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Resumen 

Algunos sistemas para el cultivo de organismos de importancia acuícola generan 

flóculos microbianos que consumen los desechos y sirven de alimento para los 

organismos en cultivo. En esta investigación se estudió el cultivo de camarón blanco 

del Pacífico Penaeus vannamei en un sistema con bioflocs modificado para mejorar la 

tecnología actual, induciendo la formación de bioflocs con microalgas y bacterias 

probióticas de la región. Asi mismo, en un cultivo hiperintensivo de camarón blanco se 

evaluaron tres dietas con diferentes porcentajes de proteína, con y sin la adición de 

macroalgas. Paralelamente se analizaron las comunidades bacterianas del intestino 

de los camarones de los diferentes tratamientos. El primer experimento se realizó 

durante seis semanas en tanques de 28 toneladas que contenían 350 camarones/m3. 

Se evaluaron tres tratamientos: BFD1) con dos diatomeas: Grammatophora sp. y 

Navicula sp.; BFD2) con Navicula sp.; BFS) Sin diatomeas. Todos los tratamientos 

fueron adicionados con la microalga Schizochytrium sp. y la bacteria probiótica 

Lactobacillus fermentum TD19. Los siguientes parámetros fueron monitoreados 

durante el cultivo: amonio, nitritos, nitratos, variables ambientales, volumen de flóculos, 

presencia de microorganismos, composición bromatológica de biofloc y parámetros 

zootécnicos. Los resultados indicaron que los tres bioflocs inducidos presentaron un 

volumen similar (8.34 ± 4.8 ml L-1) y una concentración de amonio menor de 1.0 mg L-

1). El tratamiento BFD1 generó flóculos con la concentración más alta de ciliados, 

rotíferos, nematodos y bacterias ácido lácticas, así como la concentración más baja de 

Vibrio spp. 1.2×103 UFC mL-1, evidenciando una diferencia significativa en la 

composición bromatológica, con los valores más altos de proteínas y lípidos: 28.12 ± 

0.50, 22.44 ± 0.80%, en peso seco de biofloc respectivamente, y la mejor relación de 

conversión alimenticia 0.89. Con base en estos resultados, se sugiere que 

Schizochytrium sp., L. fermentum y las dos diatomeas deben usarse para inducir el 

biofloc en el cultivo hiperintensivo de P. vannaei. Adicionalmente el biofloc proporcionó 

una ingesta nutricional suplementaria, lo que puede constituir una ventaja para reducir 

alimento comercial. En el segundo experimento se evaluó el biofloc BFD1 utilizando 

tres alimentos pelletizados con diferentes concentraciones de proteína, se mostró el 

aporte proteico del biofloc, la sobrevivencia y la actividad del sistema inmune de los 
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camarones. El experimento se llevó a cabo por 8 semanas en tanques de 28 000 L, 

con 350 camarones/ m3 y con un peso de 0.8 ± 0.9 g en tres tratamientos con biofloc, 

BFD1 inducidos con probióticos y las tres microalgas nativas. Cada tratamiento fue 

alimentado con una dieta con 25, 30 ó 35% de proteína, los tratamientos fueron: CP25; 

CP30 y CP35 respectivamente. Se monitoreo la calidad del agua, bacterias 

presuntivas del género Vibrio y bacterias ácido-lácticas en el biofloc y tubo digestivo 

de camarón, el desempeño del cultivo y la actividad de genes relacionados con el 

sistema inmune, Profenol oxidasa (PROpo), Superóxido dismutasa (SOD), Peneidina 

2 (PEN) y Glutatión peróxidasa (GPO). Los resultados mostraron que el mejor 

tratamiento fue el CP25 ya que generó parámetros fisicoquímicos estables; amonio 

0.13 ± 0.02, nitritos 0.20 ± 0.09 y nitratos 6.36 ± 0.22, el mejor crecimiento del camarón 

con diferencia significativa (p<0.05), la mayor expresión de genes SOD, PEN y GPO, 

brindando protección y obteniendo la mayor sobrevivencia de 98.91%. Los resultados 

sugieren que el tratamiento CP25% es conveniente por que mejora el dempeño del 

camarón, mantiene activo el sistema inmune de los organismos, además de reducir el 

costo del alimento. Un Tercer experimento fue realizado para evaluar la adición de 

macroalgas en el tratamiento CP25 y analizar la composición de las comunidades 

bacterianas que participaron en éste y en los tratamientos del segundo experimento. 

Los tratamientos evaluados fueron: BFI) Biofloc inducido y BFIM) Biofloc inducido más 

macroalgas. Los dos tratamientos fueron alimentados con una dieta con 25% de 

proteína, cada tratamiento se realizo en tanques de 15000 L, con 350 camarones/ m3 

y con un peso de 0.8 ± 0.9 g. Para el análisis de las comunidades bacterianas, se 

consideraron los dos ultimos experimentos, se tomaron muestras de intestino de 

camarón al finalizar cada experimento, se realizaron extracciones de ADN de las 

muestras de intestino, las cuales se enviaron a una empresa para su secuenciación 

masiva y las bases de datos resultantes se analizaron con herramientas 

bioinformáticas para conocer la taxonomía de las comunidades bacterianas, con 

respecto a los parámetros monitoreados; concentración de compuestos nitrogenados, 

oxígeno, temperatura, salinidad, pH, peso de los camarones, porcentajes de proteína 

en la dieta y adición de la macroalga. Los resultados del análisis del agua al adicionar 

la macroalga mostrarón un buen control de compuestos nitrogenados, BFIM produjo 
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los niveles más bajos de todos los experimentos realizados, amonio (0.11 ± 0.01), 

nitritos (0.09 ± 0.02) y nitratos (5.41 ± 0.15). También mostró el mejor crecimiento con 

diferencia significativa (p<0.05).  

Los resultados del análisis metagenómico mostraron diferencia en los phylums 

bacterianos representados en los tratamientos con diferente porcentaje de proteína, 

sin embargo, mantuvieron abundancias relativas similares: Proteobacterias de 39.94% 

a 50.83 %, seguidos de Actinobacterias de 10% a un 25% y Bacteroidetes de 10% a 

un 15%. El análisis metagenómico mostró que el cambio del porcentaje de proteína en 

el alimento además de influir en su peso, concentracion de amonio, nitratos y pH 

también influyó en la composición de la comunidad bacteriana de los intestinos del 

camarón. Los resultados de las comunidades bacterianas de los intestinos de los 

camarones en BFI y BFM, mostraron una mayor variabilidad. Estos resultados 

indicaron que, al adicionar la macroalga en el cultivo de camarón blanco, se 

observaron diferencias hasta de 74.5% en sus comunidades bacterianas. El 

tratamiento adicionado con macroalgas incrementó el peso final del camarón e 

incrementó la abundancia relativa con diferencias sinficativas al comparar los phylum 

Proteobacteria; 39.94% en BFI y 46.54 % en BFIM y Actinobacteria; 9.8% en BFI y 

25.4% en BFIM. Los resultados de esta investigación nos permitieron completar el 

diseño de un nuevo sistema hiperintensivo con biofloc para el cultivo de camarón 

blanco a nivel piloto, con ventajas importantes al conocer la mayoría de las variables 

involucradas, por lo cual se sugiere esta listo para escalarlo a nivel industrial.  
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Abstract 

Biofloc systems generate microbial flocs that consume waste and serve as food for 

growing organisms. In this research, the culture of Pacific white shrimp Penaeus 

vannamei was studied. In order to improve the technology, the system was modified by 

inducing the formation of bioflocs with microalgae and probiotic bacteria from this 

region. Likewise, in a hyperintensive culture of white shrimp, three diets with different 

percentages of protein were evaluated, with and without the addition of macroalgae. At 

the same time, the bacterial communities of the intestine of the shrimp from the different 

treatments were analyzed. The first experiment was carried out for six weeks in 28 ton 

tanks containing 350 shrimp / m3. Three treatments were evaluated: BFD1) with two 

diatoms: Grammatophora sp. and Navicula sp.; BFD2) with Navicula sp.; BFS) Without 

diatoms. All treatments were added with the microalgae Schizochytrium sp. and the 

probiotic bacterium Lactobacillus fermentum TD19. The following parameters were 

monitored during cultivation: ammonium, nitrites, nitrates, environmental variables, floc 

volume, presence of microorganisms, bromatological composition of biofloc and 

zootechnical parameters. The results indicated that the three induced bioflocs 

presented a similar volume (8.34 ± 4.8 ml L-1) and an ammonium concentration lower 

than 1.0 mg L-1). The BFD1 treatment generated flocs with the highest concentration of 

ciliates, rotifers, nematodes and lactic acid bacteria, as well as the lowest concentration 

of Vibrio spp. 1.2 × 103 CFU mL-1, showing a significant difference in the bromatological 

composition, with the highest values of proteins and lipids: 28.12 ± 0.50, 22.44 ± 0.80%, 

in dry weight of biofloc respectively, and the best feed conversion ratio 0.89. Based on 

these results, it is suggested that Schizochytrium sp., L. fermentum and the two 

diatoms should be used to induce biofloc in the hyperintensive culture of P. vannaei. 

Additionally, the biofloc provided a supplemental nutritional intake, which may be an 

advantage to reduce commercial feed. In the second experiment, the BFD1 biofloc was 

evaluated using three pelletized feeds with different protein concentrations, the protein 

contribution of the biofloc, survival and the activity of the immune system of shrimp 

were shown. The experiment was carried out for 8 weeks in tanks of 28,000 L, with 350 

shrimp / m3 and a weight of 0.8 ± 0.9 g in three treatments with biofloc, BFD1 induced 

with probiotics and the three native microalgae. Each treatment was fed a diet with 25, 
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30 or 35% protein, the treatments were: CP25; CP30 and CP35 respectively. The 

quality of the water, presumptive bacteria of the genus Vibrio and lactic acid bacteria in 

the biofloc and digestive tract of shrimp, the performance of the culture and the activity 

of genes related to the immune system, Profenol oxidase (PROpo), Superoxide 

dismutase (SOD), Peneidin 2 (PEN) and Glutathione peroxidase (GPO). The results 

showed that the best treatment was CP25 since it generated stable physicochemical 

parameters; ammonium 0.13 ± 0.02, nitrites 0.20 ± 0.09 and nitrates 6.36 ± 0.22, the 

best shrimp growth with significant difference (p <0.05), the highest expression of SOD, 

PEN and GPO genes, providing protection and obtaining the highest survival rate of 

98.91%. The results suggest that the CP25% treatment is convenient because it 

improves the performance of the shrimp, keeps the immune system of the organisms 

active, in addition to reducing the cost of feed. A third experiment was carried out to 

evaluate the addition of macroalgae in the CP25 treatment and to analyze the 

composition of the bacterial communities that participated in this and in the treatments 

of the second experiment. The treatments evaluated were: BFI) Induced Biofloc and 

BFIM) Induced Biofloc plus macroalgae. The two treatments were fed a diet with 25% 

protein, each treatment was carried out in tanks of 15000 L, with 350 shrimp / m3 and 

with a weight of 0.8 ± 0.9 g. For the analysis of bacterial communities, the last two 

experiments were considered, shrimp intestine samples were taken at the end of each 

experiment, DNA extractions were made from the intestine samples, which were sent 

to a company for massive sequencing and the resulting databases were analyzed with 

bioinformatic tools to know the taxonomy of the bacterial communities, with respect to 

the monitored parameters; concentration of nitrogenous compounds, oxygen, 

temperature, salinity, pH, shrimp weight, percentages of protein in the diet and addition 

of macroalgae. The results of the water analysis when adding the macroalgae showed 

a good control of nitrogen compounds, BFIM produced the lowest levels of all the 

experiments carried out, ammonium (0.11 ± 0.01), nitrites (0.09 ± 0.02) and nitrates 

(5.41 ± 0.15). It also showed the best growth with a significant difference (p <0.05). 

The results of the metagenomic analysis showed a difference in the bacterial phylums 

represented in the treatments with different percentage of protein, however, they 

maintained similar relative abundances: Proteobacteria from 39.94% to 50.83%, 
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followed by Actinobacteria from 10% to 25% and Bacteroidetes from 10% to 15%. 

Metagenomic analysis showed that the change in the percentage of protein in the feed, 

in addition to influencing its weight, ammonium concentration, nitrates and pH, also 

influenced the composition of the bacterial community of the shrimp intestines. The 

results of the bacterial communities of the intestines of the shrimp in BFI and BFM, 

showed greater variability. These results indicated that when adding the macroalgae in 

the white shrimp culture, differences of up to 74.5% were observed in their bacterial 

communities. The treatment added with macroalgae increased the final weight of the 

shrimp and increased the relative abundance with effective differences when 

comparing the phylum Proteobacteria; 39.94% in BFI and 46.54% in BFIM and 

Actinobacteria; 9.8% in BFI and 25.4% in BFIM. The results of this research allowed us 

to complete the design of a new hyperintensive system with biofloc for the cultivation 

of white shrimp at a pilot level, with important advantages by knowing most of the 

variables involved, Thus is suggested that it is ready to scale it up to industrial level. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La acuacultura en las últimas décadas ha incrementado su producción, de acuerdo 

con las estadísticas de la FAO, la producción mundial alcanzó máximos históricos, 

mientras que las pesquerías disminuyeron presentándose un incremento en la 

población a nivel mundial (FAO, 2001, 2010). El camarón blanco Penaeus vannamei 

o también citado taxonomicamente como Litopenaeus vannamei (Ver anexo 1 

clasificación taxonómica actualmente reconocida) es una especie endémica de 

América Latina y actualmente es cultivado en todo el Pacifico y comprende el 80% de 

la producción mundial acuícola de camarones.  Este camarón es cultivado en granjas 

acuícolas por su alta fecundidad, es decir que solo con pocos reproductores se 

producen altas poblaciones, se tiene conocimiento de su reproducción en el ambiente 

natural donde presenta un ciclo de vida de dos fases, una marina y una estuarina 

(Morales, 1990).  

Su reproducción inicia en zonas alejadas de la costa, donde el macho deposita 

en la hembra los paquetes de esperma, para realizar la fertilización y después los 

huevos son liberados para pasar a estadios larvales, que comprenden; nauplio, zoea 

y mysis (Figura 1), después pasan a ser post-larvas y se mueven en dirección a la 

costa, durante este trayecto pasan diferentes mudas hasta convertirse en juveniles  en 

los estuarios de los ríos donde se mantienen durante un lapso de 3 a 4 meses 

(Morales, 1990). Los camarones son sexualmente inmaduros cuando salen de los 

estuarios y madurarán cuando se encuentran a profundidades, donde ocurre el 

apareamiento, la hembra debe haber mudado y encontrarse en un estado 

característico, teniendo el desove en temporada cálida (Arellano et al., 1989) y de esta 

manera se inicia su ciclo nuevamente. 

El conocimiento del ciclo reproductivo en el camarón ha beneficiado a la 

acuacultura, ya que se han obtenidos progenitores del medio silvestre (peso superior 

a 40 g) para realizar los cultivos, aunque actualmente se seleccionan organismos de 

las mismas cosechas para continuar la reproducción, obteniendo líneas de 

reproductores con las mejores características. En general la reproducción se realiza 

en salas de maduración, con agua de mar limpia y alimentos balanceados, se procede 
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a un proceso de ablación de un pedúnculo ocular de la hembra, lo cual lleva a repetidos 

ciclos de maduración y desove (FAO). Cuando se obtienen los nauplios, estos son 

colectados por la atracción a la luz, después son enjuagados y desinfectados para 

colocarlos en tanques para su crecimiento donde se les ofrece alimento vivo, en las 

primeras fases se les da microalgas y en las siguientes además de microalgas se les 

da artemia, complementando las últimas etapas con microcápsulas de alimentos 

preparados secos o líquidos. Cuando alcanzan un estadio de PL 10 -12, se trasportan 

para el sistema de crianza, donde alcanzan tamaños adecuados de post- larva para 

ser nuevamente sembrados en tanques para la engorda de éstos. El proceso de 

engorda del camarón puede llevarse a cabo en diferentes sistemas: de forma 

extensiva, semiintensiva, intensiva y super-intensiva, los cuales se diferencian por las 

densidades de siembra que pueden ser baja, mediana y alta (FAO). 

 

Figura 1. Ciclo de vida de los peneidos (López- Martínez et al., 2010). 
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El cultivo de camarón se ha intensificado y demanda, técnicas de cultivo que 

permitan una mayor producción como son los sistemas hiperintensivos. En México, el 

cultivo de camarón alcanzó un incremento del 15 % del valor total de los productos 

pesqueros comercializados a nivel internacional en el 2012, sin embargo, los 

volúmenes de esta producción mundial de camarón cultivado descendieron en 

particular en el 2013, debido a problemas relacionados con enfermedades virales y 

bacterianas (Leaño et al., 2012), como el síndrome de mortalidad temprana que 

también afectó a México (Cuellar- Anjel, 2013). Esta reducción en la producción de 

camarón disparó los precios en todo el mundo, afectó al consumo en los mercados 

tradicionales e incrementó la importación para el consumo. En la actualidad la 

producción del camarón en ocasiones no puede ser alcanzada debido a que los 

sistemas de cultivo demandan altas densidades, por la presencia de enfermedades 

que causan mortalidad, por una alimentación inadecuada que contribuye a que el 

cultivo sea vulnerable a enfermedades y todo esto genera además problemas 

ambientales y económicos (Rojas et al., 2005).  

I.1. Problemática acuícola – ecológica 

El aumento de la demanda del camarón ha generado incremento en la producción 

acuícola en las últimas décadas, dicha producción está ubicada cerca de sistemas 

marinos los cuales han estado propensos a daños en los ecosistemas que se ubican 

a lo largo de los litorales. Dicha producción también ha afectado las características 

hidráulicas de varios cuerpos costeros por la cantidad de recambios de agua requerida 

(hasta un 50%) para abastecer las estanquerías existentes para su cultivo y también 

al vertír sus desechos al sistema marino. La llegada de aguas con desechos acuícolas 

provoca transfaunación; por ejemplo al usar microalgas traídas de otros lugares para 

sus cultivos de apoyo o alimento para el camarón, esto residuos de aguas pueden 

alterar las poblaciones naturales en sus relaciones de competencia, depredación y 

parasitismo, los desechos pueden contribuir a enfermedades entre ellas las virales a 

largo plazo, aspectos que traen cambios en la biodiversidad de las regiones 

(Plascencia y Berm 2012).  



BFT mejorado por bacterias, microalgas y macroalgas para el Cultivo de Penaeus vannamei 

 

26 
 

Por otro lado, si los animales cultivados presentan enfermedades o no cumplen 

con una cuarentena, al realizar el recambio de agua en los estanques, los 

microorganismos patógenos no tienen fronteras saliendo así a mar abierto y afectar a 

las poblaciones silvestres (Flores et al., 2007) y provocar la destrucción de los hábitats 

marinos (principalmente manglares) o la muerte de algunas especies de importancia 

pesquera, esta problemática por lo tanto demanda cultivos más seguros. La 

contaminación también se puede originar por una descarga excesiva de nutrientes y 

materia orgánica que se traduce en sobre-enriquecimiento de nutrientes, algunas 

sustancias toxicas como el amonio que puede alterar los ecosistemas. Por tal motivo 

la problemática de contaminación al medio ambiente debe ser contemplada en los 

sistemas de cultivo de camarón, junto con la menor utilización de agua o desechos 

que se generen y un conocimiento de las comunidades microbianas que integran estas 

aguas, que son arrojadas. 

I.2. Problemática Acuícola - económica 

La producción mundial de camarón se incrementó en los últimos años, si bien los 

sistemas intensivos alcanzan una mejor producción, también generan más costos, 

como son los relacionados a los alimentos destinados para la producción, los cuales 

reducen las ganancias del acuicultor. Otro problema que afectó la economía de los 

acuicultores fueron las altas mortalidades del cultivo de P. vannamei que se enfrentó 

a virus o bacterias principalmente del género Vibrio (Roque et al., 2001), esto afectó a 

la acuacultura en diferentes países, incluyendo México. Muchos sectores acuícolas 

que producían toneladas de camarón blanco fueron afectados, las inversiones en el 

cultivo no alcanzaron para cubrir los gastos de alimentos, afectando la economía del 

sector.  

Para resolver estos problemas se generó la búsqueda de sistemas acuícolas 

que protejan tanto al camarón como al medio ambiente, que tengan un menor gasto 

en los alimentos utilizados para obtener mayores ganancias en el cultivo del camarón 

blanco, se buscaron sistemas que consideran las necesidades ecológicas y 

económicas cuando la producción es a grandes volúmenes. Sigue existiendo la 

necesidad de un mejor manejo de los cultivos y apoyo de la biotecnología, de tal 
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manera que la acuacultura del camarón no afecte o contamine los recursos naturales 

marinos, que tenga medidas encaminadas a la administración eficiente, con buena 

producción y responsable para la preservación del equilibrio ecológico. Así mismo, la 

necesidad de investigación para demostrar la eficiencia de nuevas propuestas de 

sistemas productivos y manejo encaminado a obtener la mejor calidad posible del 

camarón cultivado a los menores costos posibles para su rentabilidad (Hanson et al., 

2013). 

I.3. Tecnología Biofloc (BFT) una alternativa para una acuacultura sustentable 

La acuacultura actual del camarón blanco crece y se especula que tendrá un mayor 

aumento en su producción en un futuro, muchas investigaciones van enfocadas a 

cubrir la problemática de la infraestructura requerida. La Tecnología Biofloc surge por 

dichas necesidades, tomando en cuenta además de ser amigable con el medio 

ambiente, disminuir la cantidad de agua y eliminar o tener menos desechos tóxicos. 

También utiliza menos espacio y gracias a la generación de los flóculos que contienen 

microalgas, bacterias, protozoos y otros microorganismos con un valor nutricional para 

el cultivo (Timmons, 2002 y Ferreira et al., 2014) proporciona una mejora en el 

crecimiento del camarón. Todos estos atributos del BFT son temas de interés a 

investigar para mejorar esta tecnología, por lo cual se plantea como objetivo general 

de esta investigación, desarrollar un sistema hiperintensivo con biofloc inducido con 

microalgas, probióticos y macroalgas para el cultivo de Penaeus vannamei y evaluar 

su desempeño a través de parámetros zootécnicos en los diferentes experimentos del 

cultivo, de cuantificar la expresión de genes relacionados con el sistema inmune del 

camarón y la relación de dichos parámetros con las comunidades bacterianas que 

están presentes en el intestino del camarón. 

Para abordar dicho objetivo se describen antecedes de los principales temas de 

interés para mejorar la BFT en el cultivo del camarón, como son; mínimo recambio de 

agua, contenido nutricional del biofloc, usos de probioticos y macroalgas en cultivos 

de camarón.  
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II. ANTECEDENTES 

II.1. BFT con Mínimo recambio de agua  

Uno de los beneficios que se atribuyen al sistema BFT es el de emplear una menor 

cantidad de agua en recambios. Estudios realizados mostraron que el sistema BFT es 

útil para minimizar los porcentajes de agua y disminuir el impacto del daño ambiental 

(Burford et al., 2004, Samocha et al., 2007 y Zhao et al., 2012). Otros estudios 

mostraron que los efluentes de las granjas de camarón al ser liberados llevan amonio 

que puede afectar a otros ecosistemas (Ebeling et al., 2006). Por lo tanto, el desarrollo 

y aplicación de estos sistemas BFT con cambios mínimos o cero porcentajes de agua 

benefician el medio ambiente (Wasielesky et al., 2006). 

II.2. BTF con valor nutricional acuícola 

Los microorganismos dentro del biofloc utilizan el exceso de nutrientes adquiriendo un 

valor nutricional alto para las especies en cultivo (Ferreira et al., 2015); así, el biofloc 

es una fuente de proteínas, lípidos, minerales y vitaminas por lo cual los sistemas BFT 

ofrecen un mejoramiento nutricional necesario para el crecimiento del camarón (Kim 

et al., 2014), siendo las proteínas del BFT importantes al brindar un gran aporte y 

permitir una disminución en el alimento suministrado al cultivo y de esta manera 

disminuir costos. 

II.3. Bacterias probióticas en cultivos de camarón 

La aplicación a los cultivos de importancia acuícola de diferentes microorganismos 

benéficos ha sido reportada con los siguientes efectos: 1) incrementar el valor 

nutricional (Venkat et al., 2004, Balcazar et al., 2017, Banerjee et al., 2010), 2) 

aumentar la supervivencia y disminuir enfermedades mediante la inhibición del 

crecimiento de bacterias patógenas (Sansawat y Thirabunyanon 2009, Ismail y 

Soliman, 2010), 3) mantener y mejorar la calidad del agua con la reducción de 

concentraciones de amonio, nitrito y nitrato (Shariff et al., 2001, Jana y Jana, 2003, 

Gutierrez-Wing y Malone 2006, Chae-Woo et al., 2009) y 4) disminuir la carga elevada 

de materia orgánica (Douillet 1998, Dalmin et al., 2001). La importancia de las 

bacterias probióticas en el biofloc dentro del cultivo de camarón es debido a que 

mejoran la salud del camarón y combaten bacterias patógenas (Xu y Pan, 2014). En 
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la actualidad la utilización de las bacterias probióticas  en el cultivo de camarón trae 

consigo una mayor producción. 

II.4. Composición de organismos del biofloc 

Recientemente se ha reportado la composición de la comunidad microbiana de un 

biofloc, indicando la abundancia de los diversos microorganismos asociadas a los 

floculos, los principales grupos encontrados fueron: bacterias, microalgas, ciliados, 

rotíferos y nematodos, sugiriendo que éstos contribuyen como fuente de alimento 

natural in situ. También encontraron bacterias heterótrofas de los géneros 

Sphingomonas, Pseudomonas, Bacillus, Nitrospira, Nitrobacter y la levadura 

Rhodotorula sp. Sugiriendo que estos microorganismos favorecen la calidad del agua 

y el bienestar fisiológico de los organismos en cultivo, (Monroy- Dosta et al., en el 2013 

y Becerril-Cortés et al., 2018). 

 

II.5. Macroalgas para el cultivo de P. vannamei 

En un estudio realizado con P. vannamei cultivado con macroalgas se destaca la 

inducción de las proteínas relacionadas con el reconocimiento de lipopolisacárido 

(LPS), b-1,3-glucano (BG) y otras moléculas conocidas como patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), las cuales provocan la inmunidad innata, aumentan 

los parámetros inmunes y la resistencia contra los patógenos (Chen et al., en el 2016). 

En particular, la macroalga Gracilaria spp., contribuye a la disminución de amonio, 

disminuye la densidad de Vibrio e incrementa la proteína cruda del camarón (Brito et 

al., 2014). 

II.6. Microalgas y probióticos 

La BFT ha sido implementada con importantes beneficios para la acuacultura, sin 

embargo se desconocen evaluaciones a nivel de cultivo hiperintensivo en tanques de 

volúmenes mayores a 15,000 litros y a temperatura ambiente, tampoco se ha 

implementado un control de calidad de las microalgas que integran el floc. Faltan 

estudios que muestren la respuesta inmunológica de los camarones bajo estas 

condiciones y la composición de los grupos bacterianos que integran el agua del 

biofloc. Además, falta conocer la influencia que tiene el uso de las microalgas y 
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macroalgas al ser agregadas a la BFT y los beneficios que pudiera tener su 

implementación. 

La Universidad Autónoma de Baja California Sur (UABCS), cuenta con una 

colección de cepas probióticas y microalgas aisladas de la región que se han empleado 

como alimento para P. vannamei. (Morales, 2012, Cota, 2015 y Hernández-Rubio, 

2015), produciendo mejoras en el cultivo de éste. Varias cepas de microalgas fueron 

seleccionadas para ser utilizadas en la formación de flóculos a los cuales se les agregó 

melaza y bacterias probióticas para la aplicación en cultivos, (Hernández-Castro en el 

2015). Posteriormente es planteada la utilización de bacterias probióticas y microalgas 

nativas, para inducir la formación de flóculos y evaluar el desempeño de un sistema 

con BFT. También se evaluó la adición de macroalgas ya que se conoce la importancia 

que tienen para mantener la calidad del agua, proveer nutrientes y eliminar 

compuestos tóxicos (Chopin et al., 2001; Neori et al., 2004), como los residuos de los 

alimentos pelletizados, los compuestos nitrogenados que llegan a reducir la calidad 

del agua y causar estrés (Correia et al., 2014). Es conocido también que las 

macroalgas usan los residuos metabólicos del camarón y de los otros microorganismos 

como nutrientes, absorben CO2 y producen O2 (Alwis & Jayaweera, 2011), por lo tanto 

la adición de macroalgas podría mejorar la calidad del agua y servir de alimento, pero 

es necesario generar más información para conocer el impacto de estas y tener un 

mejor manejo del cultivo. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El presente trabajo es conveniente, dado que será de utilidad para los acuicultores y 

personas que requieran producir camarones a mayores densidades, en sistemas 

hiperintensivos para P. vannamei que actualmente es una fuente de alimento con 

demanda a nivel mundial y este estudio pretende indicar los procesos necesarios para 

su cultivo con sistema de biofloc, cuya tecnología está siendo estudiada por los 

beneficios que tiene en la acuacultura y en esta investigación se indica la generación 

de los flóculos inducidos con microalgas y probióticos, y explica los beneficios al 

adicionar macroalgas.  Este estudio  generó información necesaria para el cultivo de 

camarón con microorganismos marinos, los cuales son de interés en las ciencias del 

mar,  también generó información importante para llevar a cabo el cultivo de camarón 

en zonas áridas costeras  por personas del sector camaronicola que requieran mejorar 

su producción.  La información generada beneficiará a granjas camaroneras que 

además pretendan tener sistemas amigables con el medio ambiente, ya que contribuye 

en el ahorro de agua, minimiza los costos de bombeo, filtración y eliminación de 

partículas no deseadas. 

En este trabajo se explica relevancia para la nutrición acuícola que tiene el 

biofloc inducido y se muestra que el emplear microalgas y probióticos tiene beneficios 

en la composición química del biofloc, como son proteína, lípidos y carbohidratos, asi 

mismo mejora el sistema inmune del camarón, manteniendo una buena salud. Lo 

contrario puede ser un factor detonante en pérdidas económicas en la producción del 

camarón. 

El presente trabajo abarca solo aspectos de la fase de engorda del camarón, 

los aspectos de su salud se estudiaron cuantificando la expresión de genes 

relacionados al sistema inmune, los estudios microbiológicos que comprenden 

monitoreo del género Vibrio por su potencial patógeno y las bacterias ácido-lácticas a 

las que pertenecen la bacteria probiótica adicionada se realizaron en todos los 

experimentos. En calidad del agua se monitoriaron los compuestos nitrogenados 

debido a su constante acumulación en los tanques de cultivo para evitardaños al cultivo 
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y al medio ambiente. Mientras que el conocer la composición de la comunidad 

bacteriana nos permitió conocer los diferentes grupos de bacterias que participan en 

el cultivo y que llegan al intestino del camarón sin causar daño. Este estudio fue 

desarrollado en cultivos a gran escala por contar con tanques de geomembrana de 28 

000 L, e instalaciones acordes para simular los sistemas de granjas de las zonas 

costeras. 

El valor práctico de la investigación propuesta radica por lo tanto en conocer 

información del cultivo, utilizando recursos biológicos locales como las microalgas, 

probióticos y macroalgas, que ayudén a describir los beneficios que pueden obtenerse 

para tener un mejor entendimiento de su uso y manejo en los cultivos hiperintensivos 

de camarón. Asi mismo radica en establecer mejores indicadores que contribuyan al 

manejo de alimentos y dietas para este sistema, con lo cual se pretende llegar a una 

aplicación acuícola a nivel granja. Esta investigación esta lista para trascender  a un 

beneficio social, por medio de la capacitación y asesoría a personas interesadas en la 

acuacultura, en particular, en el manejo de este sistema, en metodologías para el 

manejo de microalgas y probioticos locales cultivados a temperatura ambiente, en dar 

alternativas para disminuir el consumo de los alimentos comerciales empleados y 

disminución del porcentaje de proteínas en los alimentos los cuales representan altos 

costos, todo esto con el fin de mejorar la producción acuícola.. 

