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 RESUMEN 

 

 

La microbiota intestinal juega un papel importante e influye de manera directa 

en la nutrición y la salud de los macro-organismos por lo que resulta necesario el 

conocimiento de la microbiota sobre todo si se trata de organismos de interés en la 

economía. En este sentido y en el caso particular del camarón blanco, 

Litopenaeus vannamei, se han realizado algunos estudios respecto a aspectos 

relacionados con la presencia de bacterias tanto en el agua, como en el tracto 

digestivo, ya sea en relación con la calidad del agua, el efecto de la presencia de 

microorganismos en el agua así como la influencia en la digestibilidad y actividad 

enzimática, en las rutas de colonización del tracto digestivo y efecto en el 

crecimiento. Sin embargo, es poco o casi nulo el conocimiento que existe respecto 

a comparaciones donde se empleen técnicas moleculares (no dependientes del 

cultivo) y técnicas tradicionales (dependientes del cultivo). En el presente trabajo, 

se trabajó en el aislamiento, caracterización e identificación de microorganismos 

de la clase Actinobacteria (bacterias Gram positivas con un alto contenido de 

Guanina y Citosina) recuperados del tracto digestivo de Litopenaeus vannamei. Se 

emplearon técnicas de aislamiento selectivo con diferentes medios de cultivo y 

antibióticos, los microorganismos aislados se purificaron y agruparon con base en 

su morfología. A un representante de cada grupo formado se le amplificó el gen 

16S rRNA para establecer su posición taxonómica con las bases de datos de 

acceso gratuito y se les realizaron pruebas de utilización de fuentes de carbono, 

nitrógeno asi como de degradación para caracterizar los aislados recuperados y 

asignarles un nivel de género o especie según fuera el caso. 

 

 

Palabras clave: Actinobacteria, Litopenaeus vannamei, tracto digestivo, gen 16S 

rARN 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El camarón blanco Litopenaeus vannamei es nativo de la costa oriental del 

Océano Pacífico; desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica 

hasta Tumbes en Perú, habitando en aguas cuya temperatura es normalmente 

superior a los 20 °C durante todo el año. Litopenaeus vannamei se encuentra 

distribuído en hábitats marinos tropicales (FAO). El cultivo de camarón es una 

industria que tuvo una producción estimada en el 2008 de 3.34 millones de 

toneladas  (GOAL, 2008) siempre en constante aumento. 

 

El cultivo de organismos acuáticos para consumo humano es una de las 

actividades productoras de alimento con mayor crecimiento a nivel mundial, como 

lo indica la FAO (2008) en su último informe del estado actual de las pesquerías y 

acuicultura. En este reporte se señala que la producción se ha incrementado de un 

3.9% de la producción total en peso en 1970 a un 36% en 2006. En el mismo 

periodo, el crecimiento de la producción acuícola fue más rápido que el de la 

población y el suministro acuícola per cápita pasó de los 0.7 kg en 1970 a los 7.8 

kg en 2006, lo cual supone un crecimiento medio anual del 7.0%. La acuicultura 

mundial se ha incrementado drásticamente en los últimos 50 años y una de las 

principales razones por las que se expande de manera vertiginosa es debido al 

bajo crecimiento de la producción de las pesquerías comerciales en todo el 

mundo, aunado a la intensificación y mayor eficiencia productiva acuícola 

(Klaenhammer & Kullen, 1999). 

 

La microbiota intestinal juega un papel importante influyendo directamente en 

la nutrición y la salud de los animales en general. Por esto mismo, al alterarla se 

afecta el estado fisiológico de los organismos incluyendo la inmunidad, el 

crecimiento y el desarrollo general (Al-Harbi & Uddin, 2005). El uso de probióticos 

preparados con microorganismos se torna de gran interés en la acuicultura, 

particularmente en relación a la productividad, la nutrición, el control de 

enfermedades, en la calidad del agua de los estanques y el impacto de los 
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afluentes en el ambiente (Moriarty, 1997) por lo que es necesario un profundo 

conocimiento de la microbiota involucrada para poder evaluar el efecto del uso de 

probióticos y contribuir a la preparación de estos aditivos. La diversidad 

microbiana es una fuente importante de productos y procesos biotecnológicos. 

 

En el caso del camarón blanco Litopenaeus vannamei se han estudiado 

diversos aspectos relacionados con la presencia de bacterias en el agua y en el 

tracto digestivo (Wang et al., 2005) como el efecto de la presencia de 

microorganismos en el ambiente acuático lo que evidentemente influencía en la 

digestibilidad y actividad enzimática (Buford et al., 2003; Moss et al., 2001) así 

como en las rutas de colonización del tracto digestivo (Simoes et al., 2002) y tiene 

un efecto en el crecimiento (Wang, 2007).  

