniques de los tres 

tratamientos en función del tiempo. 
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III. 3. Respuesta productiva  

El peso inicial fue de 0.073 g/ind, después de 42 días de cultivo llegó a  2.31-2.70 g/ind. La 

ganancia en el peso del camarón no mostró diferencias significativas entre los tratamientos 

(Tabla 11). La tasa de crecimiento específico (CE) osciló entre 14.75 y 15.16 %/día, no se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. La supervivencia mostró una 

variación de entre el 85 y el 92%, sin diferencias significativas entre los tratamientos. El factor 

de conversión alimenticia (FCA) estuvo entre 0.83 y 0.98 sin diferencias significativas entre los 

tratamientos. 

 

Tabla 11. Parámetros productivos de Litopenaeus vannamei (media y desviación estándar) 

obtenidos en estaques inoculados con probióticos comerciales (PA y PB) y control (C).  

Trat. Peso ind. 

Inicial  

(g) 

Peso ind. 

Final  

(g) 

Inc.  

Ind.  

(g) 

Crec.  

Esp.  

%/día 

Sobr. 

% 

 

FCA 

 

PA 0.073  

(0.00) 

2.31  

(0.29) 

2.23  

(0.29) 

15.16  

(0.17) 

92.00 

(4.35) 

0.98 

(0.13) 

PB 0.073  

(0.00) 

2.61  

(0.12) 

2.62  

(0.18) 

15.04       

(0.08) 

85.00 

(8.66) 

0.90 

(0.09) 

C 0.073  

(0.00) 

2.57  

(0.08) 

2.49  

(0.08) 

14.75      

(0.33) 

92.30 

(6.54) 

0.83 

(0.05)  
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IV. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Un consorcio bacteriano, está conformado por poblaciones derivadas del crecimiento de 

individuos unicelulares. Díaz y Wacher (2003) definen a las comunidades microbianas como el 

conjunto de poblaciones de células de varias especies que interactúan entre sí compartiendo 

múltiples funciones dentro de un ambiente determinado. Los métodos de identificación basados 

en pruebas moleculares, permiten conocer detalladamente la composición de las comunidades 

bacterianas asociadas a determinado hábitat y hacen posible evaluar poblaciones que no habían 

sido detectadas por los métodos tradicionales de cultivo en placas (Muyzer et al. 1993, Huber 

et al. 2004). La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en conjunto con otras técnicas, han 

permitido el estudio de la composición de comunidades bacterianas en muestras de sedimentos 

marinos (Muyzer et al. 1993), en biopelículas (Lyautey et al. 2005; Martínez-Córdova et al., 

2016) y en general ha ampliado el conocimiento de las bacterias asociadas a organismos 

acuáticos (Yang et al. 2007; McIntosh et al. 2008).  

Existen pocos estudios relacionados con la diversidad bacteriana en biofloculos y biopeliculas. 

Monroy-Dosta et al. (2013) evaluaron la diversidad bacteriana de los biofloculos provenientes 

de un cultivo de tilapia mediante pruebas bioquímicas, y encontraron que las bacterias mas 

abundantes pertenecian a los filos: Proteobacteria (42 %), Firmicutes (36 %), Actinobacterias 

(13 %) y Nitrospirae (7 %).  Por otro lado, Martínez-Córdova et al. (2016) utilizaron la técnica 

de secuenciación masiva del gen 16S ARNr para identificar las bacterias desarrolladas en el 

biofilm de un sistema de cultivo fotoautotrófico de camarón. En su estudio, los filos más 

abundantes fueron: Proteobacteria (47 %), Chlamydiae/Verrucomicrobia (11 %), Bacteriodetes 

(8 %) y Planctomycetes (5 %). 
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Lee et al. (2016) evaluaron la diversidad de bacterias presentes en un cultivo de peces de agua 

salada mantenidos en un  sistema de recirculación (RAS) mediante la secuenciación del gen 16S 

A y reportaron que el filo más dominante fue Proteobacterias (45.9%), seguido de Bacteroidetes 

(42.2%) y otros con abundancias menores al 3%, entre ellos Actinobacteria (2.9%) 

Planctomycetes (2.0%), Nitrospirae (1.5%), y Acidobacteria (1.0%). En otro estudio similar, 

Martins et al., (2013) evaluaron la diversidad bacteriana con secuenciación del gen 16S ARNr 

en un cultivo RAS de Scophthalmus maximus y Solea senegalensis, entre sus resultados 

destacan la abundancia de dos filos: Proteobacterias (70-90 %) y Bacteroidetes (7-26 %). 