El presente trabajo confirma que este sistema es la mejor alternativa de una 

acuacultura con biofloc sustentable y se sugiere sea implementado para el desarrollo 

de las regiones costeras donde pueda ser puesto en marcha con más eficiencia y con 

un enfoque al desarrollo acuícola sustentable. 
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IV. OBJETIVOS 

IV.1. Objetivo general 

Desarrollar un sistema hiperintensivo con biofloc inducido con microalgas, probióticos 

y macroalgas para el cultivo de Penaeus vannamei y evaluar su desempeño con 

parámetros zootécnicos, análisis del sistema inmune y comunidades bacterianas. 

 

IV.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar la inducción de un biofloc con tres microalgas y bacterias probióticas por 

medio de los parámetros fisicoquímicos del agua y zootécnicos del camarón blanco 

(P. vannamei) 

2.- Evaluar el efecto de tres niveles de proteínas en el crecimiento y sistema inmune 

del camarón en el cultivo hiperintensivo con Biofloc inducido con microalgas y bacterias 

probióticas. 

3.- Evaluar la diversidad y las Unidades taxonómicas operacionales de las 

comunidades bacterianas del tracto intestinal de los camarones en el cultivo 

hiperintensivo con biofloc con respecto a su dieta (macroalga y nivel de proteína), 

parámetros fisicoquímicos (concentración de compuestos nitrogenados, oxígeno, 

temperatura, salinidad y pH) y su peso. 

 

V. HIPÓTESIS 

 

El cultivo hiperintensivo del camarón blanco mantiene estables sus parámetros 

fisicoquímicos y comunidad bacteriana, mejora el crecimiento y el sistema inmune del 

camarón al contar con un biofloc inducido por microalgas, probióticos, macroalgas y 

un bajo porcentaje de proteína en el alimento.  
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Descripción de la estructura del trabajo  

Con los objetivos propuestos en este estudio se desarrollaron tres capítulos para una 

mejor estructura y descripción como se muestra en la Figura 2.  

 

 

 

Figura 2. Capítulos para la descripción del estudio de un cultivo hiperintensivo de Penaeus 

vannamei con biofloc inducido por bacterias probióticas, microalgas y macroalgas. 

 

  

 

 

CAPITULO 1.

Evaluación de la inducción del biofloc con tres
microalgas y bacterias probióticas para el
cultivo hiperintensivo de camarón blanco (P.
vannamei).

CAPITULO 2

Efecto de tres niveles de proteína en el
crecimiento y sistema inmune de P. vannamei
cultivado en un sistema BFT inducido con
microalgas y probióticos.

CAPITULO 3

Evaluación de la comunidad bacteriana de
camarón blanco, Penaeus vannamei en un
cultivo hiperintensivo con biofloc inducido y
macroalgas.
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VI. CAPITULO 1 

 

“Evaluación de la inducción del biofloc con tres microalgas y bacterias 

probióticas para el cultivo hiperintensivo de camarón blanco (P. vannamei)” 

 

VI.1. INTRODUCCIÓN 

La tecnología biofloc es utilizada en el cultivo del camarón blanco (P. vannamei), para 

mejorar su producción (Avnimelech 2012; Crab et al., 2012; Emerenciano et al., 2013), 

gracias a la generación de los flóculos en los que se encuentran microorganismos con 

valor nutricional para el camarón (Timmons et al., 2002; Ferreira et al., 2015). La 

generación de flóculos microbianos en los cultivos son indicativos de un estado 

saludable del cultivo, por lo cual se promueve la formación de flóculos con calidad 

nutricional. La inducción de flóculos en cultivos de camarón se ha evaluado con 

diferentes fuentes de carbono, como melaza, azúcar de caña, dextrosa y el salvado de 

arroz, principalmente para reducir la concentración de nitrógeno amoniacal total y en 

busca de solucionar problemas en cultivos con altas densidades (Serra et al.,2015). 

La melaza es la fuente de carbono más utilizada para la producción de biofloc en 

camarón (Baloi et al., 2013, Schveitzer et al., 2013, Correia et al., 2014, Arias- Moscoso 

et al., 2018), sus flóculos generados han mostrado un aporte como alimento, logrando 

una reducción del costo de alimento (Hari et al., 2004). Los flóculos reportados 

muestran diferentes resultados con respecto a la calidad del agua del cultivo, valor 

nutritivo y otros aspectos como morfología y comunidad microbiana sin embargo en 

los flóculos se busca que las fuentes de carbono favorezcan el crecimiento de 

bacterias específicas, protozoos y fitoplancton (Crab et al., 2012).  

 Se ha sugerido mantener las microalgas dentro del biofloc (Wei et al., 2016), 

debido a que se les atribuye la producción de biomoléculas esenciales para la 

acuacultura (Roy y Pal, 2015). Diferentes microalgas como diatomeas o cianobacterias 

pueden desarrollarse en los flóculos, siendo estas una fuente importante de alimento 

para bacterias, ciliados, rotíferos y nématodos los cuales a su vez aportan proteínas 

que complementan el alimento del camarón en el sistema biofloc (Hargreaves, 2013). 
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Diatomeas como Grammatophora sp., y Navicula sp., han sido sugeridas para 

alimentación en dietas de organismos marinos (Ferreira et al., 2014), Schizochytrium 

sp., tiene la capacidad de producción de ácido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), que 

juega un papel importante para la salud y contra enfermedades (Sun et al., 2014), 

debido a dichas características, estas microalgas tienen un gran potencial 

biotecnológico para ser aplicadas en la acuacultura. Además de las ventajas nutritivas 

mencionadas, también ayudan a mantener adecuadas concentraciones de 

compuestos nitrogenados en el agua (Emerenciano et al., 2013; Quijano et al., 2017). 

Las microalgas eliminan nitratos y evitan la acumulación de este desecho que puede 

afectar el crecimiento del camarón (Xu and Pan, 2014), Por lo tanto, éstas juegan un 

papel importante para mantener una buena calidad del agua y no favorecen la 

presencia de bacterias patógenas como algunas especies deVibrio que pueden causar 

la muerte al camarón (Lv et al., 2017). Para disminuir estos patógenos se adicionan 

bacterias probióticas (Farzanfar 2006; Ma et al., 2009; Balcazar et al., 2017), que 

además favorecen la reducción de compuestos nitrogenados y pueden ser inhibidoras 

de bacterias de género Vibrio. Estudios han demostrado que el uso de probióticos tiene 

mejoras en crecimiento del camarón (Xie et al., 2019), atribuyéndoles mejor absorción 

de nutrientes (Lin et al., 2004) y beneficio en ganancia de biomasa del cultivo 

(Martínez-Córdoba et al., 2015).  

Dentro de los principales requisitos para implementar el uso de microalgas y 

probióticos es que éstas tengan un fácil manejo y manipulación para ser empleados 

en la acuacultura, una evaluación previa del uso de Schizochytrium sp., mostró 

resultados favorables (Pacheco-Vega et al., 2018). En esta investigación se propuso 

evaluar a Lactobacillus fermentum (TD19), Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y 

Navicula sp., que muestran un crecimiento adecuado a temperatura ambiente y se 

muestran las ventajas que brindan estas microalgas al ser incorporadas como 

inductores iniciales del biofloc en un sistema BFT para el cultivo de camarón blanco 

(P. vannamei).  Así mismo se muestra como mejora la formación de flóculos y los 

parámetros de la calidad del agua como: disminución de compuestos nitrogenados y 

Vibrio spp., en cultivo. Adicionalmente se cuantificó el crecimiento poblacional de las 

microalgas adicionadas, la concentración de microorganismos que prevalecen y la 
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composición química (proteína y lípidos) de los bioflocs inducidos. Finalmente se 

analizó el efecto en el crecimiento de P. vannamei en un cultivo hiperintensivo y se 

propuso la adecuada disminución de alimento comercial, lo cual generará menores 

costos en la acuacultura de camarón. 
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VI.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

VI.2.1. Material biológico y diseño experimental 

El estudio se realizó en la Unidad Pichilingue de La Universidad Autónoma de Baja 

California Sur (UABCS), México (Figura 3), durante los meses de septiembre y octubre 

del 2016. Las microalgas fueron, dos diatomeas Grammatophora sp. LPU-6 y Navicula 

sp. LPU-7 (Figura 4a y 4b), Schizochytrium sp. LPU-1 (Figura 4c), los inóculos fueron 

obtenidos del cepario perteneciente al laboratorio de microalgas de esta unidad. La 

bacteria probiótica Lactobacillus fermentum TD19 (Figura 4d) fue obtenida del 

Laboratorio de Ciencia y Tecnología de Alimentos (UABCS), la cual fue aislada del 

tracto digestivo de P. vannamei y caracterizada por su potencial probiótico.  

 

Figura 3. Unidad Pichilingue de La Universidad Autónoma de Baja California Sur (UABCS), 

México. 
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Figura 4. Microalgas utilizadas para la inducción del biofloc, Grammatophora sp., LPU-6 

(4a), Navicula sp., LPU-7 (4b), Schizochytrium sp., LPU-1 (4c) y la bacteria probiótica 

Lactobacillus fermentum TD19 (4d). 

VI.2.1.1. Cultivo de microalgas nativas 

Las microalgas se cultivaron cada una por separado, con precauciones asépticas en 

el laboratorio de cultivo de microalgas en la Unidad de Pichilingue. Los cultivos se 

iniciaron en matraces de 125 mL inoculados al 10%, posteriormente se escalaron a 

volúmenes de 1 L, después a garrafones de 18 L y finalmente a cilindros de 4000 L 

inoculando con 60% de cada microalga respectivamente se utilizó agua de mar   

previamente pasada por luz ultravioleta y filtros de 1 micra. La transferencia de cultivos 

de matraz de 125 mL y de 1 L se realizó en una campana de flujo laminar y en 

presencia de un mechero. Para los cultivos a nivel matraz se esterilizó el agua de mar, 

se preparó el medio nutritivo F/2 (Guillard, 1975), más silicatos en diatomeas, se 

inocularon las cepas y se mantuvieron a temperatura ambiente (25-28 °C). La aireación 

de los cultivos se realizó manualmente agitando los matraces cada 12 horas. 

  En el caso de los cultivos en garrafón de 18 L y en cilindros de policarbonato de 

400 L, la aireación fue dada con un compresor blower de 100 Hp / Ha. El agua que se 

utilizó para estos cultivos fue pasada por filtro de 1 micra, por luz ultravioleta, clorada 

con 1ml de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex) por cada litro de agua, dejada en 

reposo por 24 horas y posteriormente neutralizada agregando 0.05 g de tiosulfato de 
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sodio por cada mL. Los cultivos desde nivel matraz hasta 18 L se mantuvieron en el 

laboratorio por 144 horas, mientras que los cultivos de 400 L fueron en el exterior a 

temperatura ambiente (24 y 33 °C), durante 48 horas. 

VI.2.1.2. Cultivo del probiótico  

La cepa probiótica Lactobacillus fermentum TD19 que se encontraba en el Laboratorio 

de Ciencia y Tecnología de Alimentos a -85°C, fue reactivada con 100μl en placas de 

MRS usando la técnica de extensión en superficie con varilla de vidrio. Posteriormente, 

se mantuvo en incubación a 30°C en jarras de anaerobiosis por un periodo de 24 a 48 

horas. Una vez que la bacteria presentó crecimiento, se seleccionaron colonias 

aisladas, se resembraron en placas nuevamente de MRS y se dejaron incubar por 24 

horas bajo las mismas condiciones. De las colonias recién formadas se tomó una 

colonia y se inoculó en tubos de ensaye con 3 ml de caldo MRS y se incubó en las 

condiciones mencionadas. La cepa pura reactivada y con la misma morfología de los 

registros iníciales fue considerada para preparar el inóculo inicial a escalar en 

matraces de 125 ml, 1L, 4 L. El medio de cultivo utilizando se preparó con agua de mar 

estéril, adicionada con 0.12 ml de medio nutritivo F/2 (Guillard, 1975), concentrado por 

litro de agua, melaza (2.5 g L-1) y citrato de sodio (1.17 g L-1). Este medio también se 

empleó para los volúmenes 18 y 400 L, pero el agua fue sanitizada con hipoclorito de 

sodio y neutralizada con tiosulfato de sodio de la forma en que se mencionó 

anteriormente. 

 

VI.2.2. Generación de los flóculos inducidos con microalgas y probióticos 

La generación de los flóculos para los diferentes tratamientos se hizo en tanques 

circulares de geomembrana con volumen de 28 000 L, los cuales fueron sanitizados 

con agua clorada con 1ml de hipoclorito de sodio comercia por L, el agua de mar 

previamente pasada por filtro de arena y de 1 micra, la cual fue clorada y neutralizada 

de la misma forma mencionada, se agregaron aproximadamente 400 litros de 

microalgas en concentraciones de 2 x 104 células mL-1, la microalga inoculada se 

seleccionó de acuerdo a cada uno de los tres tratamientos a evaluar para el biofloc.  
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El primer tratamiento fue compuesto por biofloc con las microalgas 

Grammatophora sp., Navicula sp., y Schizochytrium sp., y con la bacteria TD19 

(BFD1), el segundo tratamiento con Navicula sp., Schizochytrium sp., y TD19 (BFD2) 

y el tercer tratamiento con Schizochytrium sp., y TD19 (BFS) (Figura 5). Se consideró 

la presencia de Schizochytrium sp., en los tres tratamientos por los beneficios que 

comparten esta microalga y Lactobacillus fermentum- TD19 (Pacheco-Vega et al., 

2018; Hernández-Castro, 2015). La bacteria TD19 se agregó a cada tanque en 

cantidades aproximadas de 20 L para tener una concentración inicial de 3.5 x 103 

unidades formadoras de colonias (UFC) mL-1. Como fuente de nutrientes se adicionó 

a cada tanque F/2 (Guillard, 1975) a una concentración de F/14 y como fuente de 

carbono para bacterias se utilizó melaza (15 g/m3). La aireación fue por medio de 

blower a una relación de 100 Hp / Ha, su distribución del aire fue con aireadores 

construidos  de fibra de vidrio con salidas en la parte inferior con tubo de microporo. 

 

Figura 5.  Esquema de los tratamientos evaluados con diferentes microalgas para la 

inducción del biofloc. 
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VI.2.3. Cultivo del camarón 

Las poslarvas de camarón blanco P. vannamei fueron adquiridas del laboratorio 

comercial: Acuacultura Mahr de Baja California Sur, México en el estadio PL-10, se 

mantuvieron en aclimatación en tanques de 15 000 L de volumen con agua clara 

tratada como se mencionó anteriormente a una densidad de 125 organismos/L hasta 

llegar con un peso promedio  de 1400 ± 30 mg (Figura 6a), para después ser colocadas 

en nueve tanque de 28,000 L con el biofloc, (tres tanques por tratamiento) a una 

densidad de 350 camarones/m3. Se agregó cada ocho días 200 L de la microalga 

correspondiente a cada tanque de acuerdo con el tratamiento, junto con 20 L de la 

bacteria TD19. La alimentación del camarón fue suministrada cada 3 horas, con un 

alimento comercial del 35% de proteína (Nutrimentos Acuícolas Azteca, Guadalajara, 

Jalisco, México), a una tasa inicial de 6% y reduciéndola al final de 4.4% respecto a la 

biomasa del camarón, la cual fue estimada por biometrías semanales. Los datos 

obtenidos de las biometrías también fueron utilizados para calcular la cantidad de 

melaza que se agregaba diariamente de acuerdo con la relación de carbono nitrógeno 

(C: N) de 15:1, (Avnimelech 1999) y para calcular los parámetros zootécnicos del 

cultivo. 

VI.2.4.  Calidad del agua 

Se registró la temperatura y oxígeno disuelto cada tres horas con un oxímetro (YSI 

EcoSense DO200A), el pH se midió una vez por día con un potenciómetro (HANNA, 

Hi 98127), la salinidad con un refractómetro manual (BTX – 1, VEE GEE) y el volumen 

de biofloc (VBF) se determinó semanalmente mediante el uso de conos Imhoff, 

sedimentando 1 L por 30 minutos (Avnimelech, 2009). Los análisis del total de amonio, 

nitritos y nitratos se determinaron utilizando el Kit comercial LYSA y realizando las 

lecturas por espectrofotometría con un equipo YSI®, Photometer Ecosense 9500®, 

para esto se colectaron de forma aleatoria muestras de 50 ml de agua de cada tanque, 

por triplicado cada ocho días.  

Los pasos del método realizado con el kit comercial para determinar la concentración 

de Amonio, Nitritos y Nitratos por el método LYSA se indican a continuación. 
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Determinación de amonio 

 

 

Determinación de nitritos 

 

 

 

1.- Se midieron 10 mL
de muestra y se
colocaron en tubos de
50 mL, por triplicado. Se
preparó un blanco con
agua destilada.

2.- Se agregaron 4
gotas de LYSANH4-1 y
4 gotas de LYSANH4-2.
Después se agregó una
cucharadita (⁓60 µg) de
LYSANH4-3 y se agitó
hasta disolver.

3.- Se dejó reposar en
la oscuridad por 30
minutos y se tomó la
lectura a 640nm.

1.- Se midieron 10
mL de muestra y se
colocaron en tubos
de 50 mL, por
triplicado. Se
preparó un blanco
con agua destilada.

2.- Se agregaron 4
gotas de
LYSANO2-1.

3.- Se agregó una
cucharadita (⁓60
µg) de LYSANO2-2
y se agitó hasta
disolver.

4.- Se dejó reposar
al menos 10
minutos y se tomó
la lectura a 540nm.



BFT mejorado por bacterias, microalgas y macroalgas para el Cultivo de Penaeus vannamei 

 

44 
 

Determinación de nitratos  

 

 

VI.2.5. Microorganismos en el biofloc 

VI.2.5.1. Monitoreo de bacterias ácido lácticas y del género Vibrio  

El muestreo para determinar por cuenta viable en número de UFC/ml de BAL y Vibrio 

spp, consistió en la toma de tres muestras de cada tanque cada ocho días, hasta 

finalizar el experimento, evaluándose la concentración de éstas bacterias en el floc 

(Figura 6c) e intestinos (Figura 6d) de tres camarones por tanque. Para  llevar a cabo 

la cuenta viable de bacterias se utilizaron diluciones decimales y la técnica de 

extensión en superficie (APHA 1995). Las muestras homogenizadas de 0.1 mL con 

sus respectivas diluciones fueron sembradas en medio de Agar De Man, Rogosa y 

Sharpe (MRS; DIFCO, EE.UU) para bacterias ácido lácticas y en medio tiosulfato 

citrato bilis sacarosa (TCBS; DIFCO, EE.UU) para Vibrio spp, manteniéndose en 

incubación a 30 ± 2 °C durante 24 ± 2.0; después del periodo de incubación, las 

colonias fueron contadas para determinar el número de unidades formadoras de 

colonia (UFC mL-1).  

1.- Se midieron 10 mL
de muestra y se
colocaron en tubos de
50 mL, por triplicado.
Se preparó un blanco
con agua destilada.

2.- Se agregó 1 gota de
LYSANO3-1, se agitó y
se dejó reposar 10 min.
Después se agregaron
4 gotas de LYSANO3-2
y una gota de
LYSANO3-3.

3.- Se agregó una
cucharadita(⁓60 µg) de
LYSANO3-4, agitando
hasta disolver y se
tapó.

4.- Se dejó incubar en
baño maria a 60±5°C
por 60 minutos. Se dejó
enfriar y se tomó la
lectura a 540nm.
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Figura 6. Cultivo hiperintensivo de camarón blanco; a) Tanque de geomembrana para el 

cultivo del camarón con sistema de Biofloc, b) Monitoreo de organimos, c) biofloc inducido 

con microalgas y bacterias probioticas y d) Toma de muestras de intestinos de camarón. 

VI.2.5.2. Monitoreo de microalgas adicionadas y microorganismos asociados al 

biofloc 

Para cuantificar la concentración de microalgas utilizadas para la inducción del biofloc, 

fueron colectadas cada ocho días, tres muestras del agua con biofloc por tanque, se 

realizaron diluciones con agua de mar y con una cámara de Neubauer se 

contabilizaron con ayuda de un microscopio óptico Olimpus®. Para determinar el 

número de otros microorganismos asociados al biofloc como son ciliados, rotíferos y 

nematodos, se tomó 1mL del agua con biofloc y se agregó lugol, se observaron y 

contabilizaron en una cámara de Sedgewick-Rafter. La identificación se realizó con 

ayuda de literatura especializada (Alandro-Lubel, 2009). 

 

VI.2.6. Análisis bromatológico del biofloc 

Para determinar la composición del biofloc, se colectaron muestras de 1 L de agua con 

biofloc de todos los tanques en los días de cultivo: 15, 30, 45 y 60. Las muestras fueron 

centrifugadas y lavadas con agua destilada para eliminar el exceso de sales y se 

congelaron a -80°C. Las muestras fueron liofilizadas en un equipo marca Telstar, 

modelo cryodos, para después ser mantenidas a 23 °C hasta su procesamiento por 

triplicado. El contenido de cenizas se determinó por incineración (Mufla TERLAB) a 

550 °C por 24 h, los pesos se determinaron mediante una balanza analítica (Vibra HT-

224 R). El contenido de proteína fue obtenido con muestras de 4-6 mg (Lowry et al., 

1951 y modificado por Malara y Charra 1972). El contenido de carbohidratos se 
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determinó con muestras de 4-6 mg (White 1987 y Dubois et al., 1956). Los lípidos 

fueron extraídos y su determinación se realizó por el método gravimétrico empleando 

de 20-30 mg por muestra analizada (Bligh and Dyer 1959). 

VI.2.7. Rendimiento en el cultivo en camarón 

El peso del camarón fue monitoreado cada semana utilizando una balanza para 

laboratorio GRAM FC con precisión de 0.001 a 0.1 g, por muestreos al azar de 100 

camarones por tanque. Se estimó la biomasa final (g/m3), tasa de crecimiento semanal 

y tasa de conversión alimenticia (TCA) (Zhao et al., 2012). La supervivencia y tasa de 

crecimiento específica (%) (Kumar et al., 2018). 

VI.2.8. Análisis estadísticos   

Los datos obtenidos fueron verificados con los supuestos de homocedasticidad y 

normalidad (Bartlett´s y Kolmogorov-Smirnov tests). Los parámetros de calidad del 

agua, concentración de microorganismos (bacteriana, microalgas inducidas, ciliados, 

rotíferos y nemátodos), composición de BFT, supervivencia (arcoseno transformado), 

peso final, tasa de crecimiento específica y factor de conversión alimenticia (FCR) se 

analizaron con una ANOVA de una vía (Zar, 1996). La prueba de Tukey fue aplicada 

en caso de encontrar diferencia significativa (p<0.05) con el software Statistica 8.5.1 

para Windows. 
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VI.3. RESULTADOS 

VI.3.1. Calidad del agua  

Durante el experimento las variables de calidad del agua; temperatura, oxígeno 

disuelto, salinidad y pH presentaron valores similares en los tres tratamientos, sin 

diferencia significativa. El oxígeno disuelto mantuvo rangos de 5.5 a 6.3 mg L-1; la 

temperatura de 25 a 31°C; Salinidad de 36 a 38‰ y el pH de 7.3 a 8.0 (Tabla 1). Los 

compuestos nitrogenados mantuvieron concentraciones promedio similares en los tres 

tratamientos durante el experimento. Los resultados del volumen del biofloc no 

mostraron diferencia significativa (P>0,05) al comparar los tratamientos. Los valores 

iniciales (día 7 de cultivo) de concentración de flóculos fueron de 4.10 mL L-1 para 

BFD1, 3.80 mL L-1en el BFD2, de 3.45 mL L-1en tratamiento BFS, mientras que al final 

del experimento (día 42 de cultivo) se tuvieron: 13.45 mL L-1en el tratamiento BFD1, 

en BFD2 13.27 mL L-1, y en BFS 13.11 mL L-1. 

Tabla 1. Valores de calidad del agua en cultivos de P. vannamei en biofloc inducido 

con Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp. (BFD1), biofloc con 

Schizochytrium sp., y Navicula sp. (BFD2), biofloc con Schizochytrium sp. (BFS) y L. 

fermentum TD19 en todos los tratamientos durante seis semanas de cultivo. 

Parámetro Tratamientos 

 
BFD1   BFD2    BFS 

Oxígeno (mg L-1) 5.98±0.33 5.92±0.30 5.92±0.34 

Temperatura (°C) 27.12±1.98 27.22±1.91 27.18±1.94 

pH 7.72±0.29 7.71±0.31 7.69±0.34 

Salinidad (‰) 37.62±0.70 37.72±0.74 37.72±0.69 

Volumen del biofloc (ml L-1 ) 8.34±4.70 8.29±4.80 8.30±4.82 

Valores promedio ± desviación estándar (SD). La ausencia de subíndices indica que 

no hay diferencia significativa entre los tratamientos (ANOVA de una vía, P < 0.05). 
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Los niveles máximos de amonio se registraron en la primera semana de cultivo 

en todos los tratamientos: BFS con 2.0 mg L-1, BFD1 con 1.96 mg L-1 y BFD2 con 1.83 

mg L -1. A partir de la semana dos se observó una disminución en la concentración de 

amonio en los tres tratamientos, teniendo en la semana tres de 0.92 mg L-1 en BFD1, 

0.54 mg L-1 en BFD2 y 0.79 mg L-1 en BFS, manteniéndose hasta la semana 4 con 

valores <1.0 mg L-1. El BFS mantuvo un ligero incremento de amonio en la semana 

cinco (1.21 mg L-1), mientras que en los dos tratamientos con adición de diatomeas se 

observaron valores <0.95 mg L-1 hasta finalizar el experimento (Figura 7a).  

Durante las dos primeras semanas de cultivo, en los tres tratamientos los nitritos 

se mantuvieron en concentraciones <0.4 mg L-1. En la semana tres BFS presentó 

valores >0.9 mg L-1 y en la semana cuatro los tres tratamientos estuvieron entre 1.11 

y 1.63 mg L-1. En la semana seis se alcanzaron las concentraciones de nitritos mayores 

registrados en el experimento, en BFD1 3.53 mg L-1, en BFD2 3.15 mg L-1, y en BFS 

3.58 mg L-1 (Figura 7b).  

Durante la primera semana, los nitratos mantuvieron concentraciones <1.50 mg 

L-1 y fue incrementándose hasta finalizar el experimento. En la semana tres, todos los 

tratamientos alcanzaron valores entre  7.42 y 17.22  mg L-1, incrementándonse hasta 

47.27 mg L-1 en la semana cinco en BFS, los valores máximos alcanzados en los tres 

tratamientos en la última semana fueron entre 51.00 y  59.50 mg L-1 (Figura 7c). 
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Figura 7. Concentraciones de amonio (a), nitritos (b) y nitratos (c), en biofloc inducido con 

Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp. (BFD1), biofloc con Schizochytrium 

sp., y Navicula sp. (BFD2) y biofloc con Schizochytrium sp. (BFS) y L. fermentum TD19 en 

todos los tratamientos para un cultivo de P. Vannamei durante seis semanas. Los valores son 

presentados como medias ± desviación estándar (SD). 
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VI.3.2. Microorganismos en el biofloc 

VI.3.2.1. Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) y del género Vibrio  

Las BAL y Vibrio spp., fueron cuantificadas cada semana como UFC por mL-1 en agua 

con biofloc y en el intestino de los camarones en cultivo. Las BAL en agua estuvieron 

inicialmente en el rango de 3.68-5.31 x 103 UFC por mL-1 y se incrementaron 

gradualmente, hasta los últimos días de cultivo alcanzando concentraciones: 22.32, 

5.51 y 4.16 x 103 UFC por mL-1 en BFD1, BFD2 y BFS respectivamente (Figura. 8a). 

Mientras tanto, las mayores concentraciones Vibrio spp., en agua se presentaron en 

la semana dos: 4.37, 3.05 y 5.14 x 103 UFC por mL-1 en los tratamientos BFD1, BFD2 

y BFS, respectivamente. Después en la semana tres inició su descenso hasta la 

semana seis con concentraciones de: 1.50, 1.83 y 4.10 x 102 UFC por mL-1 en los 

tratamientos BFD1, BFD2 y BFS, respectivamente (Figura 8a). 

En los intestinos de los camarones, las concentraciones de BAL fueron 

incrementándose durante el experimento, iniciando de la siguiente forma: 3.08, 5.79 y 

4.92 x 103 UFC por intestino-1 en BFD1, BFD2 y en BFS. Mientras que en la semana 

seis: 16.77, 1.65 y 1.75 x 105 UFC por intestino -1 en BFD1, BFD2 y en BFS. (Figura 

8b). El conteo de Vibrio spp., en intestino también presentó un incremento en la 

semana dos, observando las siguientes concentraciones: BFD1 con 4.37, BF2 con 

5.42 y BFS  con 6.75  x 103 UFC por intestino -1. Posteriormente la concentración de 

Vibrio spp., fue disminuyendo hasta la semana seis: BFD1 con 1.00, BFD2 con 1.55 y 

BFS con 4.86 x 103 UFC por intestino -1 (Figura 8b).  
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Figura 8. Concentración de BAL y Vibrio spp., en agua con biofloc (a) y en intestino de 

camarón (b), de un cultivo con P. Vannamei en biofloc inducido con Schizochytrium sp., 

Grammatophora sp., y Navicula sp. (BFD1), biofloc con Schizochytrium sp., y Navicula sp. 

(BFD2) y biofloc con Schizochytrium sp. (BFS), con L. fermentum TD9 en todos los 

tratamientos durante seis semanas de cultivo. Los valores son presentados como medias ± 

desviación estándar (SD). 
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VI.3.2.2. Microalgas inoculadas y otros microorganismos asociados al biofloc 

Las microalgas inóculadas permanecieron en los cultivos a través del tiempo. En 

particular Schizochytrium sp.,  hasta la semana cuatro mantuvo concentraciones de 

4.9 x 105 células mL-1 en los diferentes tratamientos y posteriormente se presentó una 

disminución de su concentración en todos los tratamientos (Figura 9), no obstante los 

análisis estadísticos mostraron que no hay diferencia significativa (p<0.05) dentro de 

los tratamientos.  

El conteo directo de las diatomeas Navicula sp., y Grammatophora sp., mostró 

incrementos en las primeras cuatro semanas, en los tratamientos BFD1 y BFD2, 

Navicula sp., con concentraciones hasta de 8.60 x 105 células mL-1 en BFD1 y 5.90 x 

105 células mL-1 en BFD2 (Figura 9a y 9b). Las concentraciones de Grammatophora 

sp., en los cultivos de BFD1 mostraron poca variación durante el cultivo, obteniéndose 

en la semana cinco 1.20 x 105 células mL-1 (Figura 9a). 

Otros microorganismos asociados al biofloc observados fueron ciliados, rotíferos y 

nematodos, estos dos últimos se mantuvieron en cantidades similares en los tres 

tratamientos, sin embargo, los ciliados mostraron diferencias significativas (p<0.05) en 

las primeras dos semanas en el tratamiento BFS con respecto al BFD1 y BFD2 que 

contienen diatomeas. Los ciliados tuvieron presencia a partir de la segunda semana, 

con promedio de 14, 9 y 3 organismos mL-1 respectivamente en BFD1, BFD2 y BFS y 

alcanzaron valores hasta de 40 organismos mL-1 en los tres tratamientos durante el 

experimento. Los rotíferos se presentaron a partir de la semana tres con valores 

máximos: 53 organismos mL-1 en BFD1, 44 organismos mL-1 en BFD2 y 33 organismos 

mL-1 en BFS, en la semana cuatro para los tratamientos con diatomeas y en semana 

seis para BFS. Los nematodos se presentaron a partir de la semana tres en los 

diferentes tratamientos a partir de la semana tres, con concentraciones máximas de 

32, 29 y 33 organismos mL-1 (BFD1, BFD2 y BFS) como se muestra en la Figura 9a, 

9b y 9c.  
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Figura 9. Densidad de microorganismos en mL-1 de microalgas inoculadas, ciliados, rotíferos 

y nemátodos en bioflocs inducidos: (A), con Schizochytrium sp., Grammatophora sp. y 

Navicula sp., (B) biofloc con Schizochytrium sp., y Navicula sp., (C), biofloc con Schizochytrium 

sp. y todos con L. fermentum TD19 en cultivo de P. vannamei durante seis semanas. 
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VI.3.3. Análisis bromatológico 

La composición proximal del biofloc varió en los tratamientos, los adicionados con 

diatomeas mostraron un mayor contenido de proteínas, lípidos y carbohidratos. El 

porcentaje de proteínas es significativamente mayor (P <0.05) en los tratamientos 

BFD1 y BFD2, mientras que el mayor (P<0.05) porcentaje de lípidos se obtuvo en el 

tratamiento BFD1 y en carbohidratos (P<0.05) es mayor para el BFS (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Composición proximal (% de peso seco) de los Biofloc, inducidos con 

Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp. (BFD1), biofloc con 

Schizochytrium sp., y Navicula sp. (BFD2) y biofloc con Schizochytrium sp. (BFS) y 

con L. fermentum TD9 en todos los tratamientos en cultivo de P. vannamei durante 

seis semanas de cultivo. 