 

Una limitante en estos estudios ha sido el aislamiento e identificación de las 

bacterias involucradas. Durante la década pasada el acercamiento al análisis de la 

composición microbiana cambió considerablemente, debido sobre todo a que las 

técnicas clásicas como el cultivo y la identificación microscópica no son suficientes 

para evaluar la diversidad de bacterias en muestras ambientales (Schäfer & 

Muyzer, 2001). Los métodos tradicionales para caracterizar la diversidad 

bacteriana en diferentes ambientes únicamente han permitido recuperar entre el 

0.1 y el 10% de las bacterias (Rondon et al., 1999; Watts et al., 1999; Torsvik & 

Ovreás, 2002, Torsvik et al., 2002) por lo que la introducción de técnicas 

moleculares en microbiología han tenido un impacto directo en distintos aspectos 

tales como la rapidez, obtención de perfiles genéticos y estimación de la 

comunidad microbiana. El estudio del gen del 16S rRNA permite establecer 

relaciones evolutivas entre microorganismos y obtener la secuencia con la 

subsecuente construcción de árboles filogeneticos permite asignar 

microorganismos a los distintos niveles taxonómicos tales como género y/o 

especie (Woese, 1987; Schäfer & Muyzer, 2001). Acceso a bases de datos tales 

como GenBank favorecen la identificación de microorganismos “desconocidos” 

una vez obtenida su secuencia del gen 16S rRNA previa amplificación por PCR 
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(del inglés, Polymerase Chain Reaction -Reacción en Cadena de la Polimerasa- 

Sanz & Köchling, 2007; Cedeño, 2005). 

 

La clase Actinobacteria es un grupo de bacterias filamentosas, que 

presentan un crecimiento en forma de red llamado micelio. Precisamente por la 

formación de este micelio es que, entre otras cosas, se les consideró por muchos 

años como el puente evolutivo entre las bacterias y los hongos. Aunque las 

dimensiones son mucho más reducidas que el micelio de los hongos, son en 

muchos sentidos comparables. La mayoría de las actinobacterias producen 

esporas y la forma en que éstas se generan y se agrupan puede emplearse como 

herramienta fenotipica para la separación de distintos subgrupos. El contenido del 

DNA es de 63-78% de Guanina y Citosina lo que permite definirlos como bacterias 

Gram positivas con un alto contenido de Guanina y Citosina. La clase 

Actinobacteria resulta de especial interés por su versatilidad en amplias y distintas 

actividades metabólicas (Groth & Saiz-Jimenez, 1999;  Madigan & Martinko, 

2006). 

Hoy en día inclusive se considera que las actinobacterias están implicadas 

en la formación de biopelículas (Warsheid & Braams, 2000). Este amplio y diverso 

grupo bacteriano (conocido por muchos años como actinomicetos) cuenta con un 

extenso espectro de utilización de nutrientes que los hace capaces de emplear 

compuestos “complejos” tales como hidrocarburos aromáticos y alifáticos, 

macromoléculas como la lignina y sustancias húmicas (Ball et al., 1989; Saiz-

Jiménez, 1997; Groth & Saiz-Jiménez, 1999; Zanardini et al., 2000). A pesar de 

que posiblemente las Actinobacterias muestren un papel ecológico importante en 

los ecosistemas donde se encuentren, su mayor impacto comercial es en la 

industria farmacéutica como productores de metabolitos secundarios (Bérdy, 1995; 

Lazzarini et al., 2000), sobre todo para la síntesis de antimicrobianos y 

antitumorales.   
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Hábitat y biología del camarón blanco 

 

Litopenaeus vannamei se encuentra distribuído en hábitats marinos 

tropicales (Figura 1). Los adultos viven y se reproducen en mar abierto, mientras 

que la postlarva migra a las costas a pasar la etapa juvenil, la etapa adolescente y 

pre adulta en estuarios, lagunas costeras y manglares. Los machos maduran a 

partir de los 20 g y las hembras a partir de los 28 g en una edad de entre 6 y 7 

meses. Cuando el camarón blanco pesa entre 30 y 45 g libera entre 100 000 y 250 

000 huevos de aproximadamente 0.22 mm de diámetro. La incubación ocurre 

aproximadamente 16 horas después del desove y la fertilización. En la primera 

etapa, la larva (denominada nauplio) nada intermitentemente y es fototáctica 

positiva. Los nauplios no requieren alimentación, sino que se nutren de su reserva 

embrionaria. Las siguientes etapas larvarias (protozoea, mysis y postlarva 

temprana, respectivamente) continúan siendo planctónicas por algún tiempo, se 

alimentan del fitoplancton y del zooplancton y son transportados a la costa por las 

corrientes mareales. Las postlarvas (PL) cambian sus hábitos planctónicos unos 5 

días después de su metamorfosis a PL, se trasladan a la costa y empiezan a 

alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalbos y crustáceos (FAO, 2006). 