A pesar de que los estudios previos fueron realizados con especies diferentes (peces), en 

sistemas RAS, o en agua dulce, los resultados son consistentes con los encontrados en éste 

experimento. Durante todo el experimento, los filos con mayor presencia en los bioflóculos 

fueron Proteobacteria (50-73%), Bacteroidetes (9-27%), Planctomycetes (10-25%), 

Actinobacteria (4-11%) y Firmicutes  (0.5-2%).  

Según los estudios previos, así como la presente investigación, los microrganismos 

pertenecientes al filo Proteobacteria son los más abundantes en los sistemas de producción 

acuícola. Al inicio del presente experimento, el tratamiento Control mostró la mayor abundancia 

de Proteobacterias (73%), la cual pudo estar correlacionada con la del medio natural. En el 

océano las especies que pertenecen a este filo constituyen un 79% de la biomasa bacteriana en 

el fondo y un  64% en la superficie; mientras que en agua dulce representan hasta un 40% de la 

diversidad bacteriana (Battistuzzi y Hedges, 2009). Las Proteobacterias tienen una gran 

diversidad de rutas metabólicas para la obtención de energía, entre ellas se encuentran especies 

fototróficas, quimiótrofas y quimiorganotróficas (Madigan et al., 1997); por ello juegan un papel 
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importante en el ciclo de los nutrientes y en la mineralización de los compuestos orgánicos   

(Kirchman, 2002; Kersters et al., 2006). 

El segundo filo más dominante encontrado en este estudio, y que concuerda con los reportes de 

Lee et al. (2016) y de Porchas-Cornejo et al. (2017) fue el de Bacteroidetes; el cual es dominante 

en el bacterioplancton marino heterótrofo, es común encontrarlo colonizando partículas 

macroscópicas de materia orgánica (Woebken et al., 2007). Adicionalmente se encuentra de 

manera natural en el fondo del mar, donde representa aproximadamente el 8%  la diversidad 

bacteriana, mientras que en la superficie llega al 9%; sin embargo, su presencia incrementa 

notablemente en solidos húmedos, llegando a representar hasta un 19% (Battistuzzi y Hedges, 

2009). Por lo anterior, se puede asumir que el biofloc tiene características físico-químicas 

adecuadas para la proliferación de este filo, lo que permitió que se mantuviera como el segundo 

más dominante; además de que en los tratamientos PB y C,  incrementó su abundancia entre el 

primero y el último muestreo.  

A pesar de la gran variedad de filos presentes en el medio natural, las condiciones particulares 

de los microambientes favorecen la presencia de algunos de ellos. Por ejemplo, en los suelos o 

sólidos se pueden encontrar nueve filos abundantes, pero solo en cuatro de ellos (Proteobacteria, 

Acidobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes) se distribuye el 90 % la diversidad total de dicho 

ambiente (Tsai et al. 2009). Los otros cinco filos comunes son Verrucomicrobia, Chloroflex, 

Planctomycetes, Gemmatimonadetes y Firmicutes (Jannsen, 2006). Al comparar éstos 

resultados con el presente estudio, también se encontró que cerca del 90% de la diversidad 

bacteriana estuvo representada por los mismos filos (Proteobacteria, Bacteroidetes, 

Planctomycetes y Actinobacteria).  
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El análisis de las secuencias del gen 16S ARNr permite conocer la diversidad bacteriana  casi 

con un 100% de precisión (Porteous et al. 1997; Stackebrandt y Ebers, 2006). Lee et al. (2016)  

evaluaron la diversidad bacteriana presente en seis diferentes puntos de  un sistema acuícola de 

recirculación, posteriormente calcularon los índices de Shannon-Wiener y encontraron que el 

índice del biofiltro fue cuatro veces  superior comparado con el obtenido en el estanque de los 

peces. La alta diversidad en los filtros pudo deberse a la diversidad de procesos biológicos que 

influyen en el consumo de la materia orgánica y en la transformación de los compuestos 

nitrogenados.  