Constituyente (%)                         Tratamientos  
 

 
     BFTD1     BFD2       BFS 

Proteínas 28.12±0.50 a 26.39±1.04 a 23.81±0.99 b 

Lípidos  22.44±0.80 a 17.31±0.55 b 14.31±0.41 c 

Carbohidratos 30.11±0.23 c 35.42±0.91 b 43.24±1.83 a 

Cenizas  19.17±0.23 a 19.50±0.09 a 18.72±0.51 a 

Valores promedio ± SD (n=3) de pool de 4 muestras por tratamiento. Superíndice indica 

diferencia entre los grupos de tratamientos (P <0.05) 

VI.3.4. Rendimiento del cultivo 

El rendimiento en P. vannamei expuesto a diferentes dietas muestra que el peso inicial, 

final, tasa de crecimiento por día y semanal, fueron similares (P>0.05) entre los tres 

tratamientos evaluados. Sin embargo, la supervivencia y desempeño del cultivo en 

camarón fue superior (P<0.05) en el tratamiento inducido con Schizochytrium sp., 

Grammatophora sp., y Navicula sp. (BFD1) (Tabla 3). 
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Tabla 3. Valores promedio del rendimiento en la producción de juveniles P. vannamei 

cultivados en un sistema de cultivo con bioflocs inducidos con Schizochytrium sp., 

Grammatophora sp., y Navicula sp., (BFD1), biofloc con Schizochytrium sp., y Navicula 

sp. (BFD2) y biofloc con Schizochytrium sp. (BFS) y con L. fermentum TD19 en todos 

los tratamientos durante seis semanas.  

 
 Tratamientos 

 
BFD1      BFD2 BFS  

Peso inicial (g) 1.40± 0.22 1.40±0.22 1.40±0.22  

Peso final (g) 8.00±0.22 8.10±0.21 7.80±0.50  

Tasa de crecimiento 

Especifico (%/día ) 
3.12±0.05 3.14±0.05 3.06±0.12 

 

Tasa de conversión 

alimenticia (%) 
0.89±0.02b 0.97±0.02a 0.97±0.06a 

 

Supervivencia (%) 80.08±0.01a 72.49±3.64b 71.71±.001b  

Tasa de crecimiento semanal  1.11±0.04 1.12±0.04 1.06±0.08  

Desempeño del cultivo 1.04±0.06a 0.84±0.04b 0.78±0.11c  

 

Valores promedios ± desviación estándar (SD). La letra superíndice diferente en la fila indica 

una diferencia significativa entre los grupos de tratamientos; ANOVA de una vía, (P <0.05). 
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VI.4. DISCUSIÓN 

 

La aplicación de la tecnología Biofloc (BFT) ofrece beneficios para mejorar la 

producción acuícola y podría contribuir para el logro de metas del desarrollo sostenible. 

Esta tecnología podría resultar en mayor productividad con menos impacto al medio 

ambiente. Además, se pueden desarrollar sistemas de biofloc inducidos que 

mantengan la salud de los camarones y que aporten nutrientes al camarón. Sin 

embargo, la tecnología biofloc todavía está en una etapa temprana y requiere de 

investigación para diseñar sistemas que mantengan parámetros fisicoquímicos del 

agua estables y que además de mantener la salud del camarón mantengan parámetros 

productivos más altos que los sistemas tradicionales. En esta investigación a nivel 

piloto se experimento con bioflocs inducidos obteniendo resultados importantes.  

Las variables fisicoquímicas del agua en el sistema de cultivo  con bioflocs 

inducidos con diferentes microalgas y una bacteria probiótica en los tres tratamientos 

mantuvieron valores adecuados para los cultivos del camarón blanco P. vannamei, 

siendo relevante la estabilidad de estas variables para la densidad de cultivo de 

camarón y volumen evaluado. En este sistema no se presentaron descensos de 

oxígeno disuelto (OD), que pudieran repercutir en la supervivencia de los camarones. 

Un estudio realizado en un sistema BFT con densidades similares a este experimento, 

registró temperaturas de 27 a 32 °C,  con bajas concentraciones de OD entre 1.30 a 

2.02 mg L-1  (Krummenauer et al., 2011), comparado con el presente BFT  inducido con 

microalgas y probióticos y con  temperaturas similares de 25 a 31°C se observó una 

concentración de OD con valores mayores de 5.0 mg L-1, manteniendo los cultivos de 

camarón en condiciones recomendadas (Brock and Main 1994) con rangos de 4 a 10 

mg L-1 que aseguran un buen crecimiento del camarón en sistemas BFT. Dos puntos 

importantes relacionados a temperatura son: la relación entre los incrementos de esta 

y los descensos de OD ya señalado, lo cual puede afectar al cultivo de acuerdo con 

(Ponce-Palafox et al., 2019), en este sentido los resultados obtenidos son alentadores 

ya que a pesar de que estas evaluaciones se realizaron en zona costera donde existen 

altos incrementos de la temperatura, no se presentaron bajas concentraciones de OD 

durante las 24 horas del día. Adicionalmente, la densidad de microalgas en el biofloc 
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particularmente de las diatomeas se mantuvo estable, sin desaparecer o generar 

Bloom microalgal. A este respecto, se ha señalado que las temperaturas altas pueden 

ser beneficiosas para el crecimiento de cianobacterias y para una productividad alta 

de biomasa microalgal, sin embargo, una alta temperatura junto con alta luminosidad 

puede afectar el crecimiento de diatomeas (Lan et al., 2015). Las poblaciones altas de 

microalgas en este BFT confirman la tendencia descrita para temperaturas 

ambientales promedio de 27 °C y sin alta luminosidad, esto último debido a la melaza 

agregada en estos cultivos, la cual contribuyó a mantener las diatomeas inducidas 

durante el cultivo, y a generar flóculos de calidad, alimento importante para otros 

microorganismos (Milhazes-Cunha and Otero, 2017). 

Otros parámetros importantes para el cultivo de P. vannamei son las 

concentraciones de los compuestos nitrogenados (Valencia-Castañeda et al., 2019), 

en este trabajo los biofloc generados en los tres tratamientos mantuvieron 

concentraciones de amonio, nitritos y nitratos dentro de los rangos recomendables 

para el cultivo de camarón (Crawford et al., 1999 and Valencia-Castañeda et al., 2019). 

El contenido de amonio no mostró diferencia significativa entre tratamientos, por otra 

parte, las variaciones encontradas en el experimento son similares a los reportados 

(Reis et al., 2019), con incrementos de amonio durante la primera semana y las 

menores concentraciones al finalizar el experimento. El amonio se controló de manera 

efectiva en los tres tratamientos con valores promedio por debajo de los niveles tóxicos 

(De Lourdes et al., 2014), lo cual sugiere un equilibro en las comunidades microbianas 

principalmente bacterias y microalgas responsables de la oxidación y la remoción 

respectivamente, logrando mantener concentraciones aceptables. 

Los incrementos en la concentración de amonio y en el volumen de los flóculos, 

registrados durante la primera semana en los tres tratamientos, están relacionados 

con un proceso de acumulación de compuestos nitrogenados asociados al inicio de la 

colonización de bacterias heterótrofas que inician la actividad de oxidación de la 

materia orgánica y producen amonio el cual es utilizado por otras bacterias nitrificantes 

y microalgas que mejoran la calidad del agua (Emerenciano et al., 2007). Durante esta 

primera semana se observó la formación de los flóculos con las microalgas 
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adicionadas, lo que concuerda con estudios descritos (Fatimah et al., 2019 y Feng et 

al., 2019) quienes señalan la formación de agregados microbianos al inicio para 

posteriormente generar características físicas y procesos biogeoquímicos asociados 

al biofloc, que determinarán la eliminación del nitrógeno amoniacal total, (Ebeling et 

al., 2006). Los resultados de esta investigación sugieren que en los tres tratamientos 

con bioflocs inducidos, la formación de agregados microbianos se presentó en la 

semana dos con bacterias relacionadas con la oxidación de amonio a nitritos, 

coincidiendo con lo reportado por otros autores (Van Rijn et al., 2006, Ebeling et al., 

2006 y Crab et al., 2010). Otro grupo de bacterias que se presentan a medida que se 

da la maduración del sistema, son las oxidantes de nitritos y que se puede evidenciar 

por el incremento de concentraciones de nitratos, llegando a valores >10.0 mg L-1 

después de la semana cuatro, lo que concuerda con lo reportado (Reis et al., 2019). 

Aunque estos resultados no mostraron diferencias significativas entre los tres 

tratamientos de microalgas, respecto a concentraciones de compuestos nitrogenados, 

los adicionados con diatomeas mantuvieron los menores valores, por lo cual se sugiere 

que estas tienen preferencia por la forma de nitratos, reduciendo la acumulación de 

estos en el agua de cultivo. 

En este estudio, el tratamiento BFD1 mostró la mejor transformación de los 

compuestos nitrogenados, a este respecto se observó que las microalgas evaluadas 

contribuyeron a la remoción de compuestos nitrogenados en su forma de nitratos. 

Diatomeas como Navicula sp., han mostrado su captación de nitratos, este proceso 

está relacionado con los nutrientes necesarios para su crecimiento (Yang et al., 2014). 

Además, estas microalgas son importantes removedores no solo de Nitrógeno, 

también de Fósforo a temperaturas de 15°C a 25 °C (Ji et al., 2019). Así mismo se ha 

reportado la importancia de esta temperatura, en la actividad de microalgas y bacterias 

que realizan para mejorar la calidad del agua, (Delgadillos-Mirquez et al., 2016), lo 

anterior podría estar ocurriendo en los flóculos generados. Además, los bioflocs con 

diatomeas aquí evaluados estuvieron en rangos cercanos a 27°C, lo cual confiere a  

las microalgas mejores condiciones para la reproducción, crecimiento y actividades 

asociadas a bacterias para los procesos de nitrificación. Por lo tanto, las diatomeas en 

los cultivos, favorecieron la eliminación de compuestos que en concentraciones altas 
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son tóxicos para el camarón. Las diatomeas, además, ayudaron a la formación del 

biofloc por la segregación de sustancias mucilaginosas (Sanka Immanuel et al., 2017 

y Daglio et al., 2018), proporcionando a otros microorganismos una mejor adhesión al 

biofloc y otros compuestos que son adecuados para su alimentación, como lo indica 

un estudio con Navícula (Fimbres-Olivarria et al., 2018). Las diatomeas también son 

portadoras de nutrientes necesarios para el crecimiento de diferentes microrganismos 

presentes en el biofloc, como son los ciliados y rotíferos, los cuales tienen la ventaja 

de mantenerse en el floc debido a sus diversos tamaños. La presencia de estos 

microorganismos mejora la calidad nutricional del biofloc, por lo cual en este estudio 

uno de los aspectos relevantes fue el monitoreo de microorganismos asociados al 

biofloc inducido con microalgas y bacteria probiótica, así como la concentración de 

bacterias que pudieran afectar el cultivo de camarón. 

El monitoreo de bacterias del género Vibrio, es importante por las afectaciones 

de algunas especies que suelen enfermar los cultivos de camarón blanco 

(Muthukrishnan et al., 2018), razón por la cual se desea tener una baja concentración 

de estas bacterias en los cultivos. En un reporte reciente se adicionaron a un cultivo 

de camarón, la bacteria probiótica L. fermentum junto con Schizochytrium sp., y 

mostraron que estos sistemas reducen la concentración de Vibrio spp., con mayor 

eficiencia que un cultivo con probiótico comercial, (Pacheco-Vega et al., 2018). En este 

sentido, la implementación del probiótico junto con microalgas, puede coadyuvar a 

mantener una microbiota intestinal saludable en camarón y aumentar su resistencia a 

Vibrio spp., como se mencionó también en otros reportes donde  se usó una bacteria 

del género Bacillus como probiótico, (Amoah et al., 2019, Kuebutornye et al., 2019 y 

Zheng and Wang et al., 2017). 

En este estudio el uso de la bacteria probiótica TD19 en los tratamientos con 

diatomeas mostró resultados favorables para los cultivos, mostrando un incremento de 

BAL en el biofloc y tracto digestivo del camarón y una disminución de Vibrio spp., en 

los cultivos de camarón en el sistema BFT. Otros estudios mostraron que camarones 

suplementados con probióticos mantuvieron cantidades superiores de BAL, y 

disminuyeron las concentraciones totales de Vibrio spp., en camarones al adicionar L. 
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plantarum, Kongnum and Hongpattarakere et al., (2012). En este estudio, la adición de 

L. fermentum TD19 y microalgas mostró esta misma tendencia: BAL mayores a 1.00 x 

103 UFC por mL-1 y menores concentraciones de Vibrio spp., al finalizar el experimento.  

En este trabajo, las menores concentraciones de Vibrio spp., se observaron en 

el tratamiento de biofloc inducido con diatomeas (BFD1), el cual, además, presentó el 

mayor números de ciliados. Este grupo de microrganismos ha sido sugerido como 

bioindicador de calidad de agua (Luna-Pabello et al., 1990) y en este biofloc podría 

estar contribuyendo en la disminución de bacterias del género Vibrio, generando un 

beneficio al BFT. Los ciliados son organismos filtradores del agua, que retienen 

bacterias para alimentarse y disminuyen cargas bacterianas. En el tratamiento BFD1 

con el mayor número de ciliados, se observó mejor supervivencia del camarón y la 

menor concentración de Vibrio. Es conocido que los ciliados son indicadores de 

procesos beneficiosos en plantas de tratamiento de agua (Esteban et al., 1991), en los 

lodos activados reducen las bacterias dispersas y mejoran la floculación (Pajdak- Stós 

et al., 2017), proceso que beneficia a los bioflocs generados. En este estudio se 

correlacionó el mayor número de ciliados con el mayor volumen de biofloc, reflejando 

una mejor floculación. 

Otro grupo importante de microorganismos que integraron los bioflocs son los 

nematodos, que tienen la función de ayudar a la estructuración de biopelícula dentro 

del biofloc, como de limpieza de materia orgánica o desechos (Du Preez et al., 2018). 

Otros estudios los han sugeridos como alimento vivo (Santiago et al., 2003 and 

Schlechtriem et al., 2004), por lo cual su presencia en los bioflocs juega un papel 

relevante. En este estudio las densidades de nematodos y rotíferos en los tres 

tratamientos fueron similares. La presencia de estos microorganismos protistas y 

animales incrementaron el valor nutritivo del biofloc. 

Los rotíferos son señalados para la acuacultura como una alternativa de 

alimentación (Fengqi L. 1996 y Wilcox et al., 2006), la presencia de estos organismos 

también puede tener una relación con los mejores parámetros. Previos reportes 

indican que la presencia de rotíferos en cultivos de camarón fue significativamente 

mejor, respecto a su peso ganado, biomasa, supervivencia y tasa de crecimiento 
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específica, en tratamientos con mayor número de rotíferos (15 y 20 mL1) y concluyen 

que el uso de rotíferos B. rotundiformis en altas concentraciones mejora los parámetros 

de producción (Campaña-Torres et al., 2009). El mismo trabajo hace referencia que el 

incrementar el número de rotíferos puede incrementar la cantidad de amonio pero no 

a un nivel de afectación, esto porque el cultivo evaluado era con agua sin microalgas, 

lo cual  en este estudio se incluyen, favoreciendo a mejorar la calidad del agua en 

concentración de amonio, ya que se ha reportado que las microalgas consumen y por 

lo tanto reducen la concentración de nitrógeno amoniacal (Burford et al., 2002) 

El análisis químico proximal del biofloc mostró mayor porcentaje de proteína y 

lípidos en los bioflocs inducidos con diatomeas, lo cual sugiere que, aunque se tenga 

la misma cantidad de rotíferos y nematodos en los tres tipos de bioflocs, su valor 

nutricional puede ser diferente debido al contenido diferente de las microalgas. Un 

estudio realizado) al evaluar a Navicula sp., y Schizochytrium sp., en dietas por 

separado y combinada para Artemia franciscana, obtuvo mayor peso seco de la 

Artemia al combinar las microalgas (Pacheco-Vega et al., 2015), en este estudio, el 

biofloc inducido con dos microalgas mostró tendencias similares. 

Las microalgas en este sistema de cultivo contribuyen al adecuado 

funcionamiento del biofloc y mediante la formación de flóculos nutritivos, proporcionan 

alimento a bacterias heterotróficas por intercambio extracelular, se conoce que las 

bacterias pueden encontrarse en la superficie de las pared celular de las microalgas, 

de donde pueden tomar los compuestos orgánicos de carbono que son necesarios 

para  generar compuestos nutritivos que contribuyen a la remoción de nitratos y 

segregan sustancias mucilaginosas (Fuentes et al., 2016), con lo cual se diversifican 

los microorganismos que integran el biofloc. Otro estudio donde emplearon solamente 

bacterias probióticas para la inducción de flóculos, reportó valores menores al 6% de 

proteínas y 1% de lípidos (Fleckenstein et al., 2019), que contrastan con lo reportado 

en este estudio, lo cual sugiere que el adicionar microalgas al biofloc genera un 

incremento de nutrientes. En otro estudio se muestra la importancia que tiene un 

biofloc con organismos fototrófos, como las microalgas para mejorar la calidad de 

lípidos y proteínas, recomendando un sistema que considere 12 h de luz natural y para 
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mejorar la nitrificación con 12 h de oscuridad (Reis et al., 2019), Estas 

recomendaciones son las mismas que se usaron en el sistema BFT evaluado en esta 

investigación.  

Este estudio incorporó solo tres especies de microalgas, debido a la escasa 

información que se tenía en ese momento sobre su manejo en el biofloc. Un estudio 

previo realizado (Pacheco-Vega et al., 2018), donde incorporó Schizochytrium sp., en 

el biofloc, reportó una variación del porcentaje de proteína (12 a 16 %) y lípidos (18 a 

28 %) en la composición del biofloc durante el ciclo del cultivo, en este estudio se 

obtuvieron resultados  similares, sin embargo se sugiere una mejor calidad de estos 

nutrientes (proteínas y lípidos) debido a  la diversidad de microorganismos que 

integraron este biofloc: bacterias, ciliados, rotíferos y nematodos. Se han señalado 

cambios en la composición del biofloc debido a cambios en la microbiota del mismo 

(Martínez-Córdova et al., 2015), además de cambios en las condiciones del cultivo 

como la temperatura, la salinidad, la intensidad de la luz, el fotoperiodo y disponibilidad 

de nutrientes, la densidad de la población, la calidad del agua y otros factores 

(Pacheco-Vega et al., 2018).  

La siembra inicial de diatomeas (tratamiento BFD1), dio lugar a mejores 

resultados de supervivencia y tasa de conversión alimenticia comparado con el 

tratamiento control (BFS) sin la adición de éstas. En BFD1 también se observó el 

mayor número de ciliados, rotíferos, nematodos dentro del biofloc sugiriendo una 

mayor disponibilidad de diferentes nutrientes integrados en el biofloc que se considera 

como suplemento alimenticio (Avnimelech, 2009). 

El tratamiento BFD1 también mantuvo la mejor supervivencia de 80%, 

resultados favorecedores para un cultivo hiperintensivo, además del FCA obtenido 

<1.00, valor mejor comparado con valores cercanos a 1.00 Kumar et al., (2018) y aun 

valor de 1.18 sin la utilización de las diatomeas, en un tratamiento evaluado solo con 

Schizochytrium sp. (Pacheco-Vega et al., 2018). El biofloc inducido es recomendable 

por el buen manejo de parámetros zootécnicos, los resultados del FCA similar a <1.00 

para los tres tratamientos indicaron un buen manejo del alimento comercial, y un 

adecuado desempeño del cultivo. Además, el haberlo evaluado en densidades de 350 
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camarones m3 muestra una gran ventaja para ser implementado en la acuacultura y 

para obtener adecuados parámetros de crecimiento en el cultivo de camarón. En otra 

investigación se reportaron cultivos con densidades de 300 y 400 m2 con FCA de 1.29 

y 2.41, y supervivencia de 81.2 y 75.0 respectivamente (Krummenauer et al., 2011), lo 

cual está relacionado con los resultados de este estudio. Por lo tanto, usar microalgas 

con mayor calidad nutritiva genera ventajas que se ven reflejadas en los parámetros 

zootécnicos del cultivo.  

La inducción de flóculos con las tres microalgas mencionadas y la bacteria 

probiótica es favorable para la producción hiperintensiva del camarón con altas 

densidades de siembra, necesarias en granjas acuícolas donde necesitan alimento 

nutritivo y disponible las 24 horas. Este biofloc inducido tiene la ventaja de ser escalado 

al volumen evaluado, su implementación redujo los costos, lo cual se vio reflejado en 

el FCA. El uso de diatomeas como alimento natural suplementado a camarones, ha 

mostrado en otros trabajos buenos resultados zootécnicos en el crecimiento, peso y 

tasa de conversión (Becerril-Cortes et al., 2018).  Las microalgas utilizadas en este 

estudio han sido descritas en estudios previos: Schizochytrium sp., contiene 19.5 de 

carbohidratos, 25% de lípidos y 26.3% proteína, Navicula sp., con 7.7% de 

carbohidratos, 31.7% de lípidos y 12% de proteínas, Grammatophora sp., con 9.3% de 

carbohidratos, 32.3% de lípidos y 22.7% de lípidos (Pacheco-Vega et al., 2015). Estas 

características nutricionales pudieron contribuir en la mejor supervivencia de camarón 

en el tratamiento BFD1 en comparación con el tratamiento BDS sin diatomeas. Por lo 

tanto, para obtener las mejores variables productivas con camarón en biofloc, se 

recomienda aprovechar el valor nutritivo de microalgas (Wells et al., 2017) y los 

beneficios que ofrecen en la formación del biofloc, como la segregación de sustancias 

para dar un beneficio de antioxidante y actividad antimicrobiana (mucopolisacáridos). 

Un estudio con adición de Navicula sp., mostró diferencias significativas entre los 

tratamientos al utilizarla como fuente de alimento natural para las postlarvas de P. 

vannamei obteniendo beneficios en el peso final, ganancia de peso, ganancia de 

biomasa, índice de conversión, tasa de crecimiento específico y supervivencia 

(Ferreira et al., 2014). Los resultados obtenidos también son favorables al utilizar a 

Navicula sp., para inducir la formación de flóculos y mejora al integrar otra diatomea, 
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Grammatophora sp., por lo cual en conjunto pueden presentar los beneficios 

mencionados del tratamiento BFD1. Se ha mencionado a Schizochytrium aggregatum 

como especie de importancia por su capacidad oxidativa, teniendo un papel 

significativo en la alimentación (Lv et al., 2015), por lo tanto si adicionamos las 

diatomeas Navicula sp., y Grammatophora sp., pueden estar contribuyendo en el 

biofloc no solo para alimentar al zooplancton presente sino también como alimento 

directo del camarón lo cual permitirá disminuir la cantidad de alimento comercial, 

debido al aporte alimenticio de los bioflocs disponibles y consumidos por el camarón 

en cultivo. 
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VII. CAPÍTULO 2  

 

“Efecto de tres niveles de proteína en el crecimiento y sistema inmune de P. 

vannamei cultivado en un sistema BFT inducido con microalgas y probióticos” 

 

VII.1. INTRODUCCIÓN 

 

En los cultivos de camarón blanco Penaeus vannamei la alimentación es importante 

en el crecimiento y tolerancia a enfermedades (Cuzon et al., 2004), por lo tanto, para 

obtener los mejores rendimientos de acuerdo con parámetros zootécnicos (Kureshy y 

Allen, 2002) y desempeño del cultivo se requieren los mejores. Durante el proceso de 

engorda del camarón se espera obtener los mejores pesos y tallas, lo cual puede ser 

alcanzado, sin embargo, en algunos casos se presenta una alta mortalidad, debido al 

inadecuado funcionamiento del sistema inmune del camarón, que los hace propensos 

a enfermedades bacterianas ocasionadas principalmente por virus o bacterias del 

género Vibrio o al estrés. Entonces, es necesario cultivar organismos con un sistema 

inmune robusto que brinde resistencia a enfermedades (Ekasari et al., 2014) que 

garantice la sobrevivencia y las ganancias esperadas por el acuacultor.  

Estudios realizados señalan que los alimentos con adecuado contenido de 

proteína juegan un papel importante en los cultivos (Li y Xiang 2013 y Niu et al., 2018). 

Para P. vannamei se han reportado formulaciones de alimentos con diferentes 

contenidos de proteína, adecuados para obtener mayor crecimiento. Se han propuesto 

diferentes porcentajes de proteína cruda (CP), de 15%, 25%, 30%, 35%, 42% y 41% 

(Aranyakananda y Lawrence, 1993; Teicert-Coddinton y Arrue 1988; Colvin y Brand 

1977; Koshio et al., 1993; Zhu et al., 2010), sin embargo, es importante señalar que 

estos porcentajes se han sugerido para cultivos con diferentes condiciones 

ambientales y edades del camarón y en muchos casos el agua del cultivo contiene 

plancton. El fitoplancton es importante por ser la base de productividad primaria en el 

agua, sirviendo de alimento para otros microorganismos que a su vez son alimento 

vivo para el camarón, el cual es un complemento al alimento comercial. Este alimento 
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vivo tiene un efecto diverso en los procesos fisiológicos del camarón (Maldonado et 

al., 2012), en la generación de biomasa (Kureshy y Allen, 2002) y en la actividad del 

sistema inmune (Pascual et al., 2004). En sistemas de cultivo donde hay alimento vivo, 

se debe evaluar la cantidad de proteína suministrada (Ochieng 2014), con lo cual se 

pueden recomendar tasas de alimentación y también, evaluar la salud de los 

organismos cultivados a través de la respuesta del sistema inmune. 

Además de las técnicas convencionales usadas para determinar la salud de los 

camarones, podemos describir la transcriptómica que nos permite medir la cantidad 

de transcritos (ARNm) de genes codificantes para moléculas relacionadas al sistema 

inmune. Por ejemplo, en camarones podemos conocer el efecto de la dieta en la 

activación del sistema inmune (Zhao et al., 2012B y Wongsasak et al., 2015). Los 

camarones poseen mecanismos de defensa para combatir bacterias, hongos o virus 

que causen daño al organismo, como son los mecanismos celulares (citotoxicidad, 

coagulación, encapsulamiento, fagocitosis, nodulación y melanización) y humorales 

(enzimas lisosomales, lectinas, peroxidasa, proteína de la coagulación, péptidos 

antimicrobianos y la producción de radicales libres del oxígeno y el nitrógeno). Todos 

estos pueden ser identificados a través de la actividad de moléculas que están 

relacionadas a estos mecanismos de defensa y que en muchos casos la expresión 

específica de éstas se relaciona a una buena condición nutricional. 

 Las proteínas juegan un papel importante en la alimentación del camarón, por 

ser la materia para la generación de estructuras y biomoléculas que afectan el 

crecimiento, supervivencia y salud. 

Para el camarón blanco se ha recomendado una concentración de proteína en 

la dieta de 35 y 40 %, para obtener la mejor supervivencia y biomasa de los organismos 

cultivados, pero en algunos casos un alimento con el 40% de proteína ha provocado 

una saturación de compuestos nitrogenados en los sistemas de cultivo que afecta la 

calidad del agua y genera mayores desechos de compuestos nitrogenados, teniendo 

un impacto ambiental negativo (Velasco et al., 1996). Además, una alta concentración 

de proteína incrementa los costos de la producción camaronícola (Liti et al., 2005, 

Haslun et al., 2012). El problema de saturación de los desechos nitrogenados es más 
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frecuente en cultivos con altas densidades, y en los últimos años para resolver este 

problema es recomendable cultivar con la Tecnología biofloc (BFT), con el fin de 

disminuir la concentración de compuestos tóxicos nitrogenados (Kumar et al., 2015), 

para realizar menos recambios de agua (Haslun, 2012) y obtener mejor crecimiento 

(Xu y Pan et al., 2014). El cultivo con la BFT permite la formación de flóculos que 

contienen diferentes microorganismos (Yanw-Fang, 2016; Emerenciano et al., 2013; 

Hargreaves, 2013), los cuales aportan proteína al cultivo y tienen un efecto positivo en 

la calidad de agua y el crecimiento del camarón. Algunos cultivos con BFT reportados 

indican una aportación proteica y una disminución en el factor de conversión 

alimenticia (FCA) (Burford et al., 2004), con beneficio para los productores acuícolas, 

al disminuir la cantidad de alimento comercial.  

En muchos sistemas BFT se desconoce su calidad nutritiva y la diversidad de 

microorganismos que lo integran. Las microalgas son iniciadoras en la cadena trófica 

como alimento para generar una mayor diversidad de microorganismos ricos en 

proteina, así mismo, en los flóculos son importantes por el aporte de nutrientes 

(proteína y lípidos). En esta investigación se propuso un sistema hiperintensivo BFT 

inducido con microorganismos importantes para abastecer los nutrientes requeridos 

por el cultivo y utilizando un alimento comercial de baja concentración de proteína. 

En este capítulo, se demuestra que, con un alimento comercial para camarón 

con baja concentración de proteína, y con un sistema BFT inducido, se obtiene un 

buen crecimiento de los camarones sanos e inmunológicamente estimulados.  
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VII.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VII.2.1. Material biológico y diseño experimental 

Este experimento se llevó a cabo en la Unidad Pichilingue (UABCS). Se realizó la 

inducción de la formación de los flóculos, empleando la metodología descrita en el 

capítulo anterior correspondiente al biofloc BFD1 por haber obtenido los mejores 

parámetros zootécnicos y calidad nutricional. Para estimular la floculación se empleó 

la melaza de caña a una concentración de 15 g/m3 por día de acuerdo con Avnimelech 

(1999), medio F/2 (Guillard, 1975), inoculos de 400 L de microalgas marinas 

Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., a densidad inicial de 2 x104 

cel./mL y 20 L de la bacteria probiótica Lactobacillus fermentum TD19 a una densidad 

3.5 x103 UFC/mL.  

Los camarones juveniles evaluados fueron obtenidos de un laboratorio 

comercial: Acuacultura Mahr, los cuales se mantuvieron inicialmente desde la fase 

PL15 en fase maternal por 25 días en tanques con agua clara, cuando alcanzaron 

un peso promedio de 0.8 ± 0.09 g, se usaron en el experimento. El experimento se 

llevó a cabo en tanques circulares de geomembrana con capacidad de 28 000 L, con 

altura de 1.5 m. Los juveniles de camarón fueron puestos a una densidad de 350 

camarones/m3 en los tanques experimentales con el biofloc maduro inducido con 

microalgas y probiótico. Los tres tratamientos, correspondieron a las dietas con 

proteína cruda (CP) de 25%, 30% y 35% (Figura 10). Donde se considera el 

tratamiento con CP35 como el grupo control por ser el alimento que se utiliza en esta 

etapa de la alimentación y como dietas experimentales CP25 y CP30. 
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Figura 10. Esquema del experimento. Tratamientos con alimentos conteniendo diferente 

porcentaje de CP: CP25, CP30 y CP35, donde CP35 fue el grupo control. 

 

VII.2.2. Administración del alimento 

Los camarones de los tres tratamientos se alimentaron con  las dietas comerciales 

Nutrimientos acuícolas Azteca®, Guadalajara, Jalisco, México, correspondientes a 

CP25, CP30 y CP35, por ocho semanas,  tabla 4. Los alimentos se proporcionaron 

cada cuatro horas de acuerdo a una tasa inicial del 9% del peso corporal del camarón 

y reduciéndola gradualmente hasta finalizar el experimento con 4%, la tasa se estimó 

de acuerdo a las biometrías semanales. 
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Tabla 4. Composición nutrimental de los alimentos con las tres concentraciones de CP 

25, 30 y 35 % empleados en los tratamientos durante las ocho semanas de 

experimentación. 