 

Figura 1. Principales países productores de Litopenaeus vannamei 

(Estadísticas Pesqueras de la FAO, 2006) 
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 2.2 Rasgos biológicos de Litopenaeus vannamei 

 

El camarón blanco cuenta con un rostro moderadamente largo con 7–10 

dientes dorsales y 2–4 dientes ventrales. En los machos maduros hay un petasma 

simétrico y semi abierto. Los espermatóforos son complejos, consistentes de masa 

espermática encapsulada por la vaina. Las hembras maduras tienen el télico 

abierto y cuenta con seis nauplios, tres proto-zoeas y tres etapas de mysis (Figura 

2). Su coloración es normalmente blanca translúcida, pero puede cambiar 

dependiendo del sustrato, la alimentación y la turbidez del agua. Se ha reportado 

que la talla máxima es de 23 cm, con CL máxima de 9 cm. Comúnmente las 

hembras crecen más rápidamente y adquieren mayor talla que los machos  de 

acuerdo con lo indicado por la FAO en 2006. 

 

 

Figura 1. Progenitor Hembra 

(http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Litopenaeus_vannamei/es) 

 

 

 

2.3 Sistema Digestivo del Camarón 

 

En los camarones el sistema digestivo se compone de boca, estómago, 

hepatopáncreas; situados en el cefalotórax; un intestino, una glándula intestinal en 

el abdomen y el ano situado ventralmente donde comienza el telsón (Cruz, 1996). 

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Litopenaeus_vannamei/es
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La digestión comienza en la cavidad cardiaca del estómago y continúa en los 

túbulos del hepatopáncreas. Es a nivel de ésta glándula que la digestión se hace 

más activa, con la participación de enzimas producidas por células especializadas 

(Molina et al., 2002). 

 

2.4 Microbiota intestinal del camarón 

 

En el ambiente marino las bacterias Gram negativas son predominantes pero 

en contra parte las Gram positivas son usualmente las que están asociadas a la 

microbiota en camarones silvestres y de cultivo (Morales, 2000; García, 2003). La 

gran mayoría de los microbios presentes en el ambiente marino (bacterias, virus, 

hongos o parásitos) son inocuos o son controlados exitosamente por los 

mecanismos internos de defensa de los organismos en cultivo (Morales, 2000). 

Las etapas tempranas del ciclo de vida de los organismos suelen ser más 

susceptibles a los ataques de dichos agentes, sobre todo cuando se llevan cultivos 

larvarios en forma intensiva, que por efecto del estrés provocado por las altas 

densidades, reduce el potencial de defensa de los organismos (Morales, 2000). 

 

El desarrollo de la microbiota del tracto digestivo es un proceso gradual que 

comienza después del nacimiento. En los animales terrestres, la microbiota 

materna es la fuente inicial de colonización bacteriana, mientras que en los 

animales acuáticos, ésta acción está determinada por su contacto con el ambiente 

circundante e influída por la ingesta de alimento, la secreción de hormonas y la 

absorción de nutrientes, así como por la aparición de proteínas y enzimas 

digestivas. Inicialmente, cepas anaerobias facultativas dominan en el intestino y 

posteriormente la variabilidad poblacional dependerá del tipo de dieta ingerida, la 

edad, la ubicación geográfica, los tratamientos con medicamentos y el estado 

general del organismo (Cahill, 1990; Isolauri et al., 2001).  En el caso particular del 

camarón blanco la colonización del tracto digestivo por microorganismos ocurre en 

el estadio de nauplio 5 ya que en este estadio presentan un poro anal con 

movimientos antiperistálticos (denominado “anal drinking”). Ésto ocurre antes de 
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que la boca se abra al medio exterior y comience la actividad normal de 

colonización (Simoes et al., 2002). 