En los estudios de biodiversidad, es de gran importancia evaluar la eficacia del muestreo 

realizado. Existen diversos modelos, que permiten determinar la riqueza de especies. La 

evaluación permite determinar a través de varis funciones la asíntota de la curva de acumulación 

de especies (Gotelli y Colwell, 2011). Éstos modelos se denominan estimadores o predictores 

de diversidad (Colwell et al., 2012); mientras más cercano sea el valor observado al estimado, 

el muestreo será más preciso. En un estudio de diversidad de bacterias indicadoras de 

contaminación fecal en marea entrante (FLD) y marea saliente (EBB) en un humedal, Dorsey 

et al. (2013) obtuvieron aproximadamente 51 especies de bacterias, su muestreo fue evaluado 

mediante el software EstimateS (Colwell, 2013), el cual genera simulaciones para diversos 

modelos de riqueza de especies, los estimadores que  más se acercaron a los valores observados 

fueron: Bootstrap (aprox. 49-50 para EBB y 50-52 para FLD) y Jacknife (entre 55- 58 para EBB 

y 59-61 para FLD). Mientras que los estimadores más rigurosos predijeron valores superiores: 

Chao 1 (79-81 para EBB y 114-116 para FLD) e ICE (19-21 para EBB y 160-162 para FLD) 

tales diferencias, indicaron que los cuerpos de agua tuvieron un mayor número de especies a las 

detectadas en sus muestreos. En el mismo estudio se utilizó un índice de similitud Jaccard, y se 
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concluyó que entre EBB y FLD hubo un 40% de especies compartidas, considerada como una 

semejanza media o moderada. 

En este estudio el número de filos presentes en los bioflóculos colectados durante los muestreos 

fue muy parecido al predicho por los estimadores. En el tratamiento PA se identificaron 22 filos, 

mismo valor estimado por los modelos ACE y Chao1, mientras que Bootstrap llegó a 23 y los 

menos precisos fueron ICE y Jack 1 con 24. En el tratamiento PB se registró la presencia de 19 

Filos y todos los estimadores anteriormente mencionados estimaron el mismo valor. Por último, 

en el tratamiento Control, se colectaron 19 Filos, los mismos estimados por ACE y Chao 1, 

mientras que Bootstrap predijo 19; por otro lado  tanto ICE como Jack 1 estimaron 21 filos. Los 

resultados de los estimadores indican que el muestreo fue suficiente para determinar con 

precisión la riqueza de los filos en  los tres tratamientos.  

Tomando como referencia la diversidad bacteriana desarrollada en el tratamiento Control, se 

evaluó la similitud entre PA-C y PB-C mediante el índice de Jaccard. En ambas comparaciones 

se encontró una alta similitud entre la diversidad bacteriana de los bioflóculos, el índice PA-

Control fue 0.86, lo cual indica que ambos tratamientos compartieron el 86% de los filos; 

mientras que al relacionar PB-Control, el índice de similitud fue de 0.90 (90% de filos 

compartidos). En ambos casos se puede considerar una alta similitud ya que el valor máximo 

del índice de Jaccard es igual a 1.0.  

El índice de diversidad gamma permitió determinar el impacto de la diversidad local (α) y el 

reemplazo de especies (β) dentro de la comunidad bacteriana (por tratamiento y por muestreo). 

En la semana 1 el índice gamma fue de 1.32, del cual el 95% correspondió a la diversidad α y 
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el 5% a la diversidad β, mientras que en las semanas 3 y 6 los valores fueron muy semejantes al 

primer muestreo (1.32 y 1.52), así como las contribuciones de la diversidad α y β.   

Evidentemente el reemplazo de filos entre los tratamientos (diversidad β) fue casi insignificante 

comparado con la riqueza de los filos en cada tratamiento (diversidad α). Los resultados tienen 

sentido al observar  que 19 de los 22 filos registrados mediante el análisis metagenómico fueron 

compartidos entre los tratamientos. El efecto encontrado con la adición de los probióticos 

comerciales, fue contrario a lo esperado. La diversidad local tuvo la mayor contribución en la 

diversidad de la comunidad. Lo cual indica que la adición de probióticos comerciales no 

modificó la presencia de los filos en el biofloc. 