Parámetro  Tratamientos 

 
Alimento 

CP25% 

Alimento 

CP30% 

Alimento 

CP35% 

 

Humedad (%) 10 10 10  

Proteína Cruda (%) 25 30 35  

Lípidos (%) 5 5 6  

Ceniza (%) 10 10 10  

Fibra cruda (%) 5 5 5  

E.L.N (%) 45 40 34  

 

VII.2.2. Evaluación de los Parámetros fisicoquímicos del agua 

 

La temperatura del agua, y oxígeno disuelto fueron monitoreados diariamente cada 

cuatro horas utilizando un equipo multiparámetros (YSI 55), se registró el pH con un 

potenciómetro (HANNA, Hi 98127) y la salinidad con un refractómetro manual (BTX – 

1, VEE GEE) cada 24 horas. También fueron colectadas cada semana a las 9:00 am 

muestras de agua de 500 ml de cada tanque para obtener la concentración promedio 

de amonio, nitritos, nitratos, siguiendo la técnica del Kit comercial LYSA y utilizando el 

espectrofotómetro YSI®, Photometer Ecosense 9500®. Se realizaron recambios de 

agua del 5% cada 48 horas. El volumen de biofloc (BFV) se determinó semanalmente 

mediante el uso de conos Imhoff, sedimentando 1 L de agua del biofloc por 30 minutos 

(Avnimelech, 2009). 
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VII.2.3. Cuantificación de bacterias Ácido-Lácticas y de género Vibrio  

Se tomaron muestras de agua del floc y de los intestinos de los camarones cada 15 

días y se determinó por cuenta viable y diluciones decimales las unidades formadoras 

de colonia (UFC) por ml (UFC mL-1) de bacterias ácido-lácticas en Agar De Man, 

Rogosa y Sharpe (MRS; DIFCO, EE. UU.) y de Vibrio spp., en agar tiosulfato citrato 

bilis sacarosa (TCBS; DIFCO, EE. UU.).  

 

VII.2.5. Evaluación de parámetros de crecimiento 

Se hicieron biometrías semanales para estimar el peso promedio inicial del camarón 

(g), peso final (g), peso ganado (g/semana), tasa de crecimiento especifico (%/días), 

eficiencia proteica, tasa de conversión alimenticia (%), supervivencia (%), tasa de 

crecimiento semanal, porcentaje del peso ganado (%), peso ganado por día y 

desempeño del cultivo (TCA) (Zhao et al., 2012).  

 

VII.2.4. Determinación de la expresión de genes relacionados con el sistema 

inmune 

VII.2.4.1. Toma de muestras de diferentes tejidos de camarón blanco (P. 

vannamei) 

Al finalizar el experimento, diez camarones de cada tratamiento, CP25, CP30 y CP35 

fueron tomados al azar y se extrajo su hepatopáncreas, las muestras fueron puestas 

en RNAlater y guardadas a -80 °C en el Laboratorio de Ciencia y tecnología de 

alimentos de la UABCS. 

VII.2.4.2. Extracción de RNA total por el método de Trizol 

La extracción de RNA se llevó a cabo en el Laboratorio de Fisiología comparada y 

Genómica funcional del CIBNOR, por el método de Trizol, de la siguiente manera: 

 

1.- Homogenización 

Se retiró el buffer de almacenamiento (RNAlater) y se pesó de 0.05 g a 0.06 g de 

hepatopáncreas de cada muestra guardada, se pusieron en tubos de 1.5 mL, se les 



BFT mejorado por bacterias, microalgas y macroalgas para el Cultivo de Penaeus vannamei 

 

85 
 

agregaron las perlas de vidrio de 425-600 µm, (previamente esterilizadas). Se agregó 

1ml de Trizol por 50-100 mg de tejido (10 vol deTrizol /vol de muestra) a temperatura 

ambiente para realizar la ruptura celular en el equipo Fast Prep-24, (MP Biomedicals) 

a una velocidad de 4 m/s por 30 s. 

 

2.- Fase de separación 

Se Incubo el homogeneizado 5 minutos a temperatura ambiente, se agregó cloroformo, 

(0.2 ml/ml de Trizol). Se agitó manualmente durante 15 segundos e Incubó por 2 

minutos a temperatura ambiente, para después centrifugar 12000 g por 15 min y 4°C, 

recuperando la fase superior (acuosa) cuidando de no contaminar con la fase 

intermedia (proteica y debris celular) o inferior (fenol y ADN). 

 

3.- Precipitación del RNA 

Se transfirió la fase acuosa en un tubo limpio, precipitando el RNA con alcohol 

isopropílico (0.5 ml/ml de Trizol), se incubó 10 minutos a temperatura ambiental y agitó 

manualmente para después centrifugar a 12000 g, 10 min a 4°C y obtener un RNA 

precipitado que podía verse algunas veces en el fondo de forma translúcida. 

 

4.- Lavado del RNA 

Se eliminó el sobrenadante y se lavó el RNA sedimentado con alcohol al 75% con agua 

DEPC (1 ml/ml de Trizol), se agitó en vortex, a la mitad de su intensidad máxima y 

centrifugó a 7500 g por 5 min a 4°C. 

 

5.- Resuspensión 

Después del lavado, se secó el tubo en la campana de extracción por 5 minutos, se 

tuvo cuidando de no secar completamente ya que el RNA se adhiere a los plásticos. 

Se resuspendió el RNA con 40 µl de agua DEPC, para después calentar 10 min a 55-

60°. Las muestras después fueron cuantificadas y verificadas de su pureza. 
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VII.2.4.3.  Cuantificación y verificación de calidad en RNA total 

El RNA resuspendido se cuantificó utilizando un espectrofotómetro NanoDrop (Thermo 

Scientific™) y se evaluó la calidad por electroforesis en gel. Se mezclaron 2 µL de 

cada muestra de ARN ó 3 µL si fue muy baja la concentración, con un 1 µL de buffer 

de carga (50% glicerol, 0.1 M EDTA pH 8.0, 0.25% azul de bromofenol, 0.25% 

xilencianol), posteriormente las muestras se inyectaron en los pozos de un gel de 

agarosa al 1.5 % con TAE (Tris, Ácido acético, EDTA) desnaturalizante con tiocianato 

de guanidina (0.06 gramos/100ml), preteñido con 1 µL de bromuro de Etidio 

(10mg/mL). La electroforesis se llevó a cabo durante 30 min, la imagen fue registrada 

en un sistema de foto documentación (GelDoc XR de BioRad).  

Una vez cuantificada y verificada la pureza del RNA, se procedió a generar 

alícuotas.  Se usaron para tratarlas con DNAsa y proceder a la obtención de cDNA. 

Otras alícuotas de 20-30 µl de las muestras se precipitaron con: 0.1 vol. de acetato de 

potasio (2M pH 5), 2 vol. de etanol y fueron congeladas a -80° C. para ser 

almacenadas. 

 

VII.2.4.4. Síntesis de cDNA  

Para la síntesis del cDNA se realizo la metodología ya estandarizada con las 

temperaturas óptimas sugeridas de acuerdo con el protocólo de Promega, en el 

Laboratorio de Fisiología comparada y Genómica funcional. Se llevó acabo con la 

enzima transcriptasa reversa ImProm II (Promega) cat #A3802.  Se mezcló 5 μL de 

RNA total con 1 μL de oligo (dt)15 primer, dejando incubar a 70 °C 10 min, al finalizar 

se dejó en hielo, mientras se incubó el RNA, se preparó la mezcla maestra (1X) con: 

Agua DEPC 5.3 μL, 5X Buffer para ImProm II 4.0 μL, 25 mM MgCl2 2.4 μL, 10 mM 

dNTP´s 1.0 μL, RNAsin 0.5 μL (inhibidor de RNAsas), enzima ImProm II 0.8 μL, 

obteniendo un total de 14 μL de la mezcla maestra por cada tubo, los cuales ya 

contenían el RNA + Oligo (dt)15  primer (Total 20 μL). Se incubó a temperatura 

ambiente 10 minutos, después a 45 °C por 60 minutos y a 90 °C por 5 minutos para 

después poner en hielo, se centrífugo rápidamente y se almacenó a -20 °C para 

después realizar la determinación de la expresión genética relacionada con el sistema 

inmune por medio de la qPCR tiempo real. 
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VII.2.4.5. Determinación de expresión génica por qPCR  

Obtenidos los cDNAs se realizó la determinación de la expresión de los siguientes 

genes relacionados con el sistema inmune: Profenoloxidasa (PROpo), Superóxido 

dismutasa (SOD), Peneidina 2 (PEN) y Glutatión peroxidasa (GPO), utilizando como 

gen de referencia al gen del Factor de elongación (EF1α), éste fue evaluado en 

estudios previos donde se verifico que es estable y expresado al mismo nivel en 

diferentes muestras y condiciones experimentales, en nuestro caso, EF1α mostro 

estabilidad al expresarse en cada muestra con una eficiencia cercana al 100%. Los 

oligonucleótidos utilizados para la qPCR se muestran en la Tabla 5. La qPCR  se llevó 

a cabo en el equipo CFX96 Touch Real Time PCR detection system, BioRad y el 

software CFX manager (V3.0).  

 

Tabla 5. Secuencias  de primers utilizados.  

Primers Secuencia 5' - 3' 

Factor de elongación (EF1α) F 5’TCGCCGAACTGCAGACCATGA3’ 
   

R 
 
5’GCTGCCTCCTCCAGTTTACC3’ 

   
Profenoloxidasa (PROpo)      F 5’CTTGAGAACGCCAACATCGATC3’ 

 
R 

 
TGAAGAAGAGCTGGAAAGGCAT 

   
Superóxido dismutasa (SOD)F 5’ATTGGGTGAGGAACGAGGTG3’ 

 
R 

 
5’CTCCGCCTCAACCAACTTCT3’ 

   
Peneidina2 (PEN2)                  F 5’GGTCTGCCTGGTCTTCTTGG3’ 

                                                   
                                                 R   

 
5’CAATTGCGAGCATCTGAGACG3’ 

   
Glutatión peroxidasa (GPO) F 5’GTCAACGGGTCAACAGCTGA5’ 
                                                 
                                                 R 

 
5’TCTTAAACGGCTGCCCATCC3’ 

Todos los primers fueron diseñados para 60°C de alineación. 
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Previamente a la cuantificación para cada gen, los cDNA obtenidos de cada 

muestras fueron utilizados para hacer 3 pool por tratamiento, (1 pool contiene 3 

muestras con volumen de 30 μL) obteniendo 9 pools, de los cuales de cada uno se 

tomo 10 μL, obteniendo un total de 90 μL, a los cuales se les agrego 120 μL de H2O 

destilada esteril y se procedio a realizar diluciones:1/4, 1/16, 1/64 y 1/256, para generar 

una curva estándar por gen y obtener por un lado, la eficiencia de la amplificación y 

por otro lado, el rango dimámico de detección de cada gen para finalmente, elegir la 

dilución de reacción adecuada en cada reacción de qPCR.  

Para realizar esta curva estándar se realizo la reacción con 5 μL de Sybr, 0.125 

μL de F, 0.125 μL R de cada primers de los oligonucleótidos indicados para cada gen 

(Tabla 5), 1.75 de H20 destilada esteril y 3 μL de las diluciones realizadas. Finalmente 

10 μL fueron puestos en cada pozo de la placa por triplicado y el control negativo (NTC) 

con H20 destilada esteril; el acomodo de las muestras con sus replicas y controles 

fueron colocadas en el termociclador como se indican en la Tabla 6 A. El programa de 

amplificación fue el siguiente; 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60C°, mas 40 ciclos, 

después 5 segundos a 65°C y finalmente 5 segundos a 95°C. Obtenidas las curvas 

(anexo 2, 3 y 4) se seleciono la concentración final de 1/16 para la cuantificación de 

expresión génica. 

Obtenidas las curvas de amplificación y verificando su eficiencia de 

amplificación, la concentración adecuada de 1/16 fue la seleccionada y se procedio a 

la cuantificación para cada gen en cada tratamiento. Se tomaron tres pools de cada 

tratamiento (total 9 pools) y se prepararon las diluciones 1/16. A un tubo para PCR se 

le adiciono 3 µl del cDNA de un pool dilución 1/6 y  7 µl de la mezcla de PCR previmente 

preparada, la cuantificación se hizo por cuadriplicado, incluyendo un  grupo control 

negativo NTC (contenía en cada tubo 3 µl de agua destilada en lugar del cDNA) y 

también se realizo con los primers del gen de referencia este proceso. Se colocaron 

10 µl en cada pocillo en las placas como se muestra en las Tabla 6B, C y D. El 

programa de amplificación fue el siguiente; la desnaturalización inicial 30 segundos a 

95°C, alineamiento de 30 segundos a 60C°, mas 40 ciclos, después la extención de 5 

segundos a 65C°  y finalmente 5 segundos a 95°C (ver imagen en anexo 5). La 
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expresión fue normalizada usando el gen de Ef1 como referencia. Se empleó el 

algoritmo ΔΔCq para conocer la expresión relativa al control, considerando la 

expresión cuantitativa de los genes mencionados en los cDNA de los camarones del 

tratamiento CP35 como grupo control. 

Tabla 6A. Acomodo de las muestras con sus replicas y controles en la placa de 96 

pozos para llevarla al temormocilador y determinar la eficiencia de la reacción, con las 

diferentes concentraciones. 

NTC F1 

 

 

NTC F1 NTC F1 ¼ F1 ¼ F1 ¼ F1 1/16F1 1/16F1 1/16F1 1/64F1 1/64F1 1/64F1 

1/256 F1 

 

 

1/256 F1 1/256 F1 NTC 
PEN 

NTC 
PEN 

NTC 
PEN 

¼ PEN ¼ PEN ¼ PEN 1/16 
PEN 

1/16 
PEN 

1/16 
PEN 

1/64 PEN 

 

 

1/64 PEN 1/64 PEN 1/256 
PEN 

1/256 
PEN 

1/256 
PEN 

NTC 
PROpo 

NTC 
PROpo 

NTC 
PROpo 

¼ 
PROpo 

¼ 
PROpo 

¼ 
PROpo 

1/16 
PROpo 

 

 

1/16 
PROpo 

1/16 
PROpo 

1/64 
PROpo 

1/64  
PROpo 

1/64 
PROpo 

1/256 
PROpo 

1/256  
PROpo 

1/256 
PROpo 

NTC 
SOD 

NTC 
SOD 

NTC 
SOD 

¼  SOD 

 

 

¼ SOD ¼ SOD 1/16 
SOD 

1/16 
SOD 

1/16 
SOD 

1/64 
SOD 

1/64  
SOD 

1/64 
SOD 

1/256 
SOD 

1/256  
SOD 

1/256 
SOD 

NTC 
GPO 

 

 

NTC 
GPO 

NTC 
GPO 

¼  

GPO 

¼  

GPO 

¼  

GPO 

1/16  

GPO 

1/16  

GPO 

1/16  

GPO 

1/64  

GPO 

1/64  

GPO 

1/64  

GPO 

1/256  

GPO 

 

1/256  

GPO 

1/256  

GPO 

         

NTC = Control negativo, ¼, 1/16, 1/64, 1/256 =dilución de concentraciones. Profenoloxidasa 

(PROpo), Superóxido dismutasa (SOD), Peneidina 2 (PEN) y Glutatión peroxidasa (GPO), gen 

de referencia al gen del Factor de elongación (EF1α). 
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Tabla 6B. Acomodo de las muestras con sus replicas y controles en la placa de 96 

pozos para llevarla al temormocilador y determinar la concentración. 

NTC FI 

 

NTC FI NTC FI NTC FI 1 FI 1 FI 1 FI 1 FI 2 FI 2 FI 2 FI 2 FI 

3 FI 

 

3 FI 3 FI 3 FI 4 FI 4 FI 4 FI 4 FI 5 FI 5 FI 5 FI 5 FI 

6 FI 

 

6 FI 6 FI 6 FI 7 FI 7 FI 7 FI 7 FI 8 FI 8 FI 8 FI 8 FI 

9 FI 

 

9 FI 9 FI 9 FI         

        NTC 

PEN 

 

NTC 

PEN 

NTC 

PEN 

NTC 

PEN 

1 PEN 

 

1 PEN 1 PEN 1 PEN 2 PEN 2 PEN 2 PEN 2 PEN 3 PEN 3 PEN 3 PEN 3 PEN 

4 PEN 

 

4 PEN 4 PEN 4 PEN 5 PEN 5 PEN 5 PEN 5 PEN 6 PEN 6 PEN 6 PEN 6 PEN 

7 PEN 

 

7 PEN 7 PEN 7 PEN 8 PEN 8 PEN 8 PEN 8 PEN 8 PEN 9 PEN 9 PEN 9 PEN 

NTC = muestras control negativo.Tratamiento CP25= 1,2 y 3. Tratamiento CP30 = 4,5 y 6. Tratamiento 

CP35= 6,7 y 8. FI= gen de referencia al gen del Factor de elongación (EF1α). PEN= Peneidina 2. 
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Tabla 6C. Acomodo de las muestras con sus replicas y controles en la placa de 96 

pozos para llevarla al temormocilador y determinar la concentración. 

NTC 

GPO 

 

NTC 

GPO 

NTC 

GPO 

NTC 

GPO 

1 GPO 1 GPO 1 GPO 1 GPO 2 GPO 2 GPO 2 GPO 2 GPO 

3 GPO 

 

3 GPO 3 GPO 3 GPO 4 GPO 4 GPO 4 GPO 4 GPO 5 GPO 5 GPO 5 GPO 5 GPO 

6 GPO 

 

6 GPO 6 GPO 6 GPO 7 GPO 7 GPO 7 GPO 7 GPO 8 GPO 8 GPO 8 GPO 8 GPO 

9 GPO 

 

9 GPO 9 GPO 9 GPO         

 

 

       NTC 

PROpo 

NTC 

PROpo 

NTC 

PROpo 

NTC 

PROpo 

1PROpo 

 

1PROpo 1PROpo 1PROpo 2PROpo 2PROpo 2PROpo 2PROpo 3 

PROpo 

3 

PROpo 

3 

PROpo 

3 

PROpo 

4 

PROpo 

4 

PROpo 

4 

PROpo 

4 

PROpo 

5 

PROpo 

5 

PROpo 

5 

PROpo  

5 

PROpo 

6 

PROpo 

6 

PROpo 

6 

PROpo 

6 

PROpo 

7 

PROpo 

7 

PROpo 

7 

PROpo 

7 

PROpo 

8 

PROpo 

8 

PROpo 

8 

PROpo 

8 

PROpo 

9 

PROpo 

9 

PROpo 

9 

PROpo 

9 

PROpo 

NTC = muestras control negativo. Tratamiento CP25= 1, 2 y 3. Tratamiento CP30 = 4,5 y 6. Tratamiento 

CP35= 6,7 y 8. GPO= Glutatión peroxidasa, PROpo = Profenoloxidasa. HOMOGENEIZAR EL ESTILO 
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Tabla 6D. Acomodo de las muestras con sus replicas y controles en la placa de 96 

pozos para llevarla al temormocilador y determinar la concentración. 

 

 

           

 

 

           

 

 

           

 

 

           

        NTCSOD 

 

NTC SOD NTC SOD NTC SOD 

1 SOD 

 

1 SOD 1 SOD 1 SOD 2 SOD 2 SOD 2 SOD 2 SOD 3 SOD 3 SOD 3 SOD 3 SOD 

4 SOD 

 

4 SOD 4 SOD 4 SOD 5 SOD 5 SOD 5 SOD 5 SOD 6 SOD 6 SOD 6 SOD 6 SOD 

7 SOD 

 

7 SOD 7 SOD 7 SOD 8 SOD 8 SOD 8 SOD 8 SOD 8 SOD 9 SOD 9 SOD 9 SOD 

NTC = muestras control negativo. Tratamiento CP25= 1,2 y 3. Tratamiento CP30 = 4,5 

y 6. Tratamiento CP35= 6,7 y 8. SOD= Superóxido dismutasa.  

VII.2.6. Análisis estadísticos 

Los datos obtenidos en el experimento y en el análisis de la expresión cuantitativa de 

los genes relacionados con el sistema inmune de los camarones, fueron analizados 

con prueba a priori (homocedasticidad y normalidad por medio de la prueba Barlett´s 

y Kolmogorov- Smirnov). Se compararon los pesos, supervivencia por tratamientos 

con un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y una prueba de Tukey. Los resultados 

de la expresión diferencial de los genes GPO (a), PEN (b), SOD (c) y PROpo se 

ajustaron a un modelo lineal simple para determinar la correlación de la expresión de 

estos genes con la concentración de proteína en los alimentos 
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VII.3. RESULTADOS 

VII.3.1. Parámetros fisicoquímicos de la calidad del agua 

Los valores obtenidos de los parámetros fisicoquímicos se mantuvieron de acuerdo 

con los requerimientos establecidos para el cultivo del camarón en los tres 

tratamientos, como se muestra en la tabla 7. La temperatura y el oxígeno disuelto no 

mostró diferencia significativa (p>0.5), los tres tratamientos mantuvieron valores dentro 

del rango del nivel óptimo. La salinidad tuvo un promedio 37.19 ± 0.9 ‰ y el pH se 

mantuvo estable durante todo el experimento con valores de 7.8 ± 0.17 en los tres 

tratamientos.  

La concentración de amonio, nitritos y nitratos, durante los 30 primeros días de 

experimentación fueron semejantes, pero en la semana 6 se registró una diferencia 

significativa entre los tratamientos. Sin embargo, estos parámetros se mantuvieron 

dentro del nivel óptimo como se muestra en la tabla 7. Durante las cuatro primeras 

semanas de experimentación el amonio se mantuvo en concentraciones menores de 

0.20 mg L-1 en los tres tratamientos, un incremento de 0.86 mg L-1 se registró en la 

semana 6 en el CP35, mientras que el CP25 y CP30 se mantuvieron en 0.20 mg L-1 

(ver Figura 11). Al finalizar el experimento las concentraciones de amonio fueron de 

0.15, 0.22 y 0.19 mg L-1 en los tratamientos CP25, CP30 y CP35 respectivamente.  

La concentración de nitritos mostró durante las cinco primeras semanas de 

experimentación un comportamiento similar, manteniendo valores menores a 0.2 mg 

L-1. En la semana seis se registró una diferencia significativa para el tratamiento de 

CP35 con respecto al CP25 y CP30. (p<0.05. Ver Figura 12). La concentración de 

nitratos se mantuvo con los mayores valores para el tratamiento CP35 siendo 

significativamente diferente en la semana tres, mientras que los tratamientos CP25 y 

CP30 fueron similares durante el experimento. En la semana seis los tres tratamientos 

fueron similares en la concentración de nitratos, mientras que en la semana siete la 

concentración de nitratos disminuyó a 8.3 mg L-1 para el CP35, (ver Figura 13). 
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Tabla 7. Valores promedios ± SD, mínimo y máximo obtenidos de los parámetros 

fisicoquímicos de la calidad del agua de un cultivo de P. vannamei durante el periodo 

experimental de 8 semanas en los tres tratamientos con diferentes concentraciones de 

proteína (CP), 25%, 30% y 35% en la dieta. 

Parámetros  Tratamientos Nivel óptimo* 

 
CP25      CP30 CP35   

Oxígeno Disuelto (mg L
-1

) 6.58 ± .023 

 

6.35 ± .021 6.45 ± .021 4.0 -10.0  

Temperatura(°C) 28.19 ± .9 27.96 ± .9 28.06 ± .9 23 – 30  

Salinidad(‰) 37.19 ± .9 37.19 ± .9 37.19 ± .9 15 -35  

Ph 7.80 ± 0.27 7.80 ± 0.27 7.80 ± 0.27 8.1-9  

Amonio (mg L
-1

) 0.19 ± 0.07 0.21 ± 0.08 0.27  ± 0.22 0.1 – 1.0  

Nitritos (mg L
-1

) 0.17 ± 0.03 0.19 ± 0.04 0.17 ± 0.02 <0.5  

Nitratos (mg 
L-1

) 6.39 ± 5.38 6.92 ± 5.78 6.76 ± 3.15 0.4 – 0.8  

PSU, Unidades prácticas de salinidad, *Brock y Main 1994 
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Figura 11. Concentración de amonio en el biofloc de tres cultivos de P. vannamei, 

alimentados con las dietas CP25, CP30 y CP35, durante 60 días de cultivo. Los valores 

son presentados como medias ± desviación estándar (SD). 

 

Figura 12. Concentración de Nitritos en el biofloc de tres cultivos de P. vannamei, 

alimentados con las dietas CP25, CP30 y CP35, durante 60 días de cultivo. Los valores 

son presentados como medias ± desviación estándar (SD). 
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Figura 13. Concentración de nitratos en el biofloc de tres cultivos de P. vannamei, 

alimentados con las dietas CP25, CP30 y CP35, durante 60 días de cultivo. Los valores 

son presentados como medias ± desviación estándar (SD). 
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VII.3.2. Volumen del Floc  

 

El volumen del Biofloc en los tres tratamientos, se incrementó durante los treinta 

primeros días de experimentación, después se mantuvo similar hasta finalizar el 

experimento, Figura 14. Los volúmenes de bioflocs medidos en promedio fueron: 

10.40, 10.40 y 10.36 mL L-1 para los tratamientos CP25, CP30 y CP35 

respectivamente. 

  

Figura 14. Volumenes de biofloc de los tres cultivos de P. vannamei, alimentados con las 

dietas, CP25, CP30 y CP35, durante 60 días de cultivo. Los valores son presentados 

como medias ± desviación estándar (SD).  
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VII.3.3. Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) y del género Vibrio  

Las BAL y Vibrio spp., fueron cuantificadas cada quince días por cuenta viable y los 

resultados son mostrados como UFC por mL-1 de biofloc del tanque de cultivo y como 

UFC por intestino de camarón en cultivo. Las BAL se cuantificaron tomando en 

cuenta que la bacteria probiótica que se usó para inducir el biofloc fue L. fermentum 

TD19, la cual es una BAL. Los resultados mostraron en agua inicialmente 2.80 x 102 

UFC por mL-1, esta concentración se incrementó al finalizar el experimento 

alcanzando cuentas de 2.28, 2.26 y 2.39 x 104 UFC por mL-1 en los tratamientos 

CP25, CP30 y CP35 respectivamente. Las cuentas viables de Vibrio spp., en el 

biofloc, fueron altas en la semana dos con 5.62, 7.41 y 3.92 x 103 UFC por mL-1 en 

CP25, CP30 y CP35 respectivamente, sin embargo al finalizar el experimento las 

cuentas disminuyeron a 4.10, 3.90 y 3.80 x 101 UFC por mL-1 en CP25, CP30 y CP35 

respectivamente (Figura 15a).  

En el intestino, la cuenta viable inicial de BAL fue de 1.65, 1.56 y 1.57 x 103 UFC por 

intestino-1, y se fue incrementando ligeramente obteniendo al finalizar el experimento 

6.92 x 103, 2.43 x 104 y 7.78 x 103 UFC por intestino-1, en los tratamientos CP25, 

CP30 y CP35 respectivamente. Mientras que la concentración de Vibrio spp., 

alcanzó los mayores valores en la semana cuatro con 1.76, 1.82 y 1.86 x 102 por 

intestino-1 en CP25, CP30 y CP35 respectivamente, sin embargo, disminuyeron al 

finalizar el experimento (Figura 15b). 
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Figura 15. Cuenta viable de BAL y Vibrio spp., en agua de biofloc (a) y en intestino de 

camarón (b), de tres cultivos de P. Vannamei en biofloc alimentados con dietas que 

contienen proteína 25% (CP25), 30% (CP30) y 35% (CP35), durante ocho semanas de 

cultivo. Los valores son presentados como medias ± desviación estándar (SD). 
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VII.3.4. Expresión de genes relacionados con el sistema inmune del camarón 

VII.3. 4.1. Concentración y calidad de la extracción de ARN total 

De las 30 muestras de hepatopancreas de los camarones de donde se hizo la 

extracción de ARN (10/tratamiento), se obtuvieron las concentraciones necesarias 

para realizar el análisis de expresión génica diferencial (Tabla 8), también se muestra 

la calidad de los RNA extraidos, en el gel de agarosa que se corrio por electroforesis 

para los tres tratamientos (Figura 16). En los geles se pueden apreciar las bandas 

correspondientes a las subunidades ribosomales de 28 y 18S, lo que indica una 

calidad aceptable de las muestras de ARN, sin degradacion. 

 

     

   

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) que muesta las bandas de ARN total 

de los tres tratamientos, CP25 (muestras 11-20), tratamiento CP30 (muestras 21-30) y 

tratamiento CP35 (muestras de 31 al 40). 
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Tabla 8. Concentraciones del  ARN extraido de hepatopancreas de camarones de 

los tres tratamientos experimentales (CP) 25%, (muestras 11-20), 30% (muestras 

21- 30) y 35% (muestras 31-40).  

Tratamiento Muestra Concentración de ARN 

(ng/µL) 

260/280 

CP25 11 4641 2.03 

CP25 12 7594 2.04 

CP25 13 5012 1.98 

CP25 14 12235 2.01 

CP25 15 641 2.03 

CP25 16 4041 2.02 

CP25 17 3557 2.05 

CP25 18 3106 2.05 

CP25 19 4030 2.03 

CP25 20 15087 1.92 

CP30 21 2773 2.05 

CP30 22 3295 2.04 

CP30 23 4507 2.04 

CP30 24 4107 2.02 

CP30 25 11383 2.04 

CP30 26 6607 2.06 

CP30 27 4854 2.03 

CP30 28 4029 2.05 

CP30 29 15039 1.94 

CP30 30 1986 2.04 

CP35 31 2119 1.99 

CP35 32 2901 2.02 

CP35 33 4829 2.01 

CP35 34 3473 1.99 

CP35 35 8766 2.04 

CP35 36 5359 2 

CP35 37 13248 2 

CP35 38 9494 2.05 

CP35 39 4055 2.03 

CP35 40 5419 1.97 
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VII.3.4.4. Resultados de expresión génica por qPCR  

Las curvas estándar para los genes blanco analizados: Profenoloxidasa (PROpo), 

Superóxido dismutasa (SOD), Peneidina 2 (PEN) y Glutatión peroxidasa (GPO), y el 

gen de referencia Factor de elongación (EF1α) fueron satisfactorias (es decir, las 

eficiencias de amplificación de cada curva cumplieron con el  valor sugerido de -3.32 

para cada pendiente calculada)  para realizar la comparación de la expresión de 

estos genes por tratamiento, junto con las curvas de desnaturalización de qPCR (ver 

anexo 6, 7 y 8).  

Al comparar la expresión génica en el hepatopáncreas del camarón entre los 

tratamientos, se encontró diferencia significativa en los genes PEN, SOD y GPO de 

los camarones alimentados con las dietas CP25 y CP30 en comparación con la dieta 

control, CP35 (p <0.05). La expresión de los genes PEN, SOD y GPO aumentó al 

disminuir la concentración de proteína dietética (ver Figura 18 a, b y c), mientras que 

la expresión de PROpo mostró una tendencia a incrementar en proporción directa a 

la concentración de proteína (Ver Figura 18d). El gen PEN fue sobreexpresado 3.2 

veces en el tratamiento de CP25 y 2.4 veces en el tratamiento de CP30 indicando 

diferencia significativa con el control CP35 (p<0.05). Los niveles de ARNm para SOD 

mostraron que la expresión de este gen fue 1.8 veces mayor en el tratamiento de 

CP25 y 1.5 veces en el CP30 (p<0.05) comparados con el control CP35. La 

expresión del gen GPO fue 1.7 y 1.6 veces para el CP25 y CP30 (p<0.05) 

respectivamente con respecto al control CP35, ver Figura 17. 