 

El principal factor que influye en la variación de la microbiota gastrointestinal 

de los ambientes de cultivo es el estrés, el cual generalmente se relaciona con 

fluctuaciones en la salinidad y temperatura (Lea Mayer et al., 1997), con la 

concentración de oxígeno, calidad y cantidad de alimento así como con la 

densidad de organismos (Suzuki et al., 1989), además del manejo, higiene, y 

contaminantes en los sistemas de cultivo (Pal & Gupta, 1992; Straub & Dixon, 

1993).  

 

La ruptura del equilibrio dinámico de la biota intestinal es provocada por el 

estrés que se genera por las condiciones intensivas de la producción animal. 

Cuando descienden las concentraciones de bacterias beneficiosas, aparece la 

oportunidad para las bacterias menos deseables ó para que los patógenos 

potenciales se instalen y se multipliquen. En camarones el estrés está 

determinado por la calidad del agua, la alimentación, variación drástica de los 

parámetros (oxígeno, temperatura, salinidad, pH, etc.) y las prácticas de manejo 

(Morales, 2000). Las principales manifestaciones de estrés en un camarón 

peneido son: bacterias filamentosas y/ó protozoos epibiotes, presencia de 

bacterias en la hemolinfa, enfermedad del caparazón, opacidad anormal de la 

musculatura, retraso de la muda, movimientos desorientados ó desordenados, y 

branquias negras. El estrés causa alteraciones en el metabolismo del animal, el 

cual se ve reflejado en el aprovechamiento de los nutrientes y por lo tanto, en el 

destino metabólico de estos últimos (Siderman, 1984). 

 

La mayoría de las enfermedades que atacan a los camarones son especies 

del género Vibrio tales como: V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. harveyi  

presentando altas mortandades cuando en los camarones se rompe su equilibrio ó 

se encuentran con su sistema inmune suprimido (Morales, 2000). Los vibrios  son 

agentes que forman parte de la microbiota natural del camarón al encontrarse en 
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camarones sanos, razón por la cual se les considera patógenos oportunistas al 

desencadenar enfermedades cuando el organismo presenta estrés (Morales, 

2000). Es importante establecer la presencia y/o ausencia de especies de Vibrio 

debido a que el consumo del camarón blanco por el humano podría estar asociado 

a enfermedades de tipo diarreico.  

 

Es ampliamente reconocido que los probióticos son capaces de mejorar la 

salud del hospedero por recuperación del equilibrio microbiano intestinal (Fuller, 

1989; Gatesoupe, 1999) y que el género Lactobacillus  contiene los principales 

microorganismos utilizados como probióticos (Axellsson, 1998). Estudios 

realizados a camarones demostraron que el género Lactobacillus  es parte de la 

biota microbiana natural que se encuentran acompañándolo en todos sus estadios 

de vida y parte de dichas bacterias tienen potencial para usarse como probióticos 

en la acuacultura (García, 2003). 

 

Durante toda la vida del animal, la microbiota presenta funciones 

metabólicas, tróficas y protectoras. La función metabólica tiene como finalidad 

ayudar en los procesos de digestión y absorción de nutrientes para proporcionar 

energía al organismo, mientras que la función trófica fomenta el crecimiento y la 

diferenciación celular, además de estimular el sistema inmune del organismo. Su 

función protectora se desarrolla desde el nacimiento, ya que actúa como la 

primera línea de defensa contra microorganismos patógenos, exógenos u 

oportunistas creando un efecto barrera (Isolauri et al., 2001). 

 

 

2.5 Bacterias ácido lácticas 

 

Entre las principales bacterias que se encuentran en el tracto digestivo de los 

organismos se encuentran las bacterias ácido lácticas o BAL. Las BAL están 

constituidas por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, con un 

metabolismo estrictamente fermentativo (Holzapfel et al., 2001), presentan forma 
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de cocos o bacilos microfílicos que producen mayoritariamente ácido láctico como 

producto final de la fermentación de los carbohidratos y cuentan con un bajo 

contenido de guanina y citosina (Axellsson, 1998) por lo que se les considera 

dentro del grupo denominado genéricamente como Firmicutes. 

 

Las bacterias lácticas se localizan frecuentemente en hábitats ricos en 

nutrientes, caracterizados por la presencia de carbohidratos solubles y productos 

de la degradación de proteínas y vitaminas, y con bajas tensiones de oxígeno 

como por ejemplo, la leche y productos lácteos, productos cárnicos y vegetales 

fermentados, frutas y hortalizas frescas, ensilados, pescado y derivados de la 

pesca.  Se han reportado como habitantes comunes del tracto gastrointestinal y 

mucosas del hombre, animales terrestres, peces, del estiércol y de aguas 

residuales urbanas e industriales. Han tenido un extenso uso en la fermentación 

de alimentos y como suplementos alimenticios por sus propiedades metabólicas, 

resistencia a procesos industriales y sustentabilidad en el producto final  (Lindgren 

& Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996; Cintas et al., 2000). 