En los sistemas RAS, biofilm o biofloc los filos Proteobacteria y Bacteroidetes tienden a 

dominar (Martins et al., 2013; Monroy Dosta et al., 2013; Martínez-Córdova et al., 2016; Lee 

et al., 2016); mientras que en los cultivos con recambios de agua los filos Cyanobacteria y 

Actinobacteria tienden a prosperar después de su paso por los estanques, mientras que  las 

abundancias  de Proteobacteria y Bacteroidetes disminuyen  (Porchas-Cornejo et al., 2017). 

 

Cuando se realizó el análisis a un nivel taxonómico más profundo, se consideraron los cinco 

géneros más abundantes en cada tratamiento y en cada periodo de muestreo. Al igual que en el 

caso de los filos, se encontró que pocos géneros dominaron la diversidad bacteriana. En general 

los más abundantes, acumularon entre el 46.43 y el 78.29 %  de las lecturas totales (Tablas 5-

7). Si bien los sistemas de biofloc tienen una gran cantidad de bacterias, pocos géneros dominan.   

Entre los géneros más abundantes se encuentra Rhodopirellula, el cual es abundante en el medio 

marino; Žure et al. (2015) indican que estos microorganismos aparentemente desempeñan un 
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papel importante en el metabolismo de los compuestos nitrogenados. En un estudio en 

laboratorio, Martínez-Córdova et al. (2016) encontraron  que la especie R. baltica representó el 

4 % de la diversidad presente en el biofilm de un cultivo de camarón blanco inoculado con una 

diatomea bentónica. En el presente estudio las abundancias más altas se registraron en la semana 

1 con 13.53 y 22.26 % en PA y PB respectivamente, mientras que en el tratamiento control se 

presentó en la semana 3 con un 8.97 %. Se ha demostrado que los carbohidratos son la principal 

fuente de carbono y de energía para este género (Schlesner et al. 2004).  

En el tratamiento C, no se agregó fuente de carbono externa, por lo que la adición de melaza 

durante  la formación y el mantenimiento del biofloc en los tratamientos PA y PB pudo 

promover la dominancia de Rhodopirellula al inicio del estudio. Se puede considerar que el 

biofilm y el biofloc desarrollados en los cultivos acuícolas permiten la proliferación de éstos 

microorganismos. Mientras que en la columna de agua, su presencia es escasa según el estudio 

de Porchas-Cornejo et al. (2017) quienes registraron baja abundancia de R. báltica en aguas 

oceánicas antes de ingresar a una granja (1.4 %) de cultivo de camarón, mientras que a la salida 

de la estanquería fue 0.4%.  

El género Vibrio puede contener especies potencialmente patógenas y fue el más abundante en 

la semana 1 en el tratamiento control (22.22%), aunque posteriormente disminuyeron casi a 

cero; a este respecto, los niveles de detección en los tratamientos PA y PB fueron muy bajos. 

Algunas bacterias patógenas son habitantes comunes en los  ambientes acuáticos, en algunos 

casos el exceso de materia orgánica puede facilitar su proliferación (Austin et al. 1995;  Fuentes 

y Pérez, 1998). El biofloc se caracteriza por tener altas concentraciones de materia orgánica, 

que en teoría puede fomentar su proliferación; sin embargo, está documentado que este sistema 

favorece el crecimiento de bacterias benéficas que compiten por recursos (espacio y fuentes 
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nutritivas) y que además generan sustancias complejas que inhiben el crecimiento de potenciales 

patógenos (Wu et al. 2012).  En un cultivo de tilapia en biofloc Monroy-Dosta et al. (2013) 

reportaron que los géneros Vibrio y Pseudomonas fueron abundantes al inicio del estudio; sin 

embargo, a medida que avanzó el cultivo disminuyeron significativamente, éste fenómeno 

refuerza lo mencionado por Wu et al. 2012; Martínez-Córdova et al. (2015) y otros 

investigadores. 