Los niveles de ARNm de PROpo mostraron una disminución significativa (p<0.05) 

de la expresión de este gen con respecto al control CP35 de 0.35 veces en el 

tratamiento de CP25 y 1.1 veces en el CP30. 
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Figura 17. Niveles de ARNm de: PEN, SOD, GPO y PROpo en P. vannamei cultivado en 

biofloc inducido con microalgas y probiótico y con una variación de la concentración de 

proteína en el alimento. 25% (CP25), 30% (CP30) y un control 35% (CP35). El control 

equivale a 1 en cuanto al nivel de expresión relativa. Los datos son medias de la expresión 

de los genes evaluados (n=10). 
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Ajuste a modelo lineal simple de la expresión génica 

SOD y PEN mostraron las mejores correlaciones, (R2 de 0.96) con respecto al 

incremento de proteína en el alimento con una pendiente negativa, mientras que 

GPO presentó una R2 de 0.86, así mismo, PROpo no mantuvo una correlación, ya 

que CP30 fue similar a CP35 (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Ajuste a modelo lineal simple de la Expresión génica de GPO (a), PEN (b), 

SOD (c) y PROpo (d), en hepatopáncreas de P. vannamei cultivado en biofloc inducido 

con microalgas y probiótico y con una variación de la concentración de proteína en el 

alimento 25% (CP25), 30% (CP30) y un control 35% (CP35). 
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VII.3.5. Rendimiento del cultivo 

El mayor incremento de biomasa de camarones se presentó en  el tratamiento CP25, 

con un incremento del peso promedio individual de 5.2 g, seguido  del CP30 con 

4.09 g y del CP35 con 3.76 g. La supervivencia en el tratamiento CP25 fue de 98.1% 

siendo significativamente diferente al tratamiento CP35 (p<0.05) que presentó una 

supervivencia de 75.8%. (Ver Tabla 9 y Figura 19).  

Tabla 9. Valores promedios del rendimiento en juveniles P. vannamei cultivados en 

bioflocs inducido con Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y tres 

concentraciones de proteína 25% (CP25), 30% (CP30) y 35% (CP35) durante ocho 

semanas.  

 
 

 Tratamientos 

 
CP25 CP30 CP35  

Peso inicial (g) 0.80± 0.19 0.82±0.15 0.81±0.17  

Peso final (g) 6.01±0.23 4.92±0.31 4.57±0.29  

Tasa de crecimiento Especifico 

(%/días) 
3.62±0.08 3.18±0.05 3.09±0.11 

 

Tasa de conversión alimenticia 

(%) 
0.87±0.04c 0.94±0.04b 1.07±0.06a 

 

Supervivencia (%) 98.91±0.03a 96.20±3.02a 75.88±0.04b  

Tasa de crecimiento semanal  0.75±0.06 0.58±0.03 0.54±0.05  

Desempeño del cultivo 0.85±0.04a 0.59±0.09b 0.38±0.11c  

Valores promedios ± desviación estándar (SD) (n=100). Las letras superíndice diferentes en 

la fila indican una diferencia significativa entre los grupos de tratamientos; ANOVA de una vía, 

(P <0.05). 
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Figura 19. Curvas de crecimiento de P. Vannamei cultivados durante ocho semanas en 

biofloc e inducido con Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y tres 

concentraciones de proteína 25% (CP25), 30% (CP30) y el control de 35% (CP35). Cada 

peso en g es el promedio de 100 camarones muestreados cada semana y las barras 

representan la desviación estándar (SD). 
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VII.4. DISCUSIÓN 

Los resultados de este estudio mostraron que los tres tratamientos con diferentes 

concentraciones de proteínas mantuvieron las condiciones fisicoquímicas dentro de 

los valores adecuados para el cultivo del camarón blanco Penaeus vannamei (Brock y 

Main, 1994), independientemente de la temperatura que estuvo con valores cercanos 

al límite superior de 30°C. Los tratamientos PC25 y PC30 no fueron afectados en la 

supervivencia, la cual se mantuvo en 98.9 % y 96.2 % respectivamente, mientras que 

el tratamiento PC35 presentó una supervivencia de 75.9%. En los cultivos con mayor 

acumulación de amonio se produce estrés a los organismos y afecta la homeóstasis 

de sus procesos fisiológicos, generando sustancias que contrarrestan el estrés 

generado, y por consiguiente un gasto de energía y afectación de su crecimiento (Liu 

et al., 2017). En este experimento, los tratamientos con diferentes concentraciones de 

proteína en los alimentos presentaron diferencias en la acumulación de compuestos 

nitrógenos, lo que fue más evidente a partir de la semana cinco para el CP35 que 

acumuló más amonio en comparación con CP30 y CP25. 

Los resultados obtenidos mostraron que el mantener camarones en un biofloc 

inducido y administrar alimentos con 35% de proteína disminuye el crecimiento a partir 

de la semana cuatro, en comparación con el tratamiento CP25, donde se mantuvieron 

las menores concentraciones de amonio. En otros trabajos encontraron que Penaeus 

vannamei presenta tolerancia a la acumulación de compuestos nitrogenados, pero 

valores mayores en amonio, nitritos y nitratos de 1.45, 0.53 y 45 mg/L, 

respectivamente, se afecta el crecimiento y supervivencia dependiendo también de 

otros factores como temperatura y salinidad, (De Lourdes, 2014 y Chang, 2015). En 

esta investigación, se observó que el tratamiento CP35 pudo ser afectado por una 

pequeña acumulación de amonio, nitrito y nitratos e influir en el crecimiento del 

camarón, lo cual fue más notable después de la semana seis, cuando el biofloc 

inducido presenta microorganismos que degradan la materia orgánica y generan 

mayor acumulación de compuestos nitrogenados.  

Se descarta la influencia de otros factores como la salinidad, ya que los tres 

alimentos evaluados estuvieron en el intervalo de 37‰.  La tolerancia del camarón a 
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la salinidad está reportada en rangos de 1-40 ‰ (Menz y Blake, 1980 y Kumaran et 

al., 2017), y el efecto de la salinidad en tasas metabólicas, masa del cuerpo y consumo 

de energía diaria ha sido estudiado (Lin et al., 2012 y Gutiérrez et al., 2011); sin 

embargo, en este estudio se obtuvieron diferentes pesos finales y en los tres 

tratamientos se mantuvieron valores similares de salinidad. Otro parámetro es el 

oxígeno disuelto, el cual tiene importancia por el efecto en la muda y metabolismo 

respiratorio del camarón (Li et al., 2010), en este estudio la demanda de oxígeno (OD) 

se mantuvo en concentraciones de 6.5 mg/L en los tres tratamientos, estas 

concentraciones de OD no afectaron el cultivo hiperintensivo,  tomando en cuenta que 

la concentración adecuada de OD, a la cual debe mantenerse, esta en el rango de 2 a 

5 mg/L, valores bajos pueden afectar el crecimiento, y es crucial para obtener buenos 

resultados y no afectar la sobrevivencia (Licie-Brun, 1989). Por lo tanto, los valores 

obtenidos de OD en los tratamientos, siempre fueron adecuados para el cultivo y 

ayudaron al mantenimiento del floc en suspensión con lo cual no se obtuvo materia 

orgánica en el fondo. En el caso de CP35 los resultados no fueron los más favorables, 

pero al igual mantuvo la concentración de OD recomendada. 

En este estudio se encontró que una alta concentración de proteína en el 

alimento comercial puede afectar el crecimiento. En los tanques de cultivo de los 

camarones alimentados con CP35, se observó la mayor concentración de amonio 

(0.85 mg/L), teniendo como resultado un menor crecimiento al finalizar el experimento, 

contrariamente, el tratamiento CP25. Por lo cual se puede mencionar que el sistema 

de cultivo hiperintensivo con biofloc inducido, tiene la capacidad para soportar dichas 

concentraciones de compuestos nitrogenados, debido a los microorganismos que 

constituyen el biofloc (como rotíferos y nematodos), los cuales aportan cantidades 

importantes de proteína viva como alimento, permitiendo tener un mejor manejo de 

este sistema con una densidad de 350 camarones/ m3 y un alimento con 25% de 

proteína, lo cual es muy favorable para el acuicultor.  

Por otra parte, el volumen de biofloc, es un parámetro importante de monitorear 

porque nos indica el día en que el biofloc mantiene un volumen estable, que en este 

experimento sucedió en la semana cuatro, semana en la cual se encontraron una 
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mayor cantidad de rotíferos, los cuales consumen materia orgánica, contribuyen al 

incremento de nemátodos y dan un aporte adicional de proteína. La concentración de 

proteína en el alimento no influyó en el volumen del biofloc, sin embargo, durante la 

evaluación de diferentes concentraciones de proteína, se presentaron los mayores 

incrementos de amonio al iniciar la semana cinco y más aún en la semana seis, lo cual 

coincide con una mayor concentración de nemátodos en el biofloc inducido. Los 

nemátodos son alimento vivo con calidad protéica preferencial para el camarón en 

comparación con el alimento comercial (Maehre et al., 2013 y Ting Liu et al., 2017). En 

el análisis realizado en el capítulo uno se indicó que el biofloc aportó el 28.12% de 

proteína, además, las microalgas incorporadas Schizochytrium sp, Grammatophora sp 

y Navicula sp., ofrecieron un aporte de proteína de 26.3, 22.7 y 12.7 respectivamente 

(Pacheco-Vega et al., 2015). Esos resultados sugieren que los incrementos de amonio 

en las semans 5 y 6 se debieron a que los camarones consumieron alimento vivo 

preferencialmente y parte del alimento comercial fue consumido por bacterias 

heterótrofas que producen amonio. 

Otros microorganismos que aportan proteína al sistema son las bacterias que 

integran estos flóculos, pues es conocido que bacterias marinas como Marinobacter 

sp puede aportar un 43.9 % de proteína (Bhaskar, 2003 en Berrin tansel 2017). Aunque 

Vibrio spp., también aporta 1.8 % de proteína (Nichols et al., 2004); también es una 

bacteria oportunista y puede causar enfermedades al camarón. Este sistema de cultivo 

mantuvo un número menor a 1 x 105 UFC por ml de Vibrio spp., en los tres tratamientos, 

lo cual no representa un riesgo de enfermedad, de acuerdo con lo reportado, 

concentraciones mayores a 1 x 105 pueden indicar vibriosis o estar en un nivel no 

seguro para el camarón (Gómez et al., 1998 y Soto-Rodríguez et al., 2006). En el 

experimento realizado se mantuvieron las concentraciones bajas recomendadas en 

cultivos seguros, aunque otros autores han reportado incremento en los primeros días 

de maduración del biofloc (Becerril-Cortés et al., 2018 y Avnimelech, 2012) 

Los resultados indicados en el capítulo uno y en este segundo experimento, 

sugieren la misma tendencia en cuando a la composición del biofloc representada por 

una disminución de Vibrio spp. y de un incremento de BAL. Estos resultados indican 
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que el uso del probiótico en los cultivos evaluados juega un papel importante en la 

interacción con bacterias patógenas. En otros reportes se ha señalado que los 

probióticos del género Lactobacillus pueden disminuir las poblaciones de Vibrio spp., 

por lo cual son empleados en la acuacultura (Sha et al., en el 2016).  La presencia del 

probiótico pudo estar relacionado al bajo número de UFC de Vibrio spp., en los tres 

tratamientos, lo cual contribuyó a mejorar parámetros zootécnicos. Resultados 

similares fueron reportados recientemente (Pacheco-Vega et al., 2018), quien empleó 

esta bacteria probiótica y mostró mejores resultados que otra bacteria probiótica 

comercial para el cultivo de camarón, manteniendo bajo número de Vibrio sp. 

En este estudio se mostró la aportación de nutrientes que hizo el biofloc al 

camarón y nos permitió confirmar lo sugerido previamente: ofrecer al camarón un 

alimento comercial bajo en proteína, lo cual será un beneficio para el acuicultor. Por 

otro lado, también se confirmó que la disminución de proteína no afecta la salud de los 

camarones cultivados, esto a través de la expresión diferencial de genes relacionados 

con su sistema inmune, se mostró que los camarones no son vulnerables a estrés o 

enfermedades por lo que no se afecta el cultivo. Respecto a la expresión de genes 

relacionados con el sistema inmune, los mejores resultados fueron para el tratamiento 

CP25 del cultivo hiperintensivo, lo cual garantiza la nutrición y la salud del camarón, 

sugiriendo la activación y generación de moléculas que pueden actuar 

antagónicamente con patógenos (Luna- González et al., 2013) y la respuesta positiva 

contra factores de estrés ambiental (Tassanakajon et al., 2018). Estos resultados 

mostraron que el biofloc tiene también una aportación de nutrientes que complementa 

el alimento comercial para el camarón y mantiene la salud. El tratamiento CP30 y CP35 

mostraron resultados menos favorables y pudieran estar relacionados con el 

incremento de compuestos nitrogenados, sin embargo, se requiere de otros 

experimentos para probar esta hipótesis.  

El biofloc inducido con microalgas y probióticos tiene un papel importante para 

la nutrición y la salud en cultivos hiperintensivos de camarón blanco, se a señalado 

que los alimentos pueden funcionar como inmunoestimulantes (Campa- Cordoba et 

al., 2002) e incrementar la expresión de genes relacionados con el sistema inmune, y 
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por lo tanto, mejorar la salud, lo cual redundó en un mejor crecimiento.  Existen 

resultados favorables en postlarvas de P. vannamei tratados con biofloc y un 

incremento en la expresión de genes relacionados con el sistema inmune (Kim et al., 

2014). Otro estudio menciona que el biofloc contiene un número abundante de 

bacterias, que tienen una pared celular formada por varios componentes, como el 

lipopolisacárido bacteriano y el peptidoglicano, los cuales pueden actuar como 

estimulantes de la actividad inmune no específica del camarón (Panigrahi et al., 2019). 

Por lo tanto, se reconoce que los bioflocs aumentan la inmunidad del camarón porque 

lo consumen como fuente de alimento vivo además por tener una comunidad 

microbiana muy diversa en el sistema BFT. 

Los genes evaluados SOD, PROpo, PEN, GPO, en este estudio tienen una 

relación importante con la actividad del sistema inmune.  La SOD es una molécula que 

cataliza alternativamente aniones superóxido a oxígeno molecular y peróxido de 

hidrogeno (Fridovich, 1995), además, juega un papel importante en las vías de defensa 

antioxidante. También la SOD está relacionada con la actividad metabólica y por lo 

tanto con factores nutricionales, organismos con adecuada nutrición poseen un buen 

crecimiento, el metabolismo está activo, existe una adecuada homeostasis y son 

menos vulnerables a enfermarse (Flores-Miranda et al., 2015). En este experimento la 

expresión diferencial del gen SOD en el hepatopancreas del camarón, fue más alta 

(1.8 veces) en el tratamiento CP25, este tratamiento mantuvo además el mejor 

crecimiento, lo cual confirma la relación de este gen con la actividad metabólica.  De 

igual manera los resultados de CP30 mostraron un buen crecimiento, y una expresión 

del gen SOD mayor que el tratamiento CP35.  

Se observó una correlación negativa en la expresión del gen SOD con respecto 

al incremento de proteína en el alimento, esto pudo deberse a   que, existe mayor 

producción de compuestos nitrogenados, al incrementar la proteína en el sistema por 

lo tanto lo descrito anteriormente para SOD explica la correlación negativa, ya que la 

proteína juega un papel importante en la nutrición, su déficit o saturación puede afectar 

su crecimiento (Kureshy y Allen en el, 2002). El hecho de que haya más proteína en el 

alimento comercial, y por lo tanto un aporte mayor de compuestos nitrogenado genera 
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estrés a los camarones, explicado con la correlación negativa obtenida en  la  

expresión de SOD. 

Los niveles de PEN fueron similares a los de la SOD con una correlación 

negativa, es decir a medida que se incrementó la concentración de proteína la 

expresión de PEN disminuyó. Además, el nivel de transcripción de PEN en el ARNm 

fue de 3.2 veces mayor en el tratamiento de CP25, la cual fue similar para el 

tratamiento CP30. Se conoce que las Penaeidinas son péptidos antimicrobianos 

(AMPs), producidas y almacenadas en hemocitos, células clave del sistema inmune 

del camarón, (Somboonwiwat et al., 2005). Son una familia única de AMP específicos 

de camarones, que presentan actividad antifúngica y son anti-Gram positivas 

(Tassanakajon et al., 2013), son importante para controlar la actividad microbiana, lo 

que permite al camarón mantener una buena salud. Por lo tanto, los resultados 

sugieren que la protección que les permitió a los camarones ser menos vulnerables y 

tener la mejor supervivencia en los tratamientos evaluados, estuvo relacionada con el 

fortalecimiento del sistema inmune debido al biofloc inducido y al alimento con 25% de 

proteína. 

Para GPO los resultados fueron similares a SOD (25CP>30CP>35CP), GPO 

esta relacionada con la función de proteger al organismo del efecto oxidante de los 

hidroperóxidos de forma endógena (Fridovich, 1995).  Este gen también mantuvo una 

correlación negativa, y su nivel de trancripción dentro del ARNm fue el mayor para 

CP25 y disminuyo al incrementar la concentración de proteína en la dieta. 

El gen PROPo tuvo la mayor expresión en CP30 y no se encuentra una 

tendencia con relación a la concentración de proteína en la dieta. Para este gen se 

sugiere que su expresión puede estar relacionada por la relación descrita, lo cual indica 

que se activa con bacterias Gram positivas como respuesta a su sistema de defensa 

(Soderhall y Cerenis 1992). Los valores de PROpo pueden incrementarse por el 

aumento de defensas humorales en relación con mecanismo activos de coagulación, 

melanización y actividad de la defensa celular (Amparyup et al., 2012), en este estudio 

no se observó melanización en los camarones, el CP25 tiene los menores valores para 

PROpo, lo cual sugiere que las bacterias Gram positivas presentes en el cultivo y en 
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el intestino del camaron indujeron esta reacción de defensa. En CP30 y CP35 PROPo 

estuvo más sobre expresado, se sugiere que la mayor concentración de compuestos 

nitrogenados pudo modificar la diversidad de bacterias, hongos u otros 

microorganismos que se encuentran en el biofloc y que pudieron estar activando a 

Propo. Para explicar mejor es necesario conocer la microbiota bacteriana que se 

encuentra en el agua e incluso relacionarla con la del tubo digestivo del camarón para 

ver si estos pueden estar realizando la activación de estos genes. 

Este estudio mostró una expresión mayor de SOD, PEN y GPO para el CP25, 

lo que se relaciona con el adecuado balance de biofloc, con este nivel de proteina del 

alimento. Se sugiere que el incremento de proteína de CP30 y CP35 pudo influir en la 

calidad del agua y composición de la microbiota bacteriana del biofloc.  Estudios 

realizados de sistemas con biofloc donde varían la concentración de proteína muestran 

resultados diferentes a este estudio. Los resultados de ese estudio son diferentes a 

los reportados (Panigrahi et al., en el 2019), donde evaluaron a L. vannamei en tanques 

de 7.5 m3, con densidad de 150 camarones por m3, utilizaron una concentración de 

proteína de 24, 32 y 40% mas biofloc y un control de condiciones autotróficas con un 

40% de proteína, evaluaron los genes SOD y PROpo. Sus resultados mostraron que 

los compuestos nitrogenados incrementaron conforme incrementó la concentración de 

proteína, con diferencias significativas, esto al igual que en este estudio, pero los 

resultados mejores de FCR y supervivencia fueron para el 40%, contrario a los 

resultados obtenidos en este estudio que fue el 25%, donde atribuimos los mejores 

resultados al biofloc inducido con microalgas y probiótico, para mantener los mejores 

parámetros inmunológicos. En este estudio atribuimos estos resultados a la aportación 

de proteina del biofloc, la cual es mayor a 20%, mientras que en el reporte mencionado 

no se indica la calidad del biofloc y se atribuyen los buenos resultados a los alimentos 

proporcionados. Sin embargo, resultados similares que se deben considerar son la 

expresión de los genes SOD que en ambos estudios se observó la mayor expresión 

relativa para los tratamientos con el mejor crecimiento, supervivencia y una tasa 

metabólica que corresponde a 40% (Paniagri, 2018) y el CP25 en este estudio. Otra 

diferencia observada con el estudio mencionado esta en señalar los resultados de 

expresión de RNAm de PROpo, donde ellos encuentran que es similar en sus 
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tratamientos evaluados de 24, 32 y 40%, mientras que en este estudio no hay una 

tendencia.  

Los resultados del sistema inmune pueden estar relacionados con otros 

nutrientes como los carbohidratos, se ha mostrado que en tratamientos con diferentes 

carbohidratos para L. vannamei, relacionan al mejor tratamiento con la expresión de 

SOD y su mejor supervivencia. Además de mostrar una actividad inmuomoduladora al 

activar los sistemas de defensa y antioxidate PROpo (Paniagri et al, en el 2018), este 

estudio puede mostrar la calidad del biofloc no solo por su aporte proteico sino también 

de carbohidratos que al no estar presente en concentraciones adecuadas podrían 

haber afectado la supervivencia y salud. 

En este estudio, el biofloc inducido con microalgas y probióticos y la baja 

concentración de proteína evaluada no comprometió los parámatros inmunológicos.   

En otro estudio se reportó el efecto de la proteína en la dieta sobre la supervivencia, 

la eficiencia de asimilación y la condición inmunológica de los juveniles de L. vannamei 

usando niveles de proteína  de 15% y 40% y uno extremadamente bajo 5%, sin empleo 

biofloc (Pascua et al., 2004), en este reporte mostraron resultados optimos para el 40% 

de proteína e indicaron que los camarones pueden adaptarse a bajas concentraciones 

de proteína, con sus respuestas fisiológicas pero compromete la producción de 

biomasa, y las condiciones inmunológicas y consecuentemente la salud del camarón. 

Lo cual es congruente con otro estudio donde postularon que en L. vannamei, juveniles 

alimentados con 16% de proteína, genera un pobre crecimiento y sugirieron que se 

debe dar una mayor cantidad de alimento para cumplir con los requerimientos diarios 

de aminoácidos, es decir que el 16% es para cubrir los requerimientos básicos y 

sugirieron que el 40% de proteína es adecuado para el crecimiento, y que el 16% 

reduce el crecimiento  por que pierden energía en buscar alimento (Kureshy y Allen, 

2002), sin embargo,  en nuestro sistema con biofloc hay alimento disponible en todo 

momento y no afecta el crecimiento ni la expresión de SOD, PEN y GPO. Estos 

resultados muestran el beneficio del biofloc inducido con las microalgas y bacterias 

probióticas que pueden estar jugando un papel importante en la estimulación, 
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generación de nutrientes y moléculas que dan un beneficio al cultivo de camarón 

blanco al ser cultivado en densidades altas. 
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VIII. CAPITULO 3. Evaluación de la comunidad bacteriana de camarón blanco, 

Penaeus vannamei en un cultivo hiperintensivo con biofloc inducido y 

macroalgas. 

 

VIII.1. INTRODUCCIÓN 

La microbiota intestinal está compuesta por una gran variedad y cantidad de bacterias 

las cuales juegan un papel importante en la salud del huésped (Zhang et al., 2014), 

contribuyen en la protección contra patógenos (Isolauri et al., 2001) y proporcionan 

una adecuada absorción de nutrientes con un beneficio en actividades fisiológicas 

(Hooper et al., 2002). La microbiota intestinal es considerada como un ecosistema 

complejo vital para promover la salud del hospedero y participar en la respuesta 

inmune, por lo que teniendo el adecuado establecimiento y balance de 

microorganismos intestinales, se mejora la resistencia a enfermedades, (Lin, 2014). 

Para Penaeus vannamei se conoce que la colonización de microorganismos en su 

tracto intestinal ocurre en su etapa nauplio, cuando el poro anal comienza a moverse 

(Simoes et al., 2002), de esta forma, las bacterias contribuyen en procesos digestivos 

y en su crecimiento. En el cultivo de camarón el incremento de masa corporal se 

relaciona con los hábitos nutricionales y la dieta contribuye a una adecuada ganancia 

de peso, así mismo, esta variable está relacionada con la comunidad microbiana. 

Estudios de la diversidad del gen 16S rRNA de comunidades bacterianas asociadas al 

tracto gastrointestinal del crustáceo Nephrops norvegicus alimentado con diferentes 

dietas, mostraron que el alimento promueve el establecimiento de comunidades 

bacterianas específicas, predominando especies que han sido encontradas en 

poblaciones naturales de N. norvegicus, representando posibles simbiontes residentes 

(Meziti et al., 2012).  

La comunidad microbiana en la actualidad es estudiada en organismos marinos 

importantes para la acuacultura (Holt et al., 2020). En el camarón blanco es necesario 

conocer aspectos relacionados con la alimentación y con la microbiota que está dentro 

del sistema de cultivo, como en sedimentos, agua y en el intestino de los camarones 

(Qiao et al., 2016 y Fan 2019). Además, es importante detectar la presencia de 

bacterias patógenas que pudieran afectar el crecimiento y la supervivencia del 
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hospedero (Ferreira et al., 2020, Rodríguez-Camacho et al., 2013, Cuellar-Angel et al., 

2010 y Gómez, 2003). 

En el cultivo de camarón, la calidad del agua es importante para la obtención de 

una buena cosecha, se ha investigado a través de análisis metagenómicos del agua, 

los sedimentos y efluentes del cultivo (Martínez-Porchas y Vargas-Albores 2017). Los 

estudios metagenómicos consisten en el analisis de ADN genómico de una comunidad 

microbiana con la aplicación de técnicas moleculares y con la ventaja de estudiar las 

comunidades microbianas directamente de sus ambientes naturales sin la necesidad 

del aislamiento, cultivo y la observación de dichos organismos (Zhang et al., 2014b, 

Martínez-Porchas y Vargas-Albores 2017).  

La Metagenómica provee información que hace algunos años era difícil obtener, 

como lo indica en su definición  el informe del instituto Americano de Microbiología 

2002 , que la señala como la secuenciación a gran escala del material genómico 

agrupado en una comunidad microbiana, ya sea como aproximaciones aleatorias o 

específicas, ensamblando secuencias de genomas únicos o grupos de genomas, la 

determinación de la variación en genes de la comunidad y el contenido del genoma en 

tiempo y espacio, la influencia de las actividades antropogénicas, la función, la 

diferenciación y la evolución del genoma de la comunidad (Nagamani-Balagurusamy, 

2014). La Metagenómica busca también caracterizar la estructura taxonómica de una 

comunidad microbiana, ya sea mediante el empleo de marcadores moleculares como 

es el gen 16s ARNr o el uso de la secuenciación aleatoria (Nagamani-Balagurusamy 

2014). Con esta herramienta se busca evaluar la diversidad microbiana y sus funciones 

en los diferentes hábitats, y caracterizar la estructura taxonómica de la comunidad 

microbiana. Los resultados metagenómicos son de gran utilidad en la acuacultura y 

tienen un gran potencial para mejorar los cultivos acuícolas (Martínez-Porchas y 

Vargas-Albores, 2017). 

La caracterización de la microbiota de Penaeus vannamei en diferentes 

ecosistemas ha sido estudiada (Zeng et al., 2017; Holt et al., 2020; Cornejo- Granados 

et al., 2017; Gao et al., 2019 y Fan y Li, 2019), se destaca el rol vital que juegan los 

microorganismos en el ciclo de nutrientes o biotransformación en los cultivos 
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acuícolas, mediante el balance de ciclos de C, N, P y S, los cuales son vitales para el 

manteniendo de la salud del ecosistema (Xu et al,. 2020, Cardona et al., 2016 y 

Schveitzer et al., 2020). Aunque se contempla la importancia de estos elementos y el 

conocimiento de las comunidades, no se han encontrado reportes donde se explique 

con detalle y con la especificidad que se requiere estos ciclos, por lo cual la aportación 

de información relacionada con alguno de estos elementos es importante el Nitrógeno 

por ejemplo es de interés por su toxicidad al acumularse en forma de amonio, nitritos 

y nitratos (Valencia-Castañeda et al., 2019). 

En el sistema biofloc existe la necesidad de conocer los grupos de 

microorganismos que intervienen en estos cultivos, con el fin de implementar el manejo 

adecuado y disminuir la cantidad de compuestos tóxicos o dar mejor circulación al N 

en su ciclo (Van et al., 2006). En este trabajo, se analizaron las comunidades 

bacterianas de un sistema de biofloc inducido con microalgas y probiótico, es de 

interés la relación de la microbiota con los compuestos nitrogenados y  es importante 

conocer los cambios de la comunidad bacteriana asociada al cultivo al variar la 

concentración de proteína en el alimento, además se analizó la estructura de la 

comunidad bacteriana en el  cultivo de biofloc inducido con las microalgas, las cuales 

pueden estar contribuyendo en ciclos de N, ya que es conocido que estas intervienen 

en el ciclo de los compuestos nitrogenados (Xian Liu et al., 2019), además las 

microalgas también puede tener actividad antimicrobiana,   e inhibir el crecimiento de 

especies del género Vibrio (Kokou et al., 2012), con lo cual contribuyen a cambios en 

la estructura microbiana. En esta investigación contemplamos a las microalgas como 

parte del alimento, base primaria de la cadena alimenticia de microorganismos que se 

encuentran en el floc y su importancia en el ciclo de nitrógeno. Así mismo tomó interés 

su relación con la comunidad bacteriana en comparación con camarones en biofloc 

con macroalgas.  

Existen antecedentes de estudios donde las bacterias mejoran los cultivos de 

camarón, investigaciones recientes comparan comunidades de microorganismos que 

contribuyen en calidad del agua, señalan grupos de bacterias del biofloc, explican la 

importancia relativa de bacterias quimioautotroficas y la asimilación que realizan las 
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bacterias heterotróficas (Luo, G et al., 2020). Estudios metagenómicos indican el papel 

de las bacterias en el desarrollo y fisiología de L. vannamei en camarones de 30 y 60 

días en aguas claras, mostraron la dominancia de los grupos bacterianos en cada 

etapa del cultivo evaluada, estos estudios se sugieren por la necesidad para proponer 

bacterias que beneficien a los cultivos, (Gao et al., 2019). Otros estudios de camarones 

en estadios de postlarvas se han realizado, donde se analizó la calidad del agua 

monitoreando amonio, nitritos y nitratos en fase de maternización, señalaron la 

influencia de fuentes de carbono en la relación de bacterias del género Vibrio, lo cual 

es necesario conocer para controlar estas vías de acceso a Vibrio (Ferreira et al., 

2020).  

Otras investigaciones comparan las concentraciones totales de bacterias en 

sistemas de biofloc con agua clara, y encuentran más alta concentración en sistemas 

de biofloc (Kaya et al., 2020), con lo cual resaltan los benéficos del biofloc. Un estudio 

a gran escala y en altas densidades mostró que las comunidades bacterias que 

intervienen en procesos nitrificantes, indican abundancias bajas pero eficientes en 

sistemas superintensivos con intercambio de agua limitado en biofloc (Xu et al., 2021). 

Por lo tanto sigue el interés en conocer el manejo y control de las características de 

las comunidades bacterianas para el biofloc, y se plantea que éstas varían al realizar 

cambios en sus fuentes de carbono para la generación del biofloc, por ejemplo hay 

antecedentes donde evalúan granos de amaranto y trigo para mostrar la variación de 

las comunidades microbianas donde mostraron perfiles taxonómicos en ambos biofloc 

diferentes al inicio pero al finalizar semejantes y sugieren que no brindan la misma 

aportación de nutrientes, (Martínez-Cordova et al., 2018). Mientras que otros estudios 

indican que diferentes granos brindan diferentes microambientes y detectaron un total 

de 22 phyla en las muestras de biofloc, pero la estructura taxonómica se basó en cuatro 

phyla principales (Planctomycetes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes),  

determinan una diferencia de la microbiota inicial pero cambios al finalizar por lo cual 

dicen que hay diferentes rutas y terminan en grupos taxonómicos semejantes los 

bioflocs de diferentes granos (Vargas-Albores et al., 2019). La adición de otros 

componentes como probioticos también ha sido puesto en evaluación para conocer la 

influencia en la diversidad bacteriana en biofloc para camarón, un estudio para ver 
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como influyen un probiótico comercial y consorcios microbianos endémicos naturales 

mostró diferencias significativas en los biofloc (Huerta- Rabango et al., 2019)  

En este capitulo se presenta el estudio metagenómico de un experimento donde 

se analizaron las comunidades bacterianas del intestino de camarón de tratamientos 

con variación del porcentaje de proteína y con la adición de macroalgas. Las 

macroalgas son descritas por los beneficios obtenidos, en un estudio reciente se 

mostró interés en conocer los grupos microbianos en sistema con biofloc adicionado 

con alga, indicando que la administración de algas pardas a camarones ayudaron en 

tener camarones resistentes a enfermedades de mancha blanca, en conjunto un 

análisis metagenómico revelo que los niveles crecientes de la adición de una 

macroalga en la dieta reduce la riqueza microbiana del intestino de camarón, en 

conclusión indicaron que las algas afectan la microbiota intestinal lo que benefició al 

camarón al presentarse  una menor mortalidad (Schleder et al., 2020). En otro estudio 

se implementó a Navicula en el biofloc de un sistema heterotrofo y otro fotoheterótrofo, 

los beneficios fueron semejantes en la calidad del agua, y en el sistema fotoheterotrofo 

mejoró la supervivencia y FCR (Martínez-Porchas et al., 2020). 