 

Las BAL son consideradas importantes bacterias probióticas, esto es: 

microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en cierto número, ejercen 

beneficios en la salud del hospedador más allá de la inherente nutrición. Varias 

cepas de las siguientes especies de Lactobacillus  son reconocidas como 

probióticos: L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. fermentum, L. reuteri, L. lactis, 

entre otros (Axellsson, 1998). La mayoría de los microorganismos probióticos 

propuestos para acuicultura pertenecen a las BAL, de los cuales los géneros 

utilizados comúnmente son Lactobacillus y Lactococcus (Holzapfel et al., 1998; 

Strom & Olfasen, 1990, Ringo & Strom, 1994; Ringo et al.,1998; Robertson et al., 

1998), una de las principales causas por las que las bacterias acido lácticas son 

utilizadas como probióticos en la acuacultura, es por que presentan la capacidad 

de matar o inhibir el crecimiento de otras bacterias relacionadas con ellas, lo que 

se conoce como antagonismo láctico (Fredrickson & Stephanopoulos, 1981). 
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Los probióticos son una alternativa prometedora al uso de antibióticos, 

reduciendo las posibilidades de colonización y desarrollo de bacterias patógenas 

potenciales, bajo el principio de exclusión competitiva (Fuller, 1989; Gatesoupe, 

1999).  

 

2.6 La clase Actinobacteria 

 

Los actinomicetos son un grupo de bacterias que por muchos años fueron 

confundidos con los hongos debido a su similitud morfológica (ej. formación de 

hifas y subsecuentemente micelio), tipo de reproducción y el crecimiento en 

medios de cultivo sólidos y líquidos. Su nombre proviene del griego actis: rayo de 

sol y mykes: hongo, por lo que dada su forma era fácil denominarlos “hongos 

radiados”. Numerosos estudios que incluyeron la comparación de secuencias del 

gen 16SrRNA ribosomal ubicó a los actinomicetos dentro del dominio Bacteria y 

dentro del phyla de las bacterias Gram positivas formando un grupo coherente 

taxonómica y evolutivamente (Figura 3). La clase Actinobacteria es un grupo 

diverso que incluye diferentes familias, géneros y subórdenes. En agosto del 2013, 

esta clase comprendía 51 familias y 253 géneros (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Los actinomicetos se encuentran distribuidos en prácticamente cualquier 

ecosistema, sin embargo el suelo contiene del 20 al 60% de la población 

actinobacteriana. El olor característico a tierra húmeda se debe a la producción de 

geosmina, un compuesto producido por actinomicetos y mayormente por 

miembros del género Streptomyces (Baltz, 2005).  
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Figura 3. Árbol filogenético microbiano con base en secuencias del gen 16S ribosomal. 

(Madigan & Martinko, 2006) 
 
 

En el pasado se consideraba que las esporas producidas por algunas 

especies de actinomicetos eran arrastradas hacia ambientes acuáticos lo cual 

permitía explicaba el por qué se les encontraba en lagunas y mares. En la 

actualidad existe suficiente evidencia que indica que varias especies son 

autóctonas del ambiente marino, en particular aquellas del género Salinispora 

(Mincer et al., 2002; Maldonado et al., 2005) y por lo tanto, presentan una serie de 

adaptaciones a este ecosistema. Los actinomicetos muestran una innata actividad 

metabólica para producir antibióticos, pigmentos, terpenos y enzimas 

extracelulares (Bérdy, 1995; Lazzarini et al., 2000) teniendo como principal 

ejemplo al género Streptomyces. 

 

La clase Actinobacteria presenta el contenido de GC más alto que se conoce 

en bacterias, son Gram positivas y su composición de DNA cae en el rango de 63 

– 78%  de Guanina y Citosina. Si bien en nuestro país estas bacterias son 

pobremente estudiadas, es reconocido a nivel mundial el elevado impacto 

económico de este grupo bacteriano como productores prolíficos de metabolitos 

secundarios (Bérdy, 1995; Lazzarini et al., 2000; Strohl, 2004; Watve et al., 2001)  

así como poseedores de rutas metabólicas únicas relacionadas con la formación 

de compuestos carotenoides (Tao et al, 2007). 
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Los miembros del taxón son de interés por su importancia en la agricultura, 

ecología, industria y medicina  (Strohl, 2004). Algunas Actinobacterias son serios 

patógenos de plantas y animales y otras fijan nitrógeno asociadas con plantas no 

leguminosas  (Benson & Silvester, 1993; Locci, 1994). Actualmente las 

Actinobacterias, especialmente los actinomicetos formadores de esporas 

representan los procariontes con más valor económico y biotecnológico, 

produciendo más de la mitad de los componentes bioactivos conocidos (Lazzarini 

et al., 2000), agentes antitumorales (Zheng et al., 2000), enzimas (Oldfield et al., 