Otro género abundante que apareció en los tres tratamientos fue  Ketogulonigenium, el cual 

incluye bacterias anaerobias facultativas Gram negativas; éstas son utilizadas en la industria 

biotecnológica por su capacidad para producir precursores vitamínicos, específicamente el ácido 

2-ceto-L-gulónico para la formación  de vitamina C (Urbance et al. 2001). Por otro lado, se ha 

encontrado que este género tiene la capacidad de interactuar con una amplia diversidad de 

grupos bacterianos (Cai et al.  2012) y utilizar diferentes fuentes de carbono (Staats et al. 1999). 

Martínez-Córdova et al. (2016) encontraron a la especie K. vulgare como la más abundante 

(44.9 %)  en el biofilm de un sistema de cultivo de camarón.  

En éste estudio Ketogulonigenium se registró en la semana 1 del tratamiento PA, con una 

abundancia de 9.43%; en el tratamiento PB apareció en las semanas 1 y 6 con 11.67 y 7.15% 

respectivamente y  en el tratamiento control fue el tercero  más abundante en la semana 1 (14%) 

y  el más abundante en la semana 6 (14%).  

La información relacionada con el género Ruegeria es escasa,  Arora et al. (2012) aislaron una 

cepa (Ruegeria sp.) de la microalga Tetraselmis indica, varios estudios en laboratorio indicaron 

que éstas bacterias utilizan carbohidratos de la pared celular de las microalgas como sustratos 

metabólicos, a través de enzimas carbohidrasas, específicamente encontraron gran afinidad con 

las pectinas. En éste estudio, Ruegeria se posicionó en el primer lugar de abundancia en la 
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semana 6 en los tratamientos PA (23.82 %) y PB (15.52 %), y en segundo en el tratamiento 

control (10.27%), debido a su alta presencia, es recomendable profundizar en aspectos 

relacionados con su metabolismo y su ecología. Su incremento pudo estar asociado al aumento 

de los bioflóculos en el cultivo, los cuales contienen microalgas.     

El género Sulfurimonas parece ser responsable de gran parte de la actividad quimioautotrófica, 

con gran importancia en el ciclo de elementos en algunos hábitats (Grote et al., 2008; Glaubitz 

et al., 2009; Perner et al., 2013). La importancia  de Sulfurimonas se atribuye a su capacidad 

para crecer a partir de iones inorgánicos, ya que cuenta con alta versatilidad metabólica (uso de 

varios donadores de electrones, receptores de electrones y fuentes de carbono inorgánico) 

(Campbell et al., 2006; Grote et al., 2012). Algunas especies de Sulfurimonas participan de 

manera importante en la movilidad de Zn, Cu y Pb a través de la desnitrificación por oxidación 

de sulfuros en sedimentos marinos contaminados (Shao et al., 2009). En el estudio de Martínez-

Córdova et al. (2016), este género fue representado por la especie Sulfurimonas autotrophica 

aunque represento apenas el 0.6% de la diversidad bacteriana, la cual coincide con el 0.6%  

reportado por Porchas-Cornejo et al. (2017) en el agua oceánica a la entrada de una granja de 

camarón. Sin embargo al parecer las condiciones presentes en los sistemas de cultivo en biofloc 

le favorecen ya que en éste estudio Sulfurimonas apareció en varios muestreos con abundancias 

de  4.49 a 21.25%. 

Uno de los aspectos más notables de éste estudio, es que los tratamientos que recibieron 

probióticos comerciales no presentaron una mejora en los parámetros productivos en 

comparación con el control. El crecimiento especifico (CE) de los organismos (14.75-15.16 % 

por día) y la supervivencia (85.0 a 92.3%) fueron iguales entre los tratamientos y comparables 

con los resultados obtenidos por Yuniasari y Ekasari (2010), quienes obtuvieron la equivalencia 
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a un CE de 14 a 17% diario y supervivencia de 86 a 94% al finalizar  un estudio de maternización 

de camarón blanco en biofloc (densidad de 160 ind/m2).  En otro estudio, Serra et al. (2015) 

reportaron crecimientos específicos de 11.1 a 11.4% por día y supervivencias de 97.4 a 99.5%, 

durante la maternización de camarón en biofloc  con densidad de  1,200 ind/m2 y 35 d de cultivo. 