Por lo tanto, es necesario en los sistemas con biofloc propuestos con altas 

densidades y la adición de probióticos y macroalgas conocer sus comunidades 

bacterianas. Debe haber adecuada concentración de microorganismos para eliminar 

compuestos nitrogenados, relacionados con la cantidad de proteína en alimentos y se 

confirma la participación de bacterias al conocer las Unidades Taxonómicas 

Operaciones (OTUs) de las comunidades bacterianas. Otras evaluaciones indican que 

la variación de la relación C:N influye en la presencia de varios géneros de bacterias, 

por ejemplo la presencia de Vibrio o de bacterias benéficas para el crecimiento del 

camarón y fortalecimiento del sistema inmune (Panigrahi, et al., 2018). Por lo cual es 

necesario mostrar si el biofloc propuesto contribuye a tener camarones saludables. 

También se conoce que la Influencia de restringir las dietas influye en la relación de 

bacterias (Simon, C. J., et al., 2020). Por lo tanto, actualmente la abundancia de 

microorganismos que integran el biofloc no está clara en la descripción de las claves 

taxonómicas, por lo cual la técnica de alto rendimiento y cuantificación del ARNr 16s 
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sigue siendo útil, para el estudio de este tipo de ecosistemas (Wei et al., 2020). Otro 

estudio propuesto contribuyó con información para conocer grupos taxonómicos en 

biofloc que brindan beneficios al cultivo del camarón, tomando en cuenta que las 

comunidades microbianas están ligadas a la productividad, la salud. (Holt et al., 2020). 

En este estudio mostraremos si el biofloc inducido con probiótico, microalgas y 

macroalgas, contribuye a la obtención de una microbiota intestinal con grupos 

taxonómicos benéficos como el phylum Proteobacteria, para avanzar en el 

entendimiento del microbioma del camarón que en un futuro será implementado en la 

acuacultura.  

En este tercer capítulo iniciaremos mostramos los beneficios de la adición de 

macroalgas como; alimento, mejoras en las concentraciones de compuestos 

nitrogenados y la disminución del género Vibrio que puede influir en las cargas 

bacterianas del biofloc y en la microbiota intestinal del camarón, dando lugar a un gran 

interés para su evaluación usando herramientas metagenómicas. Se mostrará el 

análisis metagenómico del intestino de camarón alimentado con las dietas evaluadas 

en el capitulo 2, CP25, CP30 y CP35, donde se observó la mejora de los parámetros 

zootécnicos. Ademas se plantea el análisis metagenómico del intestino de camarones 

alimentados con macroalgas adicionadas en fresco, las cuales, juegan un papel 

importante en la salud, como se ha mencionado en otros reportes donde se a sugerido 

que influyen en las asociaciones bacterianas que existen en la microbiota intestinal 

(Pérez et al., 2010 y Holt et al., 2020). 
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VIII.2. Materiales y Métodos 

 

VIII.2.1. Preparación de las dietas 

En este capítulo se analizaron muestras de intestinos de camarones de los 

tratamientos mencionados en el capítulo 2:  CP25, CP30 y CP35 del sistema de biofloc 

inducido con las microalgas y probioticos y también un tratamiento adicional al cual se 

le agregaron macroalgas. En el capítulo 2 el análisis de los tratamientos de tres dietas 

con diferentes % de proteína fue realizado desde un punto de vista zootécnico e 

inmunológico y en este capítulo se analizará desde un punto de vista metagenómico. 

Se iniciará mencionando la preparación del biofloc empleado en la adición de 

macroalgas al biofloc con monitoreo de parámetros zootecnicos.  

 

VIII.2.1.1. Generación del biofloc 

La generación del biofloc se describe detalladamente en el capítulo dos, brevemente, 

el biofloc fue inducido con melaza de caña a una concentración de 25 g/m3 por día 

(Avnimelech 1999), medio F/2, microalgas marinas Schizochytrium sp, 

Grammatophora sp y Navicula sp a densidad inicial de 50 000 cel. /mL provenientes 

del Laboratorio de microalgas de la Unidad Pichilingue y 40 L de la bacteria probiótica 

TD19 (Lactobacillus fermentum) aislada del tracto digestivo de P. vannamei, obtenida 

del Laboratorio de Ciencia y Tecnología de Alimentos (UABCS), el método de cultivo 

fue el indicado en el capítulo uno del tratamiento BFD1 (por la calidad en su 

composición nutricional). La generación de los flóculos se llevó acabo en un tanque de 

28 000 litros, y éstos fueron usados como inóculo (200 Litros/Tanque) para los tanques 

de 15 000 litros. Se procedió nuevamente a agregar melaza de caña (25 g/m3 por día). 

 

VIII.2.1.2. Obtención de macroalgas 

Para la evaluación de las macroalgas en los cultivos de camarón con biofloc inducido 

con microalgas y probioticos, se colectó Ulva spp., y Gracilaria sp., (Figura 20) en la 

playa La bruja perteneciente a La Paz, B.C.S, se trasladó a la Unidad Pichilingue en 

hieleras de plástico, después fueron limpiadas, para retirar los organismos que se 
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encontraban en su superficie y posteriormente fueron lavadas y sumergidas en 

hipoclorito de sodio (Cloralex) a una concentración de 1ml por Litro de agua de mar, 

se enjugaron y cortaron a un tamaño homogéneo de 1cm2 para ser agregadas al biofloc 

2 k por tanque.  

 

 

Figura 20. Macroalgas adicionadas  al biofloc. a) Dos tipos de Ulva spp y b) Gracilaria sp. 

 

 

VIII.2.1.3. Concentración de proteína en las dieta 

Los alimentos empleados fueron de marca comercial (Nutrimientos acuícolas Azteca®, 

Guadalajara, Jalisco, México). En los tratamientos con y sin macroalga se utilizó el 

alimento con 25% de proteína y en los otros tratamientos sin macroalgas, se 

emplearon las muestras del estudio realizado en el capítulo dos, donde se usaron 

dietas con 25, 30 y 35% de proteína. La alimentación inicial en todos los tratamientos 

fue de un 8% y finalizó con un 3% del peso corporal del camarón. 
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VIII.2.2. Diseño experimental y organismos cultivados 

Los camarones empleados para el estudio metagenómico fueron tomados de los 

tratamientos CP25, CP30 y CP35, correspondientes a la variación de la concentración 

de la proteína (Figura 21) cuyo diseño experimental fue explicado en el capitulo 2, los 

intestinos colectados fueron obtenido al final del proceso de engorda en cada 

tratamiento del experimento. 

 

 

 

Figura 21. Esquema de los tratamientos con la variación en sus dietas analizadas. Los  tres 

tratamientos varían en la concentración de proteína CP25, CP30 y CP35. 

Para la evaluación de la adición de la macroalga en el BF, también se siguió el mismo 

proceso de cuidado maternal hasta obtener el peso cercano a 0.1 g para iniciar la 

engorda, descrito en el capitúlo 2.  Los dos tratamientos fueron, el BFI como el biofloc 

inducido con microalgas y probiótico, y el segundo como BFIM el biofloc inducido con 

la adición de macroalgas (Figura 22), estos en tanques de 15,000 Litros. 
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Figura 22. Esquema de los tratamientos con la variación en sus dietas analizadas, el BFI 

es el biofloc inducido y el BFIM es el biofloc inducido más macroalgas. 

 

VIII.2.3. Parámetros zootécnicos evaluados a los tratamientos BFI y BFM sin y 

con adición de macroalga 

VIII.2.3.1 Calidad del agua 

 

Para determinar los parámetros fisicoquímicos en los cultivos de evaluación de adición 

de macroalgas la temperatura del agua y oxígeno disuelto fueron monitoreadas 

diariamente cada cuatro horas utilizando un multiparametro (YSI 55). Se registró el pH 

con un potenciómetro (HANNA, Hi 98127) y salinidad cada 24 horas con un 

refractómetro manual (BTX – 1, VEE GEE). Se tomaron muestras de agua de cada 

tanque para obtener la concentración promedio de amonio, nitritos y nitratos, siguiendo 

la técnica de Kits comerciales LYSA, realizando las lecturas de espectrofotometría con 

un YSI®, Photometer Ecosense 9500®. Se registró el volumen de biofloc (BFV) 

semanalmente mediante el uso de conos Imhoff, sedimentando 1 L de agua del biofloc 

por 30 minutos (Y. Avnimelech, 2009). 
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VII.2.3.2. Monitoreo de bacterias ácido-lácticas y del género Vibrio  

Se realizaron conteos de UFC, empleando medios de cultivo Agar De Man, Rogosa y 

Sharpe (MRS; DIFCO, EE.UU) para bacterias ácido lácticas y en medio tiosulfato 

citrato bilis sacarosa (TCBS; DIFCO, EE.UU) para Vibrio spp, se tomaron tres 

muestras de cada tanque de agua del biofloc y de tres intestinos de camarón por 

tanque, cada quince días, y dos días previos de cada muestreo, hasta finalizar el 

experimento, se estimó la concentración de UFC por mL-1 en el agua del biofloc y de 

UFC en intestino del camarón, para cada tratamiento. 

VIII.2.3.3. Crecimiento del camarón 

Una Biometría semanal se realizó para determinar el peso promedio del camarón por 

tanque y se determinó el peso ganado al finalizar el experimento, estos fueron 

realizados semanalmente con un mínimo de 10 muestreos aleatorios por tanque con 

10 camarones por muestreo, se estimó la biomasa final (kg por m3), supervivencia (%) 

y tasa de conversión alimenticia (TCA) de acuerdo a Zhao et al., 2012.  

VII.2.3.4. Observaciones de la alimentación del camarón blanco con macroalgas 

Adicional al experimento con la adición de macroalgas se colocaron tres peceras de 

500 L con 200 camarones, con un peso promedio de 1.5 ± 0.09 g, estos camarones se 

alimentaron con el 5% de su peso corporal con macroalgas sin alimento comercial. 

Estas observaciones se realizaron para mostrar si existía una aceptación de la 

macroalga como alimento, se registraron las observaciones de su hábito al tener este 

como alimento durante tres semanas. 

VIII.2.3.5. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de la comparación del tratamiento BFI y BFIM, fueron analizados 

para indicar homocedasticidad y normalidad (Bartlett's and Kolmogorov-Smirnov 

tests). Se expresaron como media los resultados, los cuales fueron sometidos a un 

análisis, analysis paired comparison t-test: (P-level significance=0.05).  Este análisis 

se hizo empleando Statistical ver. 8 software for Windows. 
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VIII.2.4. Análisis de las comunidades microbianas en los cultivos de biofloc 

Para el análisis de las comunidades microbianas se realizó una colecta de muestras 

de los intestinos de los camarones de cada uno de los 5 tratamientos analizados. 

VIII. 2.4.1. Colecta de muestras de biofloc e intestinos de camarón 

Muestreo de intestinos de camarón. Al finalizar el experimento, se verifico que 

los camarones no estuvieran en proceso de muda y fueron tomados al azar, todos en 

un mismo tiempo. Se realizó la disección con instrumentos estériles de al menos cinco 

camarones de cada tanque para la extracción de los intestinos con todas las 

precauciones asépticas se colocaron en camas de hielo. Los intestinos se mantuvieron 

en tubos eppendorf de 1.5 ml que contenían 0.5 ml con buffer RNAlater, los tubos 

fueron guardados en un ultracongelador a -80°C hasta la extracción de ADN 

metagenómico. 

VIII.2.4.2. Extracción del ADN metagenómico 

El sistema digestivo del camarón (de la boca al ano) cultivado en el sistema 

hiperintensivo con biofloc y guardado en RNAlater fue transferido con unas pinzas a 

un tubo estéril y adicionado con 0.5 ml de buffer STE (Sucrosa 12.5%, Tris-HCL 50 

mM pH 8.0, EDTA 100mM), rápidamente fue cortado con tijeras estériles en pequeños 

trozos, se homogeneizó con un micro-homogeneizador para liberar todo el contenido 

fecal del tejido y se agregó 1 ml más de STE, se homogeneizó vigorosamente en el 

vortex y se centrifugó a 500 rpm por 2 min para sedimentar tejido y partículas. El 

sobrenadante se pasó a otro tubo y se volvió a centrifugar a 10,000 rpm por 2 min, se 

tiró el sobrenadante y el pellet fue re suspendido en 300 µl de STE (Este proceso se 

repitió en caso de que quedaran partículas en la suspensión), se homogeneizó y se 

adicionó con 200 µL de lisozima (10 mg/ml), se homogenizó con movimiento de 

campana y después se incubó 1 hora a 37°C en el termo mezclador. Después de la 

incubación se centrifugó por 2 min a 10,000 rpm, se tiró el sobrenadante y se 

adicionaron 600 µl de la solución Nucleic lysis solution del kit de promega, se incubó a 

80⁰C por 5 min y se enfrió a temperatura ambiente. Se agregaron 3 μl de RNase 

solution del mismo kit al lisado de células, se invertió el tubo 5 veces para mezclar y 

se incubó a 37°C por 60 minutos. Se enfrió a temperatura ambiente y se agregaron 
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200μl de Protein Precipitation solution al lisado celular tratado con RNasa, se agitó 

vigorosamente a alta velocidad por 20 segundos para mezclar la solución de 

precipitación con el lisado celular. Se incubó la muestra en hielo por 5 minutos, se 

centrifugó a 15,000 rpm por 3 minutos, se transfirió el sobrenadante (800ml) que 

contiene el ADN a un tubo estéril que contenía 600 µl de isopropanol se mezcló con 

cuidado por inversión, de tal forma que se pudiera observar una masa visible de ADN. 

Posteriormente se centrifugó a 15 000 rpm a temperatura ambiente durante 10 min y 

cuidadosamente se decantó el sobrenadante, se adicionaron 600 µl de etanol al 70 %  

y con cuidado de no desprender el pellet se invertió el tubo varias veces con la finalidad 

de lavar el pellet de ADN, se centrifugó a 15 000 rpm por 3 min.  Cuidadosamente se 

desechó el etanol, se colocó el tubo con la boquilla hacia abajo y luego hacia un lado 

sobre un papel limpio absorbente para permitir que el pellet seque perfectamente, se 

dejó en reposo 4 hrs. Finalmente se adicionaron 30 µl de agua destilada desionizada 

libre de nucleasas, (dependiendo del rendimiento de ADN) y se esperó entre 2 a 3 

horas hasta que el pellet se disolvió a temperatura ambiente y se guardó a -20 °C para 

su conservación.  

 Realizada la extracción se verifico su pureza mediante un gel de agarosa al 1 

% y se procedió a verificar la cuantificación del ADN extraído por medio de un 

espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Fisher Scitific Inc.). 

VIII.2.4.2.1. Reacción de PCR para confirmar la presencia de ADN de bacterias 

Se prepararon a partir de todas las muestras de ADN metagenómico alícuotas 

de 20 µL a una concentración de 100 ng/µL para amplificar por PCR el gen 16S ARNr, 

la mezcla de reacción para la amplificación fue preparada con Buffer de enzima Taq 

(5X), MgCl2 (25 m/M), dNTP´s mix (10 mM/100µL) OligoA (117pM/ µL) Oligo 

pH(131pM/ µL), Taq polimerasa (5U/ µL) ADN genómico (0.1 µg/ µL), H2O bi-destilada 

libre de DNAsas, todo para un volumen final de 12.5 µL por reacción. La reacción de 

PCR se llevó acabo en un termociclador para 35 ciclos a 95°C por 4 min, 94 °C por 45 

seg, 56 °C por 45 seg, 72 °C por 1 min, 72 °C por 5 min y 4 °C en ∞, los 

oligonucleótidos utilizados fueron; pA: 5´- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG – 3´ y 

pH: 5´- AAG GAG GTG ATCCAG CCG CA - 3´ (Broda et al., 1999).  
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VIII.2.4.3. Amplificación y secuenciación NGS de las muestras de ADN- meta 

El ADN–meta de las muestras de intestinos de camarón fueron enviadas para su 

secuenciación (Next Generation Sequencing Core) a la empresa Argonne National 

Laboratory, IL, USA para la secuenciación de amplicones. La región V4 del gen 16S 

rRNA mitocondrial, fue amplificada usando los sets de primers 515F (5’–

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) Y 806R (5’-GGACTACHVGGGTWTCTAA-3’), 

Siguiendo el método descrito por Kozich et al. (2013). Los amplicones de 16S (pair-

ended: 150 x 150bp) fueron secuenciados usando el kit Ilumina MiSeq 500-cicle con 

el sistema de secuenciación ilumina MySeq. 

VIII.2.4.3.1. Procesamiento de las secuencias 

Las secuencias del gen 16S rRNA bacteriano fueron ensambladas usando el 

ensamblador Data Base Proyect (Proyecto de base de datos ribosomales, RDP; http; 

//rdp.cme.msu.edu), de acuerdo con Cole (2014), con lecturas de entre 250-280 pares 

de bases (I-250-L280). Las secuencias ensambladas fuera de este rango fueron no 

microbianas de acuerdo con BLAST. Las secuencias ensambladas  con un error 

máximo esperado ajustado de Q score menos de 25 sobre la secuencia completa 

fueron eliminadas. Para remover chimeras de novo fue usada la paquetería Vsearch 

(2.4.3, 64 bit) de acuerdo con Rognes (2016), seguida por la remoción de chimeras 

por referencia usando la base de datos RDP 16S rRNA gene training set sequences 

(No.15). Secuencias con alta calidad y libres de chimeras fueron agrupadas a 97% de 

similitud de secuencia por CD-Hit (4.6.1) (Fu et al. 2012), resultando en la identificación 

de unidades taxonómicas operacionales únicas (OTUs) y su abundancia en cada 

muestra. Estos resultados constituyeron la base para la determinación y comparación 

de la estructura de las comunidades bacterianas del intestino de camarón de los 

tratamientos de cultivo con biofloc inducido. 
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 VIII.2.5. Análisis metagenómico 

La composición taxonómica de los metagenomas de las comunidades bacterianas del 

intestino de camarón en cada uno de los tratamientos de cultivo fue primero evaluada 

a través de blastall (ncbi-blast-2.2.18+.exe), con base en el programa Phyloseq 

(McMurdie & Holmes 2013). El análisis se llevó a cabo en RStudio, para lo cual se 

cargaron las librerías phyloseq, plyr, vegan 2.5-6 y ggplot2. Se creó un objeto con la 

tabla de OTUs generada previamente, esta tabla contiene todas las categorías 

taxonómicas de cada OTU, posteriormente se generó la tabla de taxa, donde se 

observa cada categoría taxonómica y luego relacionamos las dos tablas dentro del 

objeto phyloseq en forma de matriz. Paralelamente se elaboró en Excel la tabla de 

metadatos, la cual contiene información sobre las muestras y es a partir de ésta que 

se hacen las pruebas estadísticas para agrupar o encontrar diferencias entre 

tratamientos. Esa tabla se importó a R y se confirmó que el número de muestras de 

los metadatos sea igual al número de muestras de la tabla de OTUs y que tengan el 

mismo nombre. Los tres objetos principales: tabla de OTUs, Taxa y metadatos se 

unieron en un solo objeto Phyloseq y se inició el análisis. 

Primeramente, se quitaron las OTUs potencialmente erróneas y de baja calidad, se 

evaluó la profundidad de secuenciación y cobertura, ya que el número de secuencias 

por muestra y cobertura de cada OTU puede sesgar el análisis de comunidades. Para 

comparar las muestras con diferentes profundidades de secuenciación se estandarizó 

la cuenta de OTUs basado en la profundidad de secuenciación de dos maneras: 1) 

Abundancia relativa y 2) Rarefacción. 

La abundancia relativa convierte el número total de secuencias de cada muestra 

en 1 (100%) y todas las cuentas de OTUs se convierten en una fracción de 1 en cada 

muestra. La Rarefacción es un método que hace un submuestreo de las OTUs para la 

misma profundidad de secuenciación, para esto hay que hacer un nuevo objeto 

phyloseq que submuestra todas las OTUs de cada muestra. 

Tomando en cuenta que todas las OTUs son importantes para este estudio, se 

estimó la abundancia relativa. 
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VIII.2.5.1. Estimación de la abundancia relativa en las comunidades microbianas 

Se seleccionaron las OTUs más abundantes y después se graficó en barra la 

abundancia de éstos. Para ello el primer paso fue convertir el objeto phyloseq 

(data.phy) en un objeto de dos dimensiones, una tabla larga. Después se hizo una 

sumatoria de las abundancias por OTU en las muestras y se ordenaron de la OTU más 

abundante al menor para graficar los más abundantes. Ya seleccionadas las OTUs 

más abundantes se les extrajo con toda su información de la tabla larga que se generó 

del objeto phyloseq, se agruparon las OTUs para ver cuál fue la más abundante y 

también se mantuvo la información de Phylum. 

VIII.2.5.2. Análisis de componentes principales (PCA) 

Esta herramienta se empleó para comparar las abundancias entre grupos y para 

visualizar las correlaciones entre los datos y las diferencias entre los grupos. 

Comparando la estructura de la comunidad bacteriana de acuerdo con parámetros 

zootécnicos y la variación en las dietas evaluadas de los tratamientos. 

VIII.2.6. Análisis estadístico para las comunidades bacterianas 

Para conocer las diferencias entre los tratamientos se calculó la distancia de las 

comunidades y se determinaron los factores experimentales usando la PERMANOVA, 

la cual usa los OTUS estandarizados y se determinó el efecto de cada factor para 

calcular F, R2 y P-level.  
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VIII.3. RESULTADOS 

VIII.3.1. Resultados del cultivo de camarón con biofloc inducido más macroalga 

VIII.3.1.1. Calidad del agua 

Los parámetros fisicoquímicos obtenidos del experimento de Biofloc BFI y BFIM se 

manutvieron dentro de los rangos de tolerancia establecida para los cultivos de 

camarón como se indica en la tabla 10. El oxígeno disuelto, temperatura, pH y salinidad 

fueron semejantes entre ambos tratamientos (P>0.05), solo el pH del tratamiento con 

macroalgas presentó un valor poco menor a 7.8 no siendo significativo (Tabla 10). La 

salinidad se incrementó después de la tercera semana, por lo que se realizaron 

recambios de agua al 5% cada dos días para mantenerla en el rango de concentración 

adecuada. Los compuestos nitrogenados, se mantuvieron a las concentraciones más 

bajas de todos los experimentos realizados en esta investigación, sin embargo el BFIM 

presentó diferencia significativa en concentración de nitritos y nitratos (P<0.05) 

comparado con BFI, mientras que la concentración de amonio en ambos tratamientos 

fue semejante, (Tabla 10). 

VIII.3.1.2.  BAL y del género Vibrio en el cultivo con biofloc y macroalgas 

Los resultados de las cuentas viables del género Vibrio spp., en el biofloc del cultivo 

mostraron diferencia significativa entre los dos tratamientos en BFI 2.47 x102 UFC por 

mL-1 y en BFIM 1.20 x102 UFC por mL-1, mientras que las cuentas viables de intestinos 

del camarón mostraron en BFI 1.65 x102 UFC por intestino-1 y en BFIM 0.06 x102 UFC 

por Intestino-1. El tratamiento con la adición de las macroalgas mantuvo las más bajas 

concentraciones durante todo el experimento, mientras que en el BFI se registraron 

disminuciones después de la adición del probiótico en el agua (Figura 23). 

Las cuentas viables de BAL no mostraron diferencias significativas entre los dos 

tratamientos analizados ni en el biofloc ni en el intestino de los camarones, en BFI se 

contaron 1.06 x 103 UFC por mL-1 en el biofloc y 6.50 x 102 UFC por intestino-1 y en 

BFIM se contaron 1.00 x 103 UFC por mL-1 en el biofloc y 6.37 x 102 UFC por intestino-

1  de los camarones (Figura 23).  
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Tabla 10. Valores de calidad del agua de cultivos de P. vannamei en biofloc inducido 

con microalgas Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y probiótico 

L. fermentum TD9 (BFI) y más macroalgas Ulva y Gracilaria (BFIM), durante 60 días 

de cultivo. 

       BFI   BFIM 

Oxígeno disuelto (mgL-1) 6.26 ± 1.02 6.24 ± 1.18 

Temperatura °C 28.19 ± 2.01 28.19 ± 2.01 

Ph 7.8 ±0.18 7.68 ±0.15 

Salinidad 39.71±1.62 39.41±1.63 

Amonio (mgL-1) 0.14 ± .06 0.11 ± .01 

Nitritos (mgL-1) 0.16 ± 0.03a 0.09 ± 0.02b 

Nitratos (mgL-1) 6.65 ± 0.40a 5.41 ± 0.15b  

Valores promedio ± desviación estándar (SD). La ausencia de subíndices indica que no hay 

diferencia significativa entre los tratamientos (analysis paired comparison t-test). 
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Figura 23. Concentración de BAL y Vibrio spp., en agua con biofloc (a) y en intestino de 

camarón (b), en un cultivo de P. vannamei con biofloc inducido sin macroalga (BFI)   con 

macroalga (BFIM), durante seis semanas de cultivo.  
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VIII.3.1.3. Rendimiento en el cultivo de camarón blanco con biofloc inducido más 

macroalga 

El rendimiento en P. vannamei alimentado con o sin macroalgas además del alimento 

peletizado, mostró diferencias significativas favorables para el cultivo adicionado con 

las macroalgas, respecto a el peso final, a la tasa de crecimiento semanal, a la tasa de 

conversión alimenticia y al desempeño del cultivo (P<0.05) como se muestra en la 

Tabla 11. El tratamiento con macroalgas mostró mayor ganacia de peso desde la 

segunda semana, obteniendo un promedio de 6.7 g al finalizar el experimento mientras 

que en el cultivo sin macroalgas  se obtuvo un promedio final de 3.7 g como se muestra 

en la figura 24. 

 

Figura 24. Pesos promedio de P. vannamei cultivado en biofloc inducido con microalgas 

Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y probiótico L. fermentum, sin 

macroalgas  (BFI) y con macroalgas Ulva y Gracilaria (BFIM), durante 60 días de cultivo. 
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Tabla 11. Valores promedios del rendimiento de juveniles P. vannamei en cultivo con 

biofloc inducido con microalgas y probiótico, sin macroalgas (BFI) y con macroalgas 

(BFIM), durante seis semanas.  

 
 

 
BFI      BFIM  

Peso inicial (g)      0.8± 0.19       0.8±0.19  

Peso final (g) 4.42±0.21 b 7.5±0.22 a  

Tasa de crecimiento Especifico 

(%/días ) 
3.05 ±0.05 b        5.75±0.05 a   

 

Tasa de conversión alimenticia (%)      1.49±0.02      1.34±0.02  

Supervivencia (%) 90.00±1.02 b 94.27±3.64  

Tasa de crecimiento semanal  0.52±0.04 b 1.03±0.04 a  

Desempeño del cultivo 0.33±0.06 b  0.69±0.04 a  

 

Valores promedios ± desviación estándar (SD). La letra superíndice diferente en la fila indica 

una diferencia significativa entre los grupos de tratamientos; ANOVA de una vía, (P <0.05). 
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VIII.3.2. Observaciones de la alimentación del camarón blanco con macroalgas 

Observaciones realizadas durante treinta días a camarones puestos en peceras 

alimentados solo con macroalgas, indicaron 100% de sobrevivencia en ambos 

tratamientos. Los camarones mantuvieron una alimentación continúa teniendo un 

ligero cambio de coloración en tubo digestivo y urópodos de acuerdo a la macroalga 

administrada, verde con la Ulva sp. (Figura 25a) y café con Gracilaria sp. (Figura 25b), 

se observaron tractos digestivos llenos sin interrupción, lo cual se muestra con las 

líneas fecales (Figura 25c). Los camarones mostraron tener una buena aceptación de 

ambas macroalgas, mantuvieron condiciones saludables de acuerdo con las 

características morfológicas monitoreadas como intestinos llenos, estructuras como 

telson, musculo y antenas con coloración normal de acuerdo a Morales, 2008.  

 

 

Figura 25. Camarones P. vannamei alimentados solo con las macroalgas (a) Ulva sp., y (b) 

Gracilaria sp. (c) heces fecales desechadas constantemente. 
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VIII.3.3. Análisis metagenómico de intestinos de camarón cultivados con biofloc 

inducido por bacterias probióticas, microalgas y macroalgas  

 

VIII.3.3.1. Concentraciones de ADN metagenómico en Intestino de camarón  

Las 90 muestras de intestinos de camarón procesadas para la extracción de ADN 

metagenómico dieron concentraciones adecuadas. De éstas, se seleccionaron 40 

muestras, tomando como criterio la integridad, la pureza y la concentración que se 

muestra en la tabla 12.  Las muestras consideradas para su análisis metagenómico 

fueron las extraidas de los tratamientos que corresponden a los diferentes niveles de 

proteína y a la adición o no de macroalgas. 

Tabla 12. Concentración de ADN metagenomico en muestras de intestino de camarón 

de cultivos con biofloc inducido con microalgas y probioticos, con dietas de tres niveles 

de proteína CP25 muestra 11i- 20i, CP30 muestras 21i- 30i y CP35 muestras 31i-40i, 

adicionado con macroalga BFIM muestras 41i-45i y Control sin su adición BFI 

Muestras 41i- 50i. 

MUESTRA Tratamiento  Concentración 

ng/μL 

      

A260/A280 

Volumen 

(μL) 

11i CP25 100 1.44 20 

12i CP25 100 1.76 20 

13i CP25 86 1.66 20 

14i CP25 84 1.49 20 

15i CP25 100 1.81 20 

16i CP25 87 1.48 20 

17i CP25 68 1.5 20 

18i CP25 88 1.71 20 

19i CP25 86 1.54 20 

20i CP25 97 1.62 20 

21i CP30 100 1.68 20 

22i CP30 100 1.49 20 

23i CP30 100 1.86 20 
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24i CP30 100 1.5 20 

25i CP30 100 1.56 20 

26i CP30 100 1.87 20 

27i CP30 100 1.5 20 

28i CP30 100 1.63 20 

29i CP30 100 1.79 20 

30i CP30 100 1.72 20 

31i CP35 100 1.66 20 

32i CP35 100 1.83 20 

33i CP35 100 1.91 20 

34i CP35 100 1.92 20 

35i CP35 81 1.6 20 

36i CP35 100 1.54 20 

37i CP35 100 1.68 20 

38i CP35 100 1.64 20 

39i CP35 82 1.61 20 

40i CP35 100 1.59 20 

41i BFIM 100 1.86 20 

42i BFIM 100 1.86 20 

43i BFIM 93 1.63 20 

44i BFIM 100 1.59 20 

45i BFIM 59 1.51 20 

46i BFI 100                1.5 20 

47i BFI 80 1.68 20 

48i BFI 100 1.72 20 

49i BFI 100 1.62 20 

50i BFI 100 1.43 20 
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VIII.3.3.2.  Análisis Metagenómico en muestras de intestino de camarón 

Las muestras de ADN bacteriano de los intestinos de camarón blanco, de los diferentes 

tratamientos, secuenciadas, dieron lugar a una base de datos de secuencias del gen 

16S rRNA bacteriano con un tamaño de entre 250-280 pares de bases y con lecturas 

de (I-250-L280), el ensamblado (Data Base Project) relizado con un error máximo 

esperado ajustado de Q score mayor de 25, nos permitió seleccionar secuencias con 

calidad alta, agrupadas a 97% de similitud de secuencia por CD-HIT (4.6.1) de acuerdo 

con Fu et al.(2012) e identificar las unidades taxonómicas operaciones únicas (OTUs) 

y su abundancia en cada muestra.  

Despues de unir los tres objetos principales: tabla de OTUs, Taxa y metadatos en un 

solo objeto Phyloseq, el análisis realizado mostró los siguientes resultados. 

VIII.3.3.3 Cobertura y profundidad 

Los resultados del análisis de la profundidad de secuenciación y cobertura se observan 

en la Figura 26 A y B. En A) se muestra un histograma donde se observa la distribución 

de la profundidad de secuenciación de cada muestra, algunas muestras presentan un 

menor numero de secuencias y una baja frecuencia, de profundidad, la mayoría de las 

muestras obtuvieron ~17k de secuencias.  