1998; Peczynska-Czoch & Mordarski, 1988;), e inhibidores de enzimas (Umezawa, 

1988). 

 

Se reconocen mundialmente tres géneros de la clase Actinobacteria como 

los predominantes en el ambiente marino, estos son: Micromonospora, 

Rhodococcus y Streptomyces (Goodfellow & Haynes, 1984). 

 

 

2.7 Caracterización microbiana 

 

Una parte integral para la identificación de los microorganismos, es a través 

del empleo de pruebas que permitan evaluar las características fenotípicas y 

genotípicas de éstos. 

 

El uso de las técnicas microbiológicas tradicionales no es suficiente para 

evaluar comunidades bacterianas en muestras ambientales ya que la proporción 

de células bacterianas cultivables en medios convencionales es del orden de 0.1% 

al 10% de la población total, esto es debido a las deficiencias de los estudios que 

se basaban en caracteres morfológicos, fisiológicos (necesidad de nutrientes) y 

estructurales (diferencias entre lípidos de membrana), para todos esos estudios 

era prerrequisito el cultivo. Por estos motivos, los métodos moleculares pueden 

complementar los métodos tradicionales en el estudio y análisis de comunidades 

bacterianas (Cedeño, 2005). El aislamiento directo del material genético (ej. DNA) 
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de una muestra nos permite el acceso a los recursos potencialmente ilimitados de 

microorganismos no cultivables (Ferrer, 2004). 

 

 

2.7.1 Aspectos fenotípicos de la caracterización microbiana 

 

Análisis de la composición de la célula microbiana sugiere que cerca del 95% 

del peso seco de la célula está constituido por unos cuantos elementos tales como 

azufre, calcio, carbono, fósforo, hidrógeno, nitrógeno, oxígeno, potasio, magnesio 

y fierro. Estos son los elementos necesarios para garantizar el crecimiento 

bacteriano, además de condiciones físicas tales como el pH, concentración de 

oxígeno, temperatura, presión atmosférica, salinidad y disponibilidad de agua 

(Prescott et al., 1999; Madigan & Martinko, 2006).  

 

En general, la característica nutricional más notable de los microorganismos 

es su extraordinaria flexibilidad con respecto a las fuentes de carbono debido a 

que son el principal constituyente de la materia celular. Prácticamente, no existe 

ninguna molécula orgánica natural que no pueda ser empleada metabólicamente 

por un microorganismo ya sea éste una arquea o una bacteria (Prescott et al., 

1999; Madigan & Martinko, 2006).  

 

Después del carbono, el siguiente elemento necesario y el más abundante es 

el nitrógeno. En una bacteria alrededor del 12% de su peso seco es nitrógeno. El 

nitrógeno es utilizado para la biosíntesis de proteínas, ácidos nucleicos y 

polímeros de la pared celular lo que lo convierte también en un elemento esencial 

para el crecimiento y desarrollo bacteriano.  

 

Por su importancia anterior, el carbono y el nitrógeno son considerados como 

macronutrientes y elementos necesarios para gran parte del crecimiento 

microbiano.  
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Entre las diferentes pruebas empleadas para la caracterización microbiana, 

la utilización de éstos dos macronutrientes ha sido evaluado de manera tradicional 

desde los años 60’s para establecer una matriz o matrices que muestren el perfil 

metabólico del o de los microorganismos de estudio o interés (Sneath, 1957). 

Puesto que lo anterior es medido de “manera visual” y depende estrictamente de 

las características observables del microorganismo durante los tiempos de lectura 

de las pruebas en evaluación, esto es entonces conocido como una 

caracterización “fenotípica microbiana” (Logan, 1994). 

 

La caracterización fenotípica de casi cualquier microorganismo estuvo en 

algún momento de su historia basada en observaciones morfológicas y, aunque la 

morfología es todavía una característica importante para la descripción de 

taxones, no puede ser exclusiva debido a las mínimas diferencias morfológicas 

presentes entre muchos géneros (Labeda, 1987). 