Las diferencias en el CE con las del presente estudio (14.75-15.16% por día) se pueden atribuir 

principalmente a las densidades de siembra.  

Respecto al factor de conversión alimenticia, Serra et al. (2015) reportaron valores de 0.89 a 

1.12 en un cultivo de L. vannamei de biofloc integrado con Gracilaria birdiae; mientras que  en 

otro estudio con juveniles de L. vannamei cultivados en biofloc, Luis-Villaseñor et al. (2015) 

reportaron un valor de 1.41 a densidades de 500 ind/m2. En el presente estudio el FCA, fue 

inferior a 1 en todos los tratamientos, por lo que se asemeja más al estudio de Serra et al. (2015). 

En el cultivo de camarón y de otras especies acuáticas, el alimento consumido es uno parámetros 

que influye en gran medida sobre los costos de producción. El presente estudio se realizó en un 

laboratorio comercial por lo que se tuvo especial atención en el suministro de alimento. Por otro 

lado diversos autores han demostrado que el camarón consume biofloc (Moreno-Arias et al., 

2017) por lo que el FCA siempre debería ser menor comparado con los sistemas de recirculación 

y los  semi-intensivos. 

La adición de probióticos comerciales no mostró mejoras en los parámetros productivos del 

camarón. Este resultado es contrario a lo esperado, ya que la adición de probióticos comerciales 

en teoría, mejora la calidad del agua, la digestión del alimento y los parámetros productivos. Sin 

embargo, como se demostró, al final del estudio, la diversidad de las bacterias (filos y géneros) 

en los tratamientos PA y PB fue muy parecida al control. Por lo que se puede asumir que las 

bacterias autóctonas tuvieron la mayor influencia en la diversidad. Es posible que algunas 



 
 

50 
 

especies tengan propiedades probióticas, las cuales pudieron contribuir en la mejora de la 

digestión de los tres tratamientos. Adicionalmente el conjunto de bacterias del tratamiento 

control formaron consorcios capaces de degradar la materia orgánica, metabolizar compuestos 

nitrogenados y mantener las redes tróficas microbianas como fuente de alimento vivo. En 

futuras investigaciones se sugiere estudiar de las características fisiológicas, metabólicas y las 

propiedades benéficas que tienen  las bacterias autóctonas presentes en los bioflóculos de los 

cultivos hiper-intensivos.   
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

V.1. Conclusiones 

En todos los tratamientos los filos más abundantes fueron Proteobacterias, Planctomycetes y 

Bacteriodetes. Al final del experimento la suma de éstos comprendió el 86, 87 y 74 % de la 

diversidad en los tratamientos PA, PB y C. 

Al final del bioensayo la adición de probióticos comerciales no afectó de manera importante la 

dominancia de los filos.  

La diversidad alfa se mantuvo similar en los tratamientos PA y PB, mientras que en el control, 

se observaron los mayores cambios (H: 0.88-1.59). 

La mayor equitabilidad de los filos se obtuvo en el tratamiento control al final del experimento.  

La diversidad gamma fue mayormente influenciada por la diversidad alfa, mientras que la 

diversidad beta disminuyó conforme avanzo el experimento. 

En general los cinco géneros más abundantes, acumularon entre el 46.43 y el 78.29 %  de las 

lecturas totales. 

El género Vibrio solo mostró alta abundancia (22.22%) en el tratamiento control durante el 

primer muestreo. 

Los tratamientos que recibieron probióticos comerciales, no presentaron una mejora en los 

parámetros productivos comparados con el control. 

 

V.2. Recomendaciones 
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Realizar estudios de la composición de especies en los probióticos comerciales.  

Realizar estudios de la interacción entre especies de bacterias exóticas y nativas. 

Profundizar en aspectos relacionados con el perfil funcional y la ecología de los géneros más 

abundantes en el biofloc. 

Evaluar la dispersión y proliferación de bacterias exóticas en el ecosistema adyacente a granjas 

y laboratorios.  

Evaluar el efecto de las bacterias presentes en los bioflóculos sobre la presencia de compuestos 

bioactivos y compuestos nutritivos para las especies cultivadas.   
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