Tomando en cuenta que la determinación de C esta basada en que tantas OTUs 

con solo una cuenta (singleton) hay en una muestra, y que por lo tanto cuando la 

profundidad de secuenciación es baja, puede dar una cobertura buena pero falsa, se 

graficó la cobertura contra profundidad de secuenciación, Figura 26 A y B. Para evitar 

un sesgo en el análisis de comunidades, debido al número de secuencias por muestra 

y cobertura de cada OTU, se emplearon para el análisis las muestras con secuencias 

mayores a 10 K y se excluyeron 4 muestras para obtener la mejor cobertura y/o mayor 

profundidad de secuenciación (Figura 26B). En esta figura se observa que las 

muestras consideradas para el análisis tienen igual cobertura y estan en el rango de 

profundidad aceptable.  
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A) 

 

B) 

 

Figura 26. Cobertura vs profundidad de secuenciación, A) Distribución de la profundidad de 

secuenciación de cada muestra. B) Rango de cobertura y profundidad de las muestras 

aceptables para el análisis. 
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VIII.3.3.4.  Composición de la comunidad bacteriana del intestino de camarón en 

cultivo hiperintensivo con biofloc 

Los resultados de las 40 muestras de intestino de camarón analizadas, mostraron una 

representación de 17 phylum: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Candidatus Saccharibacteria, Chlamydiae, Chloroflexi, Cyanobactrias/Cloroplast, 

Euryarchaeota, Firmicutes, Fusobacteria, Latescibacteria, Planctomycetes, 

Proteobacteria, Tenericuites, y Verrucomicrobia, los cuales fueron considerados  para 

el analisis metagenómico por presentar la mejor covertura y profundidad, Figura 27.  

 

 

Figura 27. Secuencias de OTUS obtenidos > a 10000 K en las muestras analizadas, 

mostrando 17 phylum. 

Como se observa en la figura 27, el phylum mayormente representado en todas las 

muestras, es Proteobacteria, seguido de Bacteroidetes y Actinobacteria. Es importante 

hacer notar la presencia de Cyanobacteria que es una de las procariotas mas diversas 

y ampliamente distribuidas, ocupando muchos nichos con habitats terrestres, 

planctónico y bénticos. Tienen una amplia heterogeneidad, pueden ser fotosintéticas 

o no, de vida libre, simbióticas, tóxicas y predadoras, etc. 
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Planctomycetes, phylum al que pertenece la familia planctomycetes, que son bacterias 

anaeróbicas autótrofas que pueden oxidar amonio a dinitrógeno sin oxigeno y juegan 

una parte importante en el ciclo global de nitrógeno. Firmicutes es un phylum que 

representa la porción más grande del microbioma de tracto gastrointestinal de 

humanos y ratones y ahora sabemos esta presente en camarones.  
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VIII.3.3.5.  Efecto de la variación de la concentración de proteína de la dieta en la 

comunidad bacteriana intestinal de camarón cultivado con biofloc 

Las comunidades bacterianas que habitan el intestino de camarones cultivados en un 

sistema con biofloc inducido con microalgas y probiótico, y alimenados con dietas de 

diferente concentración de proteína, variaron en abundancia, Figura 28. Una mayor 

abundancia se observó en el intestino de camarones del tratamiento CP25, y a medida 

que aumentó la concentración de proteína (CP35), la abundancia de bacterias 

encontradas en los intestinos de los camarones disminuyó. El analisis también revelo 

que la comunidad bacteriana intestinal asociada a las dietas de CP25 y CP30 presentó 

más similitud entre estas por las cantidades de las secuencias de los OTUs, que la 

comunidad bacteriana de CP35 como lo muestra la Figura 28, las diferencias son 

descritas con las abundancias relativas que se indican acontinuación. 

 

Figura 28. Abundancia de OTUs en los intestinos de camarón P. Vannamei alimentado con 

biofloc inducido con microalgas; Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y 

probiótico L. fermentum TD9 (BFI) bajo tres tratamientos con diferente concentración de 

proteína 25%, 30% y 35%. 
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VIII.3.3.6. Abundancia relativa 

El phylum Proteobacteria fue el más abundante con 50.83% y se presentó en el 

tratamiento CP25. Le siguiò con 48.45% el tratamiento CP30 y con 50.73% en CP35. 

Actinobacteria fue el segundo phylum en abundancia en los tres tratamientos, el 

19.10% en CP25, 21.47% en CP30 y 21.46% en CP35. Bacteroidetes fue el tercer 

grupo más abundante también, en los tres tratamientos, en CP25 la abundancia fue 

de 15.62%, en CP30 de 12.36%, mientras que en CP35 fue de 10.62%. Cloroflexi fue 

el cuarto grupo más abundante con 4.61% y 6.76% en CP25 y CP30 respectivamente, 

mientras que en el CP35 el cuarto grupo más abundante con 5.81% fue 

Cyanobacteria/Cloroflexi, este mismo phylum se presentò en el quinto lugar más 

abundante en CP25 y CP30 en un 2.32% y 4.66% respectivamente. Plactomicetes es 

el séptimo phylum en CP25 CP30 y CP35 avarcando el 2.32%, 4.66% y 3.79% 

respectivamente. Verrucomicrobia es un sexto phylum en abundancia en CP25 y CP30 

con 2.05% y 2.35%, mientras que en CP35 el valor fue de 0.98%. Los resultados en 

los menores porcentajes esta Firmicutes con valores de 0.53%, 0.19% y 0.31% en 

CP25, CP30 y CP35 respectivamente. En los tres tratamientos se encuentran los 

menores porcentajes de Chlamidiae > a 0.17%, Candidatus > a 0.07%, y 

Fusobacterias > 0.002% (Figura 29). 
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Figura 29. Abundancia relativa de las OTUs, en camarón P. Vannamei cultivados en biofloc 

inducido con microalgas; Schizochytrium sp., Grammatophora sp., y Navicula sp., y el 

probiótico L. fermentum TD9. Siendo CP la variación de concentración de proteína 25%, 

30% y 35% en la dieta.  
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VIII.3.3.7. Comunidades bacterianas con respecto a los parámetros zootécnicos 

Los resultados del análisis estadìstico al comparar las comunidades bacterianas que 

habitan el intestino de los camarones en los tratamientos evaluados, mostraron 

diferencias con respecto a las CP, nitratos, peso final, pH, y salinidad, la diferencia fue 

significativa entre los tres grupos con p< 0.01 (Tabla 13). 

Tabla 13. Valores de P-leven obtenidos al comparar las comunidades bacterianas de 

los tres tratamientos CP25, CP30 y CP35, con respecto a los factores evaluados. 

Factor evaluado  Pr(>F)  

Proteína  0.0004***  

Amonio  0.0009 ***  

Nitritos  0.1362   

Nitratos  0.0128 *  

Peso  0.0008 ***  

Biofloc  0.0722  

pH  0.0009***  

Salinidad  0.0011**  

Temperatura  0.1551  

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 
El Análisis de componentes principales (PCoA) mostro la agrupación de las 

comunidades bacterianas del intestino de los camarones dentro de cada tratamiento y 

su interacción entre tratamientos. El análisis sugiere una mayor cercania entre las 

comunidades pertenecientes a los tratamientos CP25 y CP30 con respecto al eje X 

que corresponde a la componente principal 1(PC1). La matriz de similitud obtenida de 

las muestras por PCoA fue con PC1= 24.2% y  para la componente principal 2 (PC2)= 

12.8%, el análisis indica una mayor separación de los grupos en el eje X y un mayor 

traslape entre las muestras de las comunidades bacterianas en el eje Y 

correspondiente al PC2. Las muestras de cada grupo se agruparon más cerca que los 

intergrupales, teniendo CP25 y CP30 más cercanos que CP35. Las muestras 

pertenecientes al tratamiento PC35 se encuentra más alejadas, incluso en el cuadrante 

opuesto en relación con el CP25, siendo más diferente cuando se evaluaron con 

respecto a la concentración de proteína, amonio y pH (Figuras 30, 31 y 32). Los 

resultados obtenidos con respecto al parámetro peso final también se observó un 
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traslape entre los tratamientos, aunque tienen pesos mas similares CP30 y CP35, 

como se muestra en la Figura 33. 

 

 

Figura 30. Análisis de componentes principales (PCoA) de la interacción entre comunidades 

bacterianas de intestino de camarón P. vannamei cultivados en biofloc con respecto al 

tratamiento. CP25 (muestras Ip_0, 1,10-17) y CP30 (muestras Ip_2,18-26) presentaron 

mayor cercania que CP35 (muestras Ip_3, 27-35). 

 

Figura 31. Análisis de componentes principales (PCoA) de la interacción entre comunidades 

bacterianas de intestino de camarón P. vannamei cultivados en biofloc con respecto a su 

concentración de amonio. CP25 (muestras Ip_0,1, 10-17) y CP30 (muestras Ip_2,18-26) 

mostraron mayor cercania que CP35 (muestras Ip_3,27-35). 
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Figura 32. Análisis de componentes principales (PCoA) de la interacción entre comunidades 

bacterianas de intestino de camarón P. vannamei cultivados en biofloc con respecto a su 

pH. CP25 (muestras Ip_0, 1, 10-17), CP30 (muestras Ip_2,18-26) y CP35 (muestras 

Ip_3,27-35).  

 

Figura 33. Análisis de componentes principales (PCoA) de la interacción entre comunidades 

bacterianas de intestino de camarón P. vannamei cultivados en biofloc con respecto a su 

peso. CP25 (muestras Ip_0, 1,10-17), CP30 (muestras Ip_2,18-26) y CP35 (muestras 

Ip_3,27-35). 
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VIII.3.3.8.  Efecto de la adición de macroalga en la comunidad bacteriana 

intestinal de camarón cultivado con biofloc 

 

Los resultados mostraron que la abundancia de OTUs en los phylum dominantes del 

intestino de camarón cultivado con sistema de biofloc inducido fueron mas abundantes 

en el tratamiento con la adición de las macroalgas que en el tratamiento sin adición, 

Figura 34, ambos tratamientos muestran diferencias significativas en ciertos phylum 

de sus comunidades bacterianas como se muestra en la tabla 14 y anexo 10 de las 

tablas de los resultados de las pruebas de Tukey. 

 

 

Figura 34. Abundancia de las OTUs en las comunidades bacterianas de camarón P. 

Vannamei alimentado con biofloc inducido con microalgas y probioticos (BFI) y biofloc 

inducido más las macroalgas Ulva spp y Gracilaria spp (BFIM).  
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Tabla 14. Phylum en las comunidades bacterianas del intestino de camarón cultivado 

en un sistema con biofloc inducido con microalgas; Schizochytrium sp., 

Grammatophora sp., y Navicula sp., y el probiótico L. fermentum TD9 (BFI) y más 

macroalgas Ulva y Gracilaria (BFIM) que mostraron diferencia significativa al comparar 

los tratamientos. 

  Pr(>F)  

 Acidobacteria  0.0000  

 Chlamydiae  0.0000838 ***  

Cyanobacteria/Chloroplast  6.93E-06 ***  

Euryarchaeota 
 

 2.20E-16 ***  

 Firmicutes  2.20E-156 **  

 Latescibacteria 

 Planctomycetes 

Tenericutes 

Verucomicrobia 
 

 1.180595 -e7** 

0.0038451 

2.254*** 

0.007545** 
 

 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

VIII.3.3.9. Abundancia relativa 

El phylum Proteobacteria fue el más abundante, con respecto a los demás phylum,  

representó una abundancia relativa de 39.94% en el tratamiento BFI y de 46.54 % en 

BFIM. Mientras que los phylum Actinobacteria con un 9.8% en BFI y 25.4% en BFIM. 

Bacteroidetes presentaron una abundancia relativa de 18.8% en BFI y 11.4% en BFIM. 

Otros seis phylum se posicionaron en las mayores abundancias relativas entre 

el 10% y 1%, solo en el tratamiento BFI Cyanobacteria/Chloreflexi 17.7%, ya que  

Unclassified Bacteria fue de 4.10%, Plactomycetes 3.9% y Cloreflexi 2.1%, Firmicute 

1.95% Verrumicrobia 0.57%, mientras que en el BFIM se encontraron, 

Cyanobacteria/Chloreflexi en menor cantidad con 1.4%, plactomycetes 6.5%, 

Chloreflexi 4.5% y Verrumicrobia 1.9%. Los mínimos en ambos tratamientos con 

valores > a 0.1% fueron Tenericutes, Latescibacteria y para Fusobacterias > a 0.002% 

(Figura 35). 
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Figura 35. Abundancia relativa de las comunidades bacterianas del intestino de  camarones 

P. Vannamei cultivados con biofloc inducido con microalgas; Schizochytrium sp., 

Grammatophora sp., y Navicula sp., y el probiótico L. fermentum TD9 (BFI) y con el biofloc 

inducido más macroalgas (BFIM).  
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VIII.3.3.10. Análisis de las comunidades bacterianas con respecto a los 

parámetros zootécnicos de los tratamientos adicionados o no con macroalgas 

El análisis de las comunidades bacterianas de los intestinos de camarones de los 

tratamientos con o sin macroalgas mostró diferencias significativas con respecto a las 

concentraciones de nitritos, nitratos, amonio, peso y adición de macroalga. Las 

comunidades bacterianas variaron con respecto a los parámetros mencionados, con 

diferencia significativa entre los dos tratamientos con p< 0.05 (Tabla 15). 

Tabla 15. Valores de P-leven al comparar las comunidades bacterianas de un cultivo 

con biofloc y macroalga y otro sin macroalga, con diferencia significativa p< 0.05. 

  Pr(>F)  

Amonio  0.0180 *  

Nitratos  0.0176 *  

Nitritos  0.0155 *  

pH  0.0150 *  

Peso  0.0134 *  
Biofloc  0.0180 *  
Macroalga  0.0172 *  
    

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

La separación de estos dos grupos se muestra en el análisis de componentes 

principales (PCoA), donde las comunidades bacterianas del intestino de camarón 

están diferenciadas, lo cual indica que existe una mayor similitud dentro de cada 

tratamiento en los diferentes parámetros evaluados como se muestra en las Figuras 

36 y 37. Asi mismo se observaron bien diferenciadas las comunidades de los dos 

tratamientos. Los resultados de este análisis mostraron mayor diferencia que el 

análisis realizado al comparar los tratamientos con las tres concentraciones de 

proteína. La Matriz de similitud obtenida de las muestras de los dos tratamientos BFI 

y BFIM por PCoA fue para la componente principal 1 (PC1) = 74.5% que es mayor a 

la componente principal 2 (PC2) = 9.1%, por lo tanto el análisis indica una mayor 

separación de los grupos de las muestras de las comunidades microbianas en el eje 

X de 74.5%. Estos resultados indican que, al adicionar la macroalga en el cultivo de 

camarón blanco, obtenemos diferencias en sus comunidades microbianas del intestino 
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de 74.5% (Figura 36), ademas también lo podemos explicar respecto al peso que es 

diferente entre ambos tratamientos Figura 37.  

 

Figura 36. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas de 

intestino de camarón P. vannamei cultivados en biofloc respecto a su concentración de 

macroalga. BFI sin macroalgas (muestras Ip_5, 40-43) y BFIM con macroalgas (muestras 

Ip_4, 36-39).  

 

Figura 37. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas de 

intestino de P. vannamei cultivados en biofloc respecto al peso obtenido. BFI sin macroalgas 

(muestras Ip_5,40- 43) y BFIM con macroalgas (muestras Ip_4, 36-39). 
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Es importante hacer notar que el tratamiento con la adición de la macroalga 

mostró diferencias claras con respecto al tratamiento CP25, el cual empleo el mismo 

nivel de proteína, pero con la diferencia de ser un cultivo de mayor volumen. Los 

resultados de PCoA sugieren una mayor similitud entre las comunidades bacterianas 

de los camarones de BFIM y CP25, donde ambos experimentos tuvieron los mejores 

crecimientos. Al incluir CP25 en el análisis tenemos una matriz de similitud de las 

muestras en la componente principal 1(CP1) = 61.1, en este eje X, el tratamiento con 

macroalgas BFIM y CP25 estas en un extremo opuesto al tratamiento sin macroalgas 

BFI. Aunque BFIM Y CP25 son similres con respecto a PC1 su variablidad se puede 

separar en dos tratamientos con las componentes principales 2(CP) que solo explica 

un 9.8% como se observa en las Figuras 38, 39 y 40 que corresponde a las 

agrupaciones respeto a macroalga, biofloc y peso. 

 

 

Figura 38. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas de 

intestino de P. vannamei cultivados en biofloc respecto a la concentración de macroalga 

agregada. CP25 (muestras Ip_0, 1,10-17), BFI sin macroalgas (muestras Ip_5, 40-43)  y 

BFIM con macroalgas (muestras Ip_4, 36-39). 
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Figura 39. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas de 

intestino de P. vannamei cultivados en biofloc respecto a a la concentración del volumen de 

Biofloc. CP25 (muestras Ip_0, 1, 10-17), BFI sin macroalgas (muestras Ip_5, 40-43)  y BFIM 

con macroalgas (muestras Ip_4, 36-39). 

 

Figura 40. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas de 

intestino de P. vannamei cultivados en biofloc respecto a a los pesos del camarón. CP25 

(muestras Ip_0, 1, 10-17), BFI sin macroalgas (muestras Ip_5, 40-43) y BFIM con 

macroalgas (muestras Ip_4, 36-39). 
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VIII. 4. DISCUSIÓN 

VIII. 4. 1. Benéficos de la adición de macroalgas al biofloc inducido 

En esta investigación, se muestran los beneficios que aportan las macroalgas al biofloc 

inducido por obtener mejores parámetros zootécnicos. Es conocido que las algas 

marinas son importantes en el mantenimiento y la expansión de la acuicultura marina 

sostenible (Chopin et al., 2001 y Neori, 2008). Las macroalgas son incorporadas en 

cultivos de camarón por mejorar la calidad nutricional (Brito et al., 2014a y Wong et al., 

2000). En el caso del grupo de clorofitas, como la Ulva adicionada en este estudio, 

existe información que sugiere la adición de Ulva clathrata, la cual mantiene la calidad 

del agua con bajas concentraciones de amonio y fosfatos en cultivos con diferentes 

densidades de camarón (Peña-Rodríguez et al., 2017) con lo cual puede reducir el 

recambio de agua a un 10%. Los resultados obtenidos en todos los tratamientos con 

biofloc inducido estan de acuerdo con este reporte, sin embargo, los mejores 

resultados se obtuvieron en los cultivos adicionados con macroalgas. Anteriormente 

se describieron los beneficios del sistema de cultivo con el biofloc inducido con 

microalgas y probiotico donde se destaca el mantenimiento de las concentraciones de 

los compuestos nitrogenados adecuadas, ahora mencionamos que la adición de las 

macroalgas mejora dicha calidad del agua relacionada con la concentración de 

compuestos nitrogenados. 

En este último experimento se pudo no realizar recambios de agua con este 

sistema de biofloc inducido mas macroalgas, porque los compuestos nitrogenados no 

alcanzaron los niveles tóxicos (Cobo, 2014 y Chang, 2015), los recambios de agua se 

realizaron al 5%, tomando en cuenta la evaporación e incremento de la salinidad. El 

tratamiento BFIM obtuvo los valores mas bajos de amonio, nitrito y nitratos, lo cual 

sugiere que las macroalgas tienen un papel importante en la limpieza de materia 

orgánica del agua como ha sido descrito (Samocha et al., 2015). En esta investigación 

se adicionaron juntas las macroalgas Ulva y Gracilaria, y no se evaluaron por separado 

para conocer cual macroalga ayuda en la calidad del agua para mantener bajos los 

valores de los compuestos nitrogenados. Sin embargo, en una investigación alterna 

realizada (Ruiz Cortés, 2019), se evaluó el sistema hiperintensivo de camarón blanco 

con la adición de diferentes cantidades y especies de macroalgas y se reportó que los 
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niveles más bajos de amonio durante todo el experimento fueron para un tratamiento 

con las macroalgas U. lactuca y U. clathrata, lo cual sugiere que las Ulvas agregadas 

en nuestro experimento tienen esta principal función en comparación con Gracilaria.  

Resultados obtenidos en un estudio donde implementaron 28 días de 

experimento con P. vannamei en un biofloc y evaluaron la adición de Gracilaria birdiae 

y Gracilaria domingensis en cultivos de 425 camarones m3, adicionando 2 Kg m3 de 

Gracilaria (Brito et al., 2014a), mostraron buen crecimiento del camarón y  

concentraciones adecuadas de amonio, nitritos y nitratos (0.10, 0.5 y 1.64  mL-1), las 

cuales son semejantes a las obtenidas en esta investigación, sin embargo ellos 

mantuvieron mortalidades por partículas suspendidas que afectaron la respiración en 

branquias de los camarones y en nuestro caso no se observó esta mortalidad, ya que 

el biofloc propuesto BFIM incluyo además de Gracilaria spp, Ulva spp, esta última, 

sugerida como un biofiltro (Neori et al.,1991). Macroalgas Ulvales que son de 

importancia en esta investigación, tienen alta tolerancia y afinidad a la absorción de 

amonio (Lehnberg y Schramm, 1984), su morfología proporciona área superficial al 

volumen y  tejido fotosintético a la estructura; (Littler y Littler 1980) y presenta altas 

tasas de crecimiento específico. El uso de Ulva lactuca en sistemas biológicos redujo 

los sólidos totales suspendidos en un 12.9% (Brito et al., 2014b). Ulva clathrata fue 

altamente eficiente en la eliminación de los principales nutrientes inorgánicos, 

eliminando 70-82% del nitrógeno de amonio total TAN en 15 h, lo cual ayudó en el 

crecimiento del fitoplancton y la asimilación de residuos por las bacterias (Copertino et 

al., 2009). En esta investigación, el género Ulva no solo sirvió como biofiltro sino 

además proporcionó nutrientes importantes para el camarón y para la comunidad 

microbiana del biofloc. Estudios previos realizados con estas macroalgas de la región 

en cultivos hiperintensivos con biofloc, señalaron su calidad nutritiva y el nivel de 

proteína con el valor más alto de U. clathrata 16.67%, seguida de U. Lactuca 5.63%, 

Gracilaria 6.33% y U. intestinalis 3.14% (Ruiz Cortés, 2019). Lo anterior sugiere que 

las macroalgas Ulvales además de asimilar residuos inorgánicos, proporcionan 

nutrientes y de acuerdo a los resultados en esta investigación se mejoró la 

sobrevivencia, crecimiento, y FCA en BFIM, si bien no se realizaron análisis 

bromatológicos del biofloc inducido con macroalgas, en el estudio de Ruiz Cortés, 



BFT mejorado por bacterias, microalgas y macroalgas para el Cultivo de Penaeus vannamei 

 

167 
 

2019,  que incluye las macroalgas evaluadas en esta investigación muestra que 

aportan un 29.19%  de proteína al adicionar el 2% de macroalgas de acuerdo al peso 

del camarón, dato similar al empleado en este estudio. 

La adición de las macroalgas se ha estudiado ampliamente y se han señalado 

los benéficos que le proporciona a la acuacultura, sin embargo, se han encontrado 

pocos estudios que describan a profundidad su participación en el mejoramiento o 

selección de la microbiota del cultivo, la cual es de gran interés en estudios para la 

acuacultura (Martínez-Cordoba, 2017). Es importante contar con comunidades de 

bacterias productoras de sustancias importantes o por intervenir en los procesos para 

mantener un biofloc ideal con mayor número de bacterias benéficas al sistema. 

Referente al grupo de bacterias no benéficas, los resultados obtenidos en esta 

investigación sugieren que bajas concentraciones del genero Vibrio spp. no perjudica 

al cultivo. El tratamiento BFI que no incluye macroalgas, pero si probiótico muestra 

como su adición puede bajar la concentración del Vibrio, pero el BFIM mantuvo 

durante todo el cultivo baja y constante la concentración de esta bacteria en el agua 

del biofloc, desde los primeros días de cultivo.  Esta baja concentración de Vibrio en 

BFIM, se puede atribuir a Gracilaria que tiene antecedentes por generar sustancias 

antimicrobianas, (Samocha et al., 2015), lo cual sugiere que el BFIM tiene las mejores 

características deseables con mínimas bacterias patógenas al incorporar la macroalga 

Gracilaria. Un estudio donde se incorporó de 2.5 y 5 kg de peso húmedo m3 de algas 

redujo las densidades de Vibrio en un 54 a 83% (Brito et al., 2016). Los componentes 

bioactivos producidos por algas como son los b-glucanos, carotenoides, tocoferoles, 

polifenoles y polisacáridos promueven la bioactividad contra Vibrio (Peso-Echarri et al., 

2012 y Silva et al., 2013). Los resultados del análisis microbiológico del agua de biofloc 

del cultivo de camarón, reportados como UFC/ml, confirmaron que la presencia de 

macroalgas confiere una ventaja al cultivo, la seguridad sanitaria y una mejor 

sobrevivencia. El contabilizar baja concentración de Vibrio durante todo el experimento 

nos permite sugerir que el cultivo con biofloc inducido y con macroalgas excluye al 

género Vibrio en general que incluye las especies V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. 

alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus y V. splendidus, las cuales son peligrosas y 
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causan mortalidad. Cuando llegan a encontrarse en altas concentraciones colonizan 

el hepatopáncreas del camarón, lo que puede dar como resultado un bajo crecimiento 

y una FCR más alto, porque el camarón consume más alimento y presenta un 

comportamiento modificado u otra respuesta fisiológica (Helena et al., 2009), o incluso 

una alta mortalidad, en esta investigación se observó el caso contrario, un alto 

crecimiento en BFIM desde la primer semana de la adición de la macroalga. 

Estudios en inclusión de alimentos balanceados con estas mismas macroalgas 

no indicaron los mejores resultados en crecimiento (Rodríguez -González et al., 2014) 

como los obtenidos en este estudio. Gracilaria y Ulva son dos algas dominantes en la 

bahía del Golfo de California (Piñon-Gimate et al., 2008), y se han considerado 

candidatas de forma natural para ayudar en la homeostasis  de la salud del camarón, 

pero faltan estudios que ayuden a comprender como contribuyen estas macroalgas 

incorporadas al cultivo en la selección de microorganismos que mejoren la calidad del 

agua, a la eliminación de patógenos y como fuente de nutrientes importantes para el 

biofloc, se conoce que la adición de macroalgas pueden afectar la riqueza por ejemplo 

del fitoplancton (Brito et al., 2014a), pero no de comunidades bacterianas,  por lo cual 

en esta investigación se describen  las comunidades bacterianas del intestino de 

camarones cultivados  con biofloc inducido y con las dietas que incluyen la variación 

de concentración de proteína y con la adición de macroalgas. 
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VIII.4.2. Efecto de la dieta con diferente concentración de proteína en la 

comunidad bacteriana intestinal de camarón cultivado con biofloc 

Actualmente se conoce la importancia del cultivo de camarón blanco con sistema de 

biofloc, pero poco se conoce sobre la taxonomia de las comunidades microbianas y 

más específico las bacterianas que estan presentes y los cambios que tienen al variar 

su alimentación. En los sistemas hiperintensivos, debido a las densidades altas de 

camarones, los alimentos administrados ricos en proteínas pueden acumularse 

teniendo efectos no favorables debido a la acumulación de materia orgánica y a un 

descontrol en la calidad del agua y con un impacto negativo en la estabilidad de la 

microbiota ambiental, causando estrés al camarón (Zhang et al., 2014a). Además, se 

conoce que el metabolismo del nitrógeno, esto es, el origen, acción y destino de los 

compuestos nitrogenados es una precondición y una consecuencia de la nutrición, 

crecimiento, desarrollo, flujo de energía y ajustes fisiológicos de variables endógenas 

y exógenas (Rosas et al., 2000). 

Las proteínas juegan un papel importante en los sistemas de cultivo del 

camarón. Se ha indicado la importancia de las proteínas en el biofloc inducido y su 

aporte, además de los cambios que ocasiona en la calidad del agua, se demostró que, 

al incrementar la CP del alimento comercial, los compuestos nitrogenados (amonio) se 

incrementan. Las proteínas residuales en el biofloc inducido deben ser estudiadas con 

respecto a las comunidades bacterianas, tomando en cuenta que el alimento es 

transcendental para muchos procesos fisiológicos (Maldonado et al., 2011). En esta 

investigación, como fue descrito en el capítulo dos, el tratamiento CP35, causó un 

efecto desfavorable en el crecimiento del camarón, resultados similares a los de esta 

investigación fueron reportados en porcentajes de 32% pero sugieren el 48% de 

proteina en sistemas sin el empleo de biofloc (Colvin y Brand 1977), en este estudio 

se sugiere el 25% mas el aporte de proteína del biofloc. En este capítulo analizamos 

como estos desechos proteícos, influyen en la comunidad bacteriana. La comunidad 

bacteriana esta compuesta por diferentes phylums, donde hay familias o géneros de 

bacterias que pueden ser benéficos en el sistema de biofloc, como biomasa microbiana 

que puede ser consumida por microorganismos eucariotas que se encuentran en el 
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biofloc, y estos finalmente son consumidos por los animales cultivados (Wasielesky et 

al., 2006; Xu y Pan, 2014). 

El biofloc aporta nutrientes con proteína de calidad (Khatoon et al., 2016 y Mohd, 

Yunos., et al 2017), su comunidad bacteriana puede variar dependiendo del porcentaje 

de proteína en la dieta y de la abundancia de microorganismos en el biofloc. Una 

adecuada comunidad bacteriana generadora de metabolitos ayuda a la mejor 

absorción de nutrientes (Qiao et al., 2016 y Xiong et al., 2016).  

Las comunidades bacterianas del intestino de P. vannamei variaron respecto a 

las dietas,y al biofloc inducido con microalgas y probiótico, en todos los tratamientos 

mostraron una mayor dominancia los phylum Proteobacterias de 39.94% a 50.83 %, 

seguidos de Actinobacterias de 10% a un 25% y Bacteroidetes  de 10% a un 15%, lo 

cual sugiere camarones sanos para todos los tratamientos analizados, de acuerdo a 

reportes previos en camarones sanos y enfermos, donde sugieren que los camarones 

enfermos contenían estos phylum bacterianos en bajos porcentajes ( D.M. Zhang et 

al., 2014a; Huang et al., 2014 y Zhen et al., 2016), también estos estudios encontraron 

los phylum Proteobacterias y Bacteroidetes en los camarones sanos en diferentes 

etapas de su crecimiento, con variación en su abundancia relativa, por lo general 

cercano a un 50% y en los camarones enfermos valores menores a un 10% de estos 

phylum bacterianos. Lo cual es congruente con el presente estudio realizado y con los 

resultados del CP25. 

Proteobacteria fue el phylum más abundante encontrado en el sistema de 

biofloc inducido con microalgas y bacterias probióticas en los tratamientos con el 

CP25, CP30 y CP35. Es clara su presencia en ambientes marinos con abundancias 

naturales en océanos que constituyen el 79% de la biomasa bacteriana (Battistuzzi 

and Hedges, 2008), también han sido descritas en ambientes acuícolas marinos para 

biofloc con importancia para la generación del biofilm en cultivos de camarón 

(Martínez-Córdova et al., 2015 y Martínez-Córdova et al., 2016). En este estudio las 

muestras se analizaron cuando el biofloc estaba maduro, al finalizar el experimento y 

sucedieron procesos semejantes a los que se describen en la activación de lodos por 

que juegan un rol en procesos complejos del ciclo del carbono, nitrógeno y el azufre 
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en los ecosistemas acuáticos (Klase et al., 2019; Zhang et al 2015). Los resultados 

obtenidos de calidad del agua, sugieren porcentajes cercanos al 50% del phylum 

Proteobacteria, también ha sido descrito este phylum en cultivos de camarón con la 

adición de probiótico en un rango de 49 a 53 % (Huerta- Rabago et al., 2019). En este 

biofloc inducido con microalgas y probiótico la representación de este phylum fue de 

47 a 52 %, el cual puede estar desempeñando actividades metabólicas y estar 

interviniendo en el ciclo de nutrientes y mineralización de compuestos orgánicos 

(Kersters et al., 2006).  