 

 

2.7.2 Aspectos genotípicos de la caracterización microbiana 

 

La caracterización genotípica de un microorganismo consiste en el estudio 

de su material genético y está basado principalmente en el empleo de secuencias 

de DNA. 

 

Los RNA ribosómicos son moléculas excelentes para establecer las 

relaciones evolutivas entre los seres vivos. Estas moléculas son funcionalmente 

constantes, se encuentran universalmente distribuidas y su secuencia está 

moderadamente bien conservada a través de amplias distancias filogenéticas lo 

que permite establecer la posición evolutiva más probable existente entre los 

organismos de estudio o de comparación y favoreciendo entonces su 

identificación.  
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Existen tres genes de RNA ribosómico distribuidas a lo largo del operón de 

RNA y que en procariontes tiene diferentes tamaños: el gen 5S cuenta con un 

tamaño de 120 nucleótidos (nt), el gen 16S de 1500 nt y el gen 23S de 2900 nt. 

Estas moléculas cuentan con regiones altamente conservadas que permiten 

realizar alineamientos y por consecuencia, comparaciones directas. De forma 

experimental, el gen 16S es mucho más “manejable” con respecto al 23S por lo 

que se le ha empleado extensivamente para la construcción de bases de datos 

tanto de eucariontes como de procariontes. Estas bases de datos de libre acceso 

permiten la comparación inmediata de secuencias “desconocidas” contra toda la 

información contenida en ellas (Madigan & Martinko, 2006). 

 

Técnicas basadas en la información genética de los microorganismos para 

lograr su identificación, por ejemplo, la secuenciación de su genoma o de algún 

gen en específico, permiten la amplificación (aumento en el número) de una 

secuencia definida del DNA a través de una técnica llamada Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR del inglés) para 

posteriormente estudiarla. Es precisamente a partir de la obtención de un cultivo 

puro de un microorganismo que la técnica de PCR puede emplearse para 

amplificar directamente el gen que codifica el RNA ribosómico 16S. 

 

 

2.7.2.1 Reacción en cadena Polimerasa (PCR) 

 

Actualmente, los métodos más específicos e informativos empleados para 

clasificar a los microorganismos se basan en la determinación de secuencias de 

nucleótidos de regiones específicas de DNA, en concreto del gen del 16S 

ribosomal. Esta molécula está universalmente distribuida y es funcionalmente 

homóloga en cada organismo lo que hace que la comparación filogenética sea a 

partir de la identificación de regiones homólogas (Madigan & Martinko, 2006). 
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La PCR fue inventada por Kary Mullis en 1983 y su primera publicación fue 

hasta 1985. Dicha técnica se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa, la 

cual es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a partir de otra ya 

existente. Sus únicos requerimientos: son que existan nucleótidos en el medio que 

son la materia base para fabricar el ADN, y una pequeña cadena de ADN que 

pueda unirse a la molécula que se requiere copiar para que sirva como cebadora ó 

“primer”. Esta técnica emplea mínimas cantidades de ADN (menor a 1 µg), puede 

ser visualizado aproximadamente en 3 horas y por último, los productos de la PCR 

pueden ser purificados para posteriormente ser secuenciados (Kim et al., 2002). 

La técnica de la PCR consta básicamente de 3 etapas fundamentales, 

dividida en varios ciclos (usualmente de 25 hasta 40) y comprende (Figura 4): 

 Desnaturalización (95°C),   

 Alineamiento (55–60°C),  

 Extensión (72°C).  

 

 

Figura 4. Pasos generales de la PCR 

(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcrsteps.gif -agosto, 2009). 
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En una PCR, primeramente se desnaturaliza el ADN por medio de calor 

(95°C) para casi de inmediato bajar la temperatura de modo que los extremos 3’ 

de las hebras sean separados hasta que se puedan aparear con 

oligodesoxinucleótidos complementarios, con la respectiva formación de híbridos 

estables con la molécula que funciona como molde o plantilla. Dichos 

oligonucleótidos funcionan como cebadores (también denominados 

oligonucleótidos, iniciadores o “primers”) de modo que una polimerasa resistente a 

la desnaturalización por calor, la Taq polimerasa (aislada de la bacteria termófila 

Thermus aquaticus y resistente a altas temperaturas) extiende los extremos 3’ de 

ambos oligonucleótidos empleando las hebras del ADN bicatenario como plantilla, 

proceso que se conoce como extensión y que usualmente se lleva a 72°C, por 

tratarse de la temperatura óptima de la Taq polimerasa (Metzker & Caskey, 2001; 

Kim et al., 2002) 

 

Una siguiente desnaturalización pone fin a un ciclo y da comienzo al 

siguiente. Al término del primer ciclo de reacción se obtienen dos copias idénticas 

bicatenarias del ácido nucleico original. Esto se repite alrededor de 25 a 40 veces. 