Proteobacteria es uno de los phylum mas ampliamente estudiado, es extenso y 

complejo, contiene alrededor de 1300 especies en 384 géneros. Todas están 

relacionadas desde el punto de vista filogenético, pero son muy variables en cuanto a 

morfología, fisiología y modo de vida. 

Son Gram negativos y están representados todos los tipos nutricionales 

principales: Fotótrofos, Heterótrofos y Quimiolitotrofos. Incluye muchas especies 

patógenas. Este phylum se divide en cinco grupos en función de las secuencias del 

RNAr, y preferencias nutricionales, que son: Alfa Proteobacteria, incluye la mayoría de 

formas oligotróficas. Beta Proteobacterias, especies que suelen utilizar sustancias 

procedentes de la descomposición orgánica anaerobia. Gamma Proteobacterias, 

grupo amplio y complejo de quimiorganotrofos, anaerobios facultativos y 

fermentadores; también especies aerobias, fotosintéticas y oxidadoras del Azufre. 

Delta Proteobacteria, contiene especies depredadoras, formadoras de cuerpos 

fructificantes, anaerobias, etc. Epsilon Proteobacteria, son las menos numerosas, y a 

este grupo pertenecen Campylobacter y Helicobacter. 

Por la importancia de este phylum, se sugiere un estudio más profundo para 

conocer los géneros de bacterias que contribuyen a la eliminación de bacterias 

patógenas para utilizarlas en el mejoramiento de cultivos. También es importante 

identificar grupos de bacterias que muestren algún efecto positivo en el cultivo del 

camarón, y bacterias patógenas, como bacterias que pertenecen a este Phylum, 

Pseudomonas MCCB 102 y MCCB 103 que produjeron resistencia a V. harveyi en 

Penaeus monodon (Pai et al., 2010), este grupo de Proteobacterias son benéficas y 
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se encuentran en camarones sanos (Zhen et al., 2016). En particular, el grupo de las 

beta Proteobacterias en las que se incluye el género Nitrosomonas, y alfa 

Protobacterias donde se incluye el genero Nitrobacter son también importantes porque 

aseguran el mejor manejo de compuestos nitrogenados, ya que son bacterias 

quimiolitrotoficas que oxidan el amonio a nitritos y nitratos. 

El phylum Actinobacteria es el segundo grupo en abundancia en los resultados 

obtenidos, y es de esperar su alta concentración, ya que este grupo de bacterias gram 

positivas son de ambientes terrestres y acuáticos (Servin et al., 2007), se obtuvieron 

los mayores porcentajes en abundancia relativa en los tratamientos CP30 y CP35 con 

21.5%, mientras que en CP25 fue el tercer grupo con el 19 % de abundancia relativa. 

Las Actinobacterias tienden a ser dominantemente degradadoras de glucosa en 

anaerobiosis (Ito et al., 2012), y es importante mencionar la variación en la cantidad 

de melaza administrada a cada tratamiento tomando en cuenta la proporción de C:N, 

en teoría el tratamiento CP35 contiene más melaza y por lo tanto lo relacionamos con 

una mayor abundancia de Actinobacterias en los intestinos de los camarones donde 

se llava a cabo la degradación  de nutrientes en condiciones anaerobicas para 

mantener su homeostasis (Binda et al., 2018).  

Miembros del phylum Bacteroidetes ha colonizado virtualmente todo tipo de 

habitats en el planeta. Estan entre los grupos mas representados de la microbiota de 

animales, especialmente en el tracto gastrointestinal, pueden actuar como patógenos 

y frecuentemente son encontrados en suelo, acéanos y en agua fresca. Este phylum 

se especializa en la degradación de materia orgánica de alto peso molecular, como 

proteínas y carbohidratos (Thomas et al., 2011). Es descrito por ser dominante en los 

cultivos de camarón (Lee et al., 2016 y Huerta- Rabago et al., 2019) y se ha encontrado 

en sistemas donde puede colonizar sobre partículas microscópicas de materia 

orgánica (Woebken et al., 2007), en el intestino de camarones se encontró en mayor 

proporción en CP25 con 15.62% y en CP30 con 12.36% de abundancia relativa, estos 

resultados podrían estar relacionados con los volúmenes del biofloc obtenido al 

momento del muestreo que fue de 13.46 mL L-1 en CP25, 13.33 mL L-1  en CP30 y 

12.86 mL L-1  en CP35, una mayor proporción de volumen de biofloc proporciona mayor 
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espacio disponible para colonizar y degradar la materia orgánica proporcionando 

beneficos en la calidad del agua de CP25, mientras que  el CP35 obtuvo un 10.62% 

de abundancia relativa de Bacteroidetes, con la menor cantidad de volumen, y también 

diferencias en las concentraciones de compuestos nitrogenado, con lo que este grupo 

esta presente también en relación a las características fisicoquímicas del biofloc 

inducido o las condiciones de un microambiente de partículas que favorecen su 

presencia (Huerta- Rabago et al., 2019) .  

Estudios indican que en la microbiota de organismos obesos la relación 

Firmicutes/Bcteroidetes aumenta y que esta proporción disminuye con la pérdida de 

peso (Zoo et al., 2006). En un estudio en camarones obtienen resultados similares y 

sugieren esta relación para indicar a organismos obesos (Lanfen et al., 2018) donde 

señalan que un mayor número de gotas de lípidos puede aumentar el número de 

Firmicutes, intensificando en consecuencia la adsorción de ácidos grasos 

proporcionalmente (Semova et al., 2012), estos resultados son congruentes con los 

obtenidos en el tratamiento CP25 que tuvo el mayor porcentaje de Firmicutes, y 

aunque Bacteroidetes no fue el menor porcentaje, su proporción 

Firmicutes/Bacteroidetes fue mayor que en CP30 y CP35, y ademas, en CP25 se 

tuvieron los camarones más grandes y mejores parámetros de crecimiento.  

Los resultados obtenidos indicaron que la concentración de proteína en el 

alimento cambia la composición de la comunidad bacteriana en el tracto digestivo del 

camarón, este estudio es relevante porque hay poca información en cultivos de 

camarón del efecto de este nutriente sobre la microbiota intestinal de P. Vannamei. En 

un estudio similar en el cual caracterizaron la microbiota intestinal de camarón 

alimentado con dietas elaboradas con diferentes fuentes de lípidos, encontraron que 

Proteobacteria dominó en la microbiota del intestino y del agua de cultivo y sugirieron 

que el ambiente del intestino del hospedero impuso una presión selectiva en el 

establecimiento de la comunidad microbiana y que la fuente de lipidos con diferente 

composición en ácidos grasos pudo afectar la composición de la microbiota intestinal 

de L. vannamei.  (Zhang et al., 2014b). Esta información y los resultados obtenidos en 

este trabajo, nos permitieron ver como las dietas adecuadas son importantes para 
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mejorar el peso y sobrevivencia de los camarones y una gran influencia en la 

predominancia de ciertos phylos bacterianos de la microbiota intestinal. 

En otro estudio reciente donde variaron los niveles de lípidos en la dieta de 

juveniles del cangrejo nadador, Portunus trituberculatus, reportaron, cierta cantidad y 

tipo de lípidos que mejoran el crecimiento y la microbiota intestinal, sin embargo en 

algunos tratamientos contribuyeron a incrementar el phylum Fusobacteria > a 10% 

donde se encuentran muchas especies de bacterias patógenas (Sun et al., 2018). Este 

phylum está compuesto por bacterias anaerobias obligadas, gram negativas con 

lipopolisacaridos en su pared celular, y se relacionan como comensales o patógenos. 

Es importante mencionar que en esta investigación se observo una escasa presencia 

de patógenos en todos los tratamientos analizados y sin ningún incremento al variar la 

proteína. En este estudio Fusobacteria está en menos del 0.001% en los tres 

tratamientos de cultivo de camarón con biofloc inducido y mayores cantidades en 

Proteobacteria que pueden describir una actividad favorable en el intestino para el 

camarón estudiado en este biofloc inducido, se conoce que algunas especies dentro 

de este phylum Proteobacteria generan metabolitos que contrarrestan el crecimiento 

de otras bacterias, lo cual es acorde a los resultados obtenidos. En otro reporte, se 

menciona que en ambientes de cultivo con sedimentos se incrementa el numero de 

bacterias oportunistas pertenecientes al phylum Fusobacterias y generan 

enfermedades (Sou et al., 2016, Fan et al., 2019) pero esto no sucedió en este biofloc 

inducido. 

Por lo tanto podemos sugerir que las comunidades bacterianas encontradas en 

los tres tratamientos analizados, son saludables manteniéndose la abundancia relativa 

de los diferentes phylums dentro de los parámetros indicados de comunidades 

bacterianas de organismos sanos y aunque se observaron varíaciones en algunos 

grupos que pudieron ser influenciados por los cambios de nivel de proteína, no se 

comprometieron la sobrevivencia del camarón ni propiciaron la presencia de grupos 

patógenos como los señalados en otros reportes. También debemos señalar que las 

comunidades microbiana varian al incrementar la proteína donde el análisis de 

coordenadas principales van variando respecto al eje X, encontrado la mayor difencia 
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entre el tratmiento CP25 y CP35. Estas comunidades se pueden identificar y traslapar 

por las similitudes que existen entre ellas. Con este estudio se puede mostrar que el 

sistema de biofloc inducido con microalgas y probiótico al cambiar la concentración de 

proteína influye en cambios de su peso, concentracion de amonio, nitratos y pH 

cambiando tambien la comunidad bacteriana de los intestinos del camarón. 
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VIII.4.3. Efecto de la adición de macroalgas en la comunidad bacteriana intestinal 

de camarón cultivado con biofloc 

La adición de las macroalgas al cultivo con biofloc inducido generó cambios 

significativos benéficos en la producción del camarón lo cual es recomendable para la 

acuacultura (Marinho-Soriano et al., 2008). En esta investigación, el análisis 

comparativo entre los dos tratamientos, con y sin macroalgas resultó en un mejor 

rendimiento del cultivo y mayor crecimiento cuando se adicioaron las macroalgas, lo 

cual sugiere, está relacionado con la composición de la comunidad bacteriana. En el 

tratamiento adicionado con macroalgas y con una dieta con 25% de proteína se 

obtuvieron los mejores resultados, los cuales se sugiere fueron influenciados por la 

comunidad bacteriana. Los phylum encontrados en los intestinos de los camarones 

con estas dietas son relevantes desde un punto de vista microbiológico y es necesario 

estudiarlos porque hay escasos reportes relacionados para cultivos con biofloc. 

 El tratamiento adicionado con las macroalgas también mostró los mayores 

porcentajes de abundancias relativas de los phylum Proteobacteria, Actinobacteria y 

Bacteroidetes indicando que la microbiota bacteriana intestinal del camarón, es 

saludable (Lanfen y Qing, 2019). Se detectaron diferencias significativas al comparar 

con el tratamiento sin la adición de macroalgas, en el phylum Proteobacteria con 

concentraciones de 7% menos que la abundancia relativa en el tratamiento con 

macroalgas (39.94% en BFI y 46.54 % en BFIM) y Actinobacteria con 15% más que 

en BFI (9.8% en BFI y 25.4% en BFIM). Otros estudios indican que una disminución 

en Proteobacteria da lugar a otros grupos que darán beneficios al huésped (Suo et al., 

2017). Se  incrementan otros grupos que mejoran la absorción de nutrientes, el 

incremento de Actinobacteria como se indicó previamente debido a su relación con la 

degradación de glucosa (Ito et al., 2012), se sugiere  el incremento de este phylum en 

este tratamiento por la adición de macroalgas, ya que en este experimento ambos 

mantuvieron igual cantidad en proporción de melaza por contener un mismo nivel de 

proteína en el alimento, uno adicionalmente tuvo las macroalgas, las cuales contienen 

varios polisacáridos, como agar, alginato, carragenano, ficocoloidales, celulosa, etc. 

Los ficocoloides están formados por varios monómeros como glucosa, galactosa, 

ácido manurónico, ácido gulurónico. Por lo general, las algas marinas están 
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compuestas de 30 al 60% de carbohidratos (Chan y Matanjun, 2017 y Sudhakar et al., 

2017) beta-1,3 glucanos es un importante carbohidrato de algas producido por 

macroalgas que pertenecen al grupo Rhodophyta (Martin et al., 2014). Por lo tanto la 

presencia de estas sustancia ricas en carbohidratos ayuda al incremento del phylum 

Actinobacteria.  

El porcentaje del phylum Bacteroidetes fue menor en el tratamiento adicionado 

de macroalgas, se esperaba  encontrar este phylum con mayor dominancia en los 

bioflocs que presentaron mayor cantidad de solidos suspendidos o partículas 

microscópicas de materia orgánica en las cuales ha sido descrito su incremento 

(Woebken et al., 2007), aunque la adición de las macroalgas incrementó  los solidos 

en suspensión dentro del agua del biofloc, estas también contribuyeron junto con las 

bacterias del biofloc a la eliminación de sustancias o desechos orgánicos como lo 

muestran los resultados de la calidad de agua, por lo tanto la cantidad de solidos 

suspendidos puede disminuir en el agua que incluye las macroalgas, los flóculos 

fueron alimento del camarón y por lo tanto encontramos estos porcentajes de 

Bacteroidetes menores en los intestinos de los camarones, con esto podemos 

comprender como las macroalgas pueden favorecer los porcentajes de estos tres 

principales phylum. 

Otra diferencia en los tratamientos con y sin macroalga son los phylum 

Cyanobacterias /Cloroflexi donde los resultados indican el 1.4 % de abundancia 

relativa en BFIM y un porcentaje alto en BFI con 17.7 %. El phylum Cyanobacteria no 

es adecuado para los cultivos de camarón y en nuestro caso BFI fue el único 

tratamiento en el cual se alcanzó una mayor proporción comparado con todos los 

analizados incluyendo los tratamientos con diferentes niveles de proteína. En los 

tanques de menor volumen, como es el caso de estos tratamientos generalmente se 

observa mayor inestabilidad, mayor perdida de agua por evaporación en el biofloc y 

mayor salinidad, el incremento de salinidad puede contribuir al crecimiento de 

bacterias oportunistas o que tienden a ser más tolerantes a estos cambios como las 

Cyanobacterias, sin embargo el tratamiento con macroalga mantuvo los valores bajos 

de este phylum bacteriano, por lo que se sugiere que la macroalga Gracilaria  la cual 
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cuenta con actividad antibacteriana (Osuna et al., 1967, Wongprasert et al., 2014 y 

Brito et al., 2014) puede estar relacionada con los resultados obtenidos. Además se 

reporta que los incrementos de Cyanobacteria y Bacteroidetes probablemente se debe 

al incremento de materia organica (Wang et al., 2012 y Fan et al., 2019). Es importante 

señalar que estas macroalgas pueden contribuir a mejorar el ambiente donde está el 

camarón beneficiando la composición de la comunidad bacteriana. 

Este estudio mostró porcentajes menores en la abundancia de Firmicutes. 

Resultados de esta investigación y otros estudios confirman que  las dietas pueden 

afectar la biodiversidad de la comunidad bacteriana del intestino (Turnbaug et al., 

2008, Zhang et al., 2014 y Qiao et al., 2017), por lo tanto con un buen diseño de la 

dieta se pueden cambiar comunidades microbianas del intestino y del ambiente, que 

no sean adecuadas para el cultivo o que influyen en el incremento de géneros 

patógenos como los Pseudomonas y Aeromonas los cuales podrían estar en muy 

bajas concentraciones en nuestros resultados pero falta cuantificarlas con un análisis 

más profundo. La abundancia relativa de Fusobacteria es menor a 0.001%  en todos 

los tratamientos y los análisis microbiológicos indicaron bajas concentraciones del 

género Vibrio, además los valores de los parámetros de calidad del agua de oxígeno 

y pH no están relacionados a ambientes con cantidades grandes de nitrógeno 

amoniacal que indique la presencia de bacterias patógenas. Asi mismo en nuestro 

sistema se mantuvieron los valores de oxígeno y pH sugeridos para mantener los 

camarones en un buen cultivo. Por lo cual sugerimos de acuerdo a los resultados 

encontrados que la variación de estos phylum de menores abundancias relativas como 

Fusobacteria de  0.001 % podría estar relacionado más con el sistema de biofloc que 

con la adición de las macroalgas. 

Los resultados obtenidos en esta investigación son congruentes con  otros 

estudios relacionados. Los phylum que se reportan en este estudio estan en mayores 

proporciones que en los sistemas de agua clara, donde se indican diferencias en la 

distribución de frecuencia de OTUs. Cuatro de cinco phylum de bacterias fueron más 

dominantes de acuerdo con los métodos de cultivo. Se han descrito grupos de 

bacterias en biofloc con características apropiadas para crecer en un sustrato orgánico 
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o fuente de nitrógeno y la capacidad de adherirse a las superficies o coagregarse, y se 

ha confirmado que los camarones puestos en biofloc modifican su microbiota del 

intestino ya que puede cambiar a un nivel de 27% de similitud (Cardona et al., 2016). 

Nuestros resultados también indican que las comunidades microbianas pueden estar 

jugando un papel importante en cultivos hiperintensivos con la adición de las 

macroalgas para obtener los mejores resultados de peso y comunidad bacteriana 

como ha sido descrito en este trabajo. Queda demostrado que la composición de las 

comunidades bacterianas estan relacionadas no solo a la dieta, sino también al peso 

y a la calidad del agua. Se sugieren estudios más profundos de las comunidades 

bacterianas del intestino y del biofloc para conocer los géneros de bacterias 

relacionados con el incremento del peso, con la calidad del agua, supervivencia, etc., 

lo cual puede ser aplicado al manejo acuícola para la obtención del mejor crecimiento 

del camarón blanco y obtener la mayor biomasa. 
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IX. CONCLUSIONES 

 Para el cultivo hiperintensivo de camarón blanco, Penaeus vannamei, es 

recomendable emplear un biofloc inducido con dos diatomeas: Grammatophora 

sp; Navicula sp; la microalga Schizochytrium sp. y la bacteria probiótica 

Lactobacillus fermentum TD19 (Tratamiento BFD1). Emplear el Biofloc inducido 

mas la adición de una, dos o tres microalgas mantiene parámetros adecuados 

para el cultivo del camaron blanco, pero el implementar tres, mejora la calidad 

del flóculo con la presencia de más microorganismos, y una composición 

bromatológica mejor. El tratamiento BFD1 generó flóculos con la concentración 

más alta de ciliados, rotíferos, nematodos y bacterias ácido lácticas, así como 

la concentración más baja de Vibrio spp. 1.2×103 UFC mL-1.El BFD1 Fue el 

mejor, del biofloc, con los valores más altos de proteínas y lípidos: 28.12 ± 0.50, 

22.44 ± 0.80% y peso seco de biofloc respectivamente, y la mejor relación de 

conversión alimenticia 0.89. 

 El biofloc BFD1 muestra un aporte proteico importante al camarón, por lo que 

se puede suministrar un alimento comercial con un 25% de proteina, obteniendo 

un mejor crecimiento del camarón. Emplear un 25% de proteína en el biofloc 

inducido mantiene mejor calidad del agua. El disminuir la concentracion de 

proteína en el alimento a un 25% no pone en riesgo la salud del camarón por 

que mantiene adecuada actividad de enzimas relacionadas con el sistema 

inmune, Profenol oxidasa (PROpo), Superóxido dismutasa (SOD), Peneidina 2 

(PEN) y Glutatión peróxidasa (GPO). Emplear una concentracion baja de 

proteina (25%) confiere beneficios al cultivo, con una mejor estabilidad de 

compuestos nitrogenados y bacterias presuntivas del género Vibrio y bacterias 

ácido-lácticas en el biofloc. El tratamiento CP25% es conveniente para el 

productor porque se reduciría el costo del alimento del camarón provee 

beneficios a este y al sistema de BFI. Ademas es recommendable adicionar 

Macroalgas al biofloc inducido CP25 ya que mantuvo las mejores condiciones 

de calidad de agua y peso de todos los tratamientos evaluados en este estudio. 
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 El análisis metagenómico mostró que la variación de la concentracion de 

proteína de 25, 30 y 35 % en el biofloc inducido, genera cambios en las 

comunidades bacterianas de los intestinos de los camarones mantendiendose 

saludables. Los cambios en la concentración de proteína influyen en cambios 

de su peso, concentracion de amonio, nitratos y pH. El adicionar Macroalgas al 

CP25 genera un cambio en su microbiota de los intestinos de los camarones 

con diferencias significativas, que uno sin su adición, teniendo diferencias en 

sus comunidades bacterianas de 74.5%. El tratamiento adicionado con 

macroalgas mejoro el peso y cambio sus abundancias relativas con diferencias 

sinficativas al comparar los phylum Proteobacteria; 39.94% en BFI y 46.54 % 

en BFIM y Actinobacteria; 9.8% en BFI y 25.4% en BFIM. 
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ANEXO 

Anexo 1 

Clasificación reconocida para el camarón blanco Penaeus vannamei de acuerdo al 

sitio WORMS (http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=247789). 

Penaeus vannamei Boone, 1931  

AphiaID  

377748  (urn:lsid:marinespecies.org:taxname:377748)  

Classification  

1. Biota 

2. Animalia (Kingdom) 

3. Arthropoda (Phylum) 

4. Crustacea (Subphylum) 

5. Multicrustacea (Superclass) 

6. Malacostraca (Class) 

7. Eumalacostraca (Subclass) 

8. Eucarida (Superorder) 

9. Decapoda (Order) 

10. Dendrobranchiata (Suborder) 

11. Penaeoidea (Superfamily) 

12. Penaeidae (Family) 

13. Penaeus (Genus) 

14. Penaeus vannamei (Species) 

 

 

 

 

 

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=247789
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=2
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1065
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1066
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=845959
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1071
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1086
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1089
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=1130
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=106669
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=106683
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=106727
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=106822
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=377748
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Anexo 2 

Curvas estándar realizadas para los genes blanco, Profenoloxidasa (PROpo), 

Superoxido dismutasa (SOD). 
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Anexo 3. Curvas estándar realizadas para los genes blanco, Peneidina 2 (PEN), 

Glutación peróxidasa (GPO).
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Anexo 4. Curva estándar realizadas para el gen de referencia Factor de elongación 

(EF1α). . 
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Anexo 5. Imagen de (a) Grafico del programa de amplificación para el qPCR para la 

cuantificación de la expresión en cada gen con temperatura, tiempo y ciclos, (b) Grafico 

de los ciclos para la amplificación en PEN, (c) Temperaturas empleadas donde 

muestra el pico alcanzado en la temperatura de trascripcion en PEN (e) Tabla con la 

gen cuantificado, tratamiento y cq obtenida en PEN. 
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Anexo 6. Curvas de desnaturalización de un producto de qPCR del gen de referencia 

Factor de elongación (EF1α) y para Peneidina 2 (PEN). 
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Anexo 7. Curvas de desnaturalización de un producto de qPCR del gen glutación 

peróxidasa (GPO) y Profenoloxidasa (PROpo). 
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Anexo 8. Curvas de desnaturalización de un producto de qPCR del gen Superoxida 

dismutasa (SOD) 
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Anexo 9. Tabla de cuantificación de la expresión relativa en camarones alimentados 

con biofloc y tres concentraciones de proteína: 25 (CP25), 30 (CP30) y 35 (CP35). 

Genes Tratamientos  
 

 
CP25 CP30 CP35 

GPO 1.68 a 1.58 a 1 b 
PEN 3.17 a 2.44 b 1 c 
SOD 1.81 a 1.54 b 1 c 
PROpo 0.39 a 1.07 a 1 a 

Valores promedio de un pool de 10 muestras por tratamiento. Superíndice indica 

diferencia entre los grupos de tratamientos (P <0.05). 
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Anexo 10 Tablas de los resultados de las pruebas de Tukey al comparar los Phylum 

entre los tratamientos evaluados en el análisis metagenómico. 

Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Proteobacterias, 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

               diff           lwr          upr     p adj 
T2-T1 -2.478275e-05 -0.0001712686 0.0001217031 0.9967912 
T3-T1 -3.151657e-06 -0.0001496375 0.0001433342 0.9999999 
T4-T1 -3.307479e-05 -0.0002124826 0.0001463330 0.9951858 
T5-T1 -6.867145e-05 -0.0002480792 0.0001107363 0.8852788 
T6-T1 -3.163916e-05 -0.0002254217 0.0001621434 0.9972903 
T3-T2  2.163109e-05 -0.0001248547 0.0001681169 0.9983245 
T4-T2 -8.292040e-06 -0.0001876998 0.0001711157 0.9999945 
T5-T2 -4.388870e-05 -0.0002232965 0.0001355191 0.9823201 
T6-T2 -6.856410e-06 -0.0002006389 0.0001869261 0.9999985 
T4-T3 -2.992313e-05 -0.0002093309 0.0001494846 0.9970012 
T5-T3 -6.551980e-05 -0.0002449276 0.0001138880 0.9042045 
T6-T3 -2.848750e-05 -0.0002222700 0.0001652950 0.9983601 
T5-T4 -3.559666e-05 -0.0002427589 0.0001715656 0.9965460 
T6-T4  1.435630e-06 -0.0002182931 0.0002211644 1.0000000 
T6-T5  3.703229e-05 -0.0001826964 0.0002567610 0.9968489 
 

Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Bacteroidetes, 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

diff           lwr          upr     p adj 
T2-T1 -9.407266e-05 -3.156394e-04 1.274941e-04 0.8321590 
T3-T1 -1.217115e-04 -3.432783e-04 9.985522e-05 0.6213858 
T4-T1 -9.959513e-05 -3.709579e-04 1.717676e-04 0.9022852 
T5-T1  1.009253e-04 -1.704375e-04 3.722880e-04 0.8971478 
T6-T1  7.529134e-05 -2.178139e-04 3.683966e-04 0.9780098 
T3-T2 -2.763889e-05 -2.492057e-04 1.939279e-04 0.9992582 
T4-T2 -5.522469e-06 -2.768852e-04 2.658403e-04 0.9999999 
T5-T2  1.949979e-04 -7.636485e-05 4.663607e-04 0.3151535 
T6-T2  1.693640e-04 -1.237413e-04 4.624693e-04 0.5672781 
T4-T3  2.211642e-05 -2.492463e-04 2.934792e-04 0.9999081 
T5-T3  2.226368e-04 -4.872597e-05 4.939996e-04 0.1787943 
T6-T3  1.970029e-04 -9.610240e-05 4.901082e-04 0.3924673 
T5-T4  2.005204e-04 -1.128223e-04 5.138631e-04 0.4502440 
T6-T4  1.748865e-04 -1.574637e-04 5.072366e-04 0.6644757 
T6-T5 -2.563391e-05 -3.579841e-04 3.067162e-04 0.9999300 
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Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Cyanobacterias, 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

diff           lwr           upr     p adj 
T2-T1 -5.014717e-05 -0.0005037672  0.0004034729 0.9995878 
T3-T1  2.058855e-04 -0.0002477346  0.0006595055 0.7885835 
T4-T1 -9.850635e-05 -0.0006540752  0.0004570625 0.9959846 
T5-T1  8.943580e-04  0.0003387892  0.0014499268 0.0000667 
T6-T1 -1.431548e-04 -0.0007432378  0.0004569281 0.9841755 
T3-T2  2.560326e-04 -0.0001975874  0.0007096527 0.5925869 
T4-T2 -4.835918e-05 -0.0006039280  0.0005072097 0.9998726 
T5-T2  9.445052e-04  0.0003889363  0.0015000740 0.0000191 
T6-T2 -9.300766e-05 -0.0006930906  0.0005070753 0.9978819 
T4-T3 -3.043918e-04 -0.0008599606  0.0002511770 0.6238674 
T5-T3  6.884725e-04  0.0001329037  0.0012440414 0.0055480 
T6-T3 -3.490403e-04 -0.0009491232  0.0002510426 0.5597685 
T5-T4  9.928643e-04  0.0003513487  0.0016343800 0.0001517 
T6-T4 -4.464848e-05 -0.0007250786  0.0006357816 0.9999685 
T6-T5 -1.037513e-03 -0.0017179429 -0.0003570827 0.0002038 
 

Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Actinobacterias, 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

               diff           lwr          upr     p adj 

T2-T1  1.766411e-04 -0.0009543012 0.0013075835 0.9978036 
T3-T1  1.659755e-04 -0.0009649668 0.0012969178 0.9983707 
T4-T1  3.466089e-04 -0.0010385070 0.0017317247 0.9804081 
T5-T1 -4.603762e-04 -0.0018454920 0.0009247396 0.9340584 
T6-T1  4.169756e-04 -0.0010791205 0.0019130716 0.9685447 
T3-T2 -1.066562e-05 -0.0011416080 0.0011202767 1.0000000 
T4-T2  1.699677e-04 -0.0012151481 0.0015550835 0.9993146 
T5-T2 -6.370174e-04 -0.0020221332 0.0007480985 0.7791398 
T6-T2  2.403344e-04 -0.0012557617 0.0017364305 0.9974881 
T4-T3  1.806333e-04 -0.0012044825 0.0015657492 0.9990789 
T5-T3 -6.263517e-04 -0.0020114675 0.0007587641 0.7912533 
T6-T3  2.510001e-04 -0.0012450960 0.0017470961 0.9969114 
T5-T4 -8.069851e-04 -0.0024063791 0.0007924089 0.7035828 
T6-T4  7.036670e-05 -0.0016260468 0.0017667802 0.9999968 
T6-T5  8.773518e-04 -0.0008190617 0.0025737653 0.6808752 
 

Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Tenericuites , 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

diff           lwr           upr     p adj 
T2-T1  1.111307e-18 -0.0001849066  0.0001849066 1.0000000 
T3-T1  1.355253e-20 -0.0001849066  0.0001849066 1.0000000 
T4-T1 -1.626303e-19 -0.0002264634  0.0002264634 1.0000000 
T5-T1  4.331777e-04  0.0002067142  0.0006596411 0.0000044 
T6-T1 -2.303930e-19 -0.0002446085  0.0002446085 1.0000000 
T3-T2 -1.097755e-18 -0.0001849066  0.0001849066 1.0000000 
T4-T2 -1.273938e-18 -0.0002264634  0.0002264634 1.0000000 
T5-T2  4.331777e-04  0.0002067142  0.0006596411 0.0000044 
T6-T2 -1.341700e-18 -0.0002446085  0.0002446085 1.0000000 
T4-T3 -1.761829e-19 -0.0002264634  0.0002264634 1.0000000 
T5-T3  4.331777e-04  0.0002067142  0.0006596411 0.0000044 
T6-T3 -2.439455e-19 -0.0002446085  0.0002446085 1.0000000 
T5-T4  4.331777e-04  0.0001716802  0.0006946751 0.0000882 
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T6-T4 -6.776264e-20 -0.0002773599  0.0002773599 1.0000000 
T6-T5 -4.331777e-04 -0.0007105376 -0.0001558177 0.0002523 

 

Tabla Tukey para la comparación de medias entre los tratamientos de Latecibacterias, 

con 95% de nivel de confiabilidad. 

diff           lwr           upr p adj 
T2-T1  6.301925e-19 -2.680788e-05  2.680788e-05 1e+00 
T3-T1  3.726945e-19 -2.680788e-05  2.680788e-05 1e+00 
T4-T1  1.592422e-19 -3.283282e-05  3.283282e-05 1e+00 
T5-T1  8.014747e-05  4.731466e-05  1.129803e-04 0e+00 
T6-T1  8.809143e-20 -3.546350e-05  3.546350e-05 1e+00 
T3-T2 -2.574980e-19 -2.680788e-05  2.680788e-05 1e+00 
T4-T2 -4.709503e-19 -3.283282e-05  3.283282e-05 1e+00 
T5-T2  8.014747e-05  4.731466e-05  1.129803e-04 0e+00 
T6-T2 -5.421011e-19 -3.546350e-05  3.546350e-05 1e+00 
T4-T3 -2.134523e-19 -3.283282e-05  3.283282e-05 1e+00 
T5-T3  8.014747e-05  4.731466e-05  1.129803e-04 0e+00 
T6-T3 -2.846031e-19 -3.546350e-05  3.546350e-05 1e+00 
T5-T4  8.014747e-05  4.223540e-05  1.180595e-04 1e-07 
T6-T4 -7.115077e-20 -4.021183e-05  4.021183e-05 1e+00 
T6-T5 -8.014747e-05 -1.203593e-04 -3.993565e-05 4e-07 

 

 

 

 

 