De esta manera se produce un aumento exponencial del número de copias de la 

secuencia específica igual a 2n, donde n es el número de ciclos. Al término de 

todos los ciclos, la muestra se enfría a 4°C para su conservación y posterior 

análisis. 

Para realizar la técnica de PCR se necesitan los siguientes reactivos (White, 

2005; Newton & Graham 1997). 

 Desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), provee de nucleótidos (Adenina, 

Guanina, Citosina y Tiamina) a la reacción para la síntesis de ADN.                                  

 Oligonucleótidos, secuencias cortas (normalmente de 18 a 22 nucleótidos) 

que se emplean para iniciar la reacción y actúan como secuencias 

complementarias a las dos hebras de ADN.  
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 Iones de magnesio (Mg2+), una concentración óptima de cloruro de 

magnesio (MgCl2), es requerida para la actividad y fidelidad de la enzima 

ADN polimerasa.  

 Búffer, mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la ADN 

polimerasa. 

 ADN (Taq) polimerasa, actúa empleando el ADN molde para sintetizar la 

cadena complementaria. 

 ADN molde, es la muestra que se desea amplificar. 

 Termociclador, aparato que va a mantener la temperatura necesaria en 

cada paso del ciclo de la PCR.  

 

Los productos obtenidos por la PCR se visualizan mediante electroforesis en 

donde se espera observar tanto el tamaño del producto como el número de 

bandas.  

El secuenciamiento del ADN o productos de PCR es la determinación del 

orden de bases en una molécula. Existen básicamente dos métodos: la 

degradación química o método de Maxam-Gilbert y la síntesis enzimática de la 

región a secuenciar o método de los dideoxi de Sanger. En secuenciación, un gran 

avance tecnológico lo constituyó la introducción de equipos automatizados los 

cuáles son usados para separar los productos de las reacciones de secuenciación, 

detectar y finalmente colectar (a través de una computadora) la información de las 

reacciones así como establecer el orden de las bases para automáticamente 

deducir la secuencia del fragmento de ADN de Interés (Hardin, 2001; Maldonado, 

2009). 

2.8 Planteamiento del Problema 

 

Existen pocos reportes acerca de microrganismos habitantes en el tracto 

digestivo del camarón blanco Litopenaeus vanamei. Por lo tanto, resulta 

importante identificar a dichos microorganismos, conocer sus características así 

tratar de establecer su posible utilidad en el área alimentaria o industrial.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

 

Evaluar la diversidad bacteriana cultivable que componen la comunidad 

bacteriana del tracto digestivo (estómago, hepatopáncreas e intestino) en el 

camarón blanco Litopenaeus vannamei, empleando técnicas de identificación 

fenotípicas y genotípicas. 

 

3.2 Objetivos Particulares 

 

Para los microorganismos aislados: 

 Establecer su perfil fenotípico al crecerlos en:  

o Diversas fuentes de Carbono 

o Diversas fuentes de Nitrógeno 

o Diversos compuestos de degradación 

 Establecer la identidad de los aislados con base en su secuencia del gen 

16S rRNA. 

 

 

3.3 HIPÓTESIS 

 

Se aislarán bacterias provenientes del tracto digestivo del camarón que 

corresponderán a distintos grupos bacterianos sin existir alguno predominante y 

distintos de acuerdo con la dilución de donde provenga la muestra de estudio.  
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4. MATERIALES Y METODOS 

 

En el presente trabajo se realizaron distintos análisis microbiológicos y 

moleculares para el aislamiento selectivo y para la caracterización feno- y 

genotípica de microorganismos obtenidos de las muestras del tracto digestivo de 

machos Litopenaeus vannamei. 

 

El estudio microbiológico constó de las siguientes determinaciones:         

a) Utilización de medios de cultivo específicos  

b) Características morfológicas macroscópicas  

c) Utilización de fuentes de carbono  

d) Utilización de fuentes de nitrógeno 

e) Caracterización en pruebas de degradación 

 

El estudio molecular constó de lo siguiente: 

a) Extracción de ADN 

b) Electroforesis horizontal 

c) PCR con primers 27f/1525r 

d) Secuenciamiento del producto de PCR 

 

Un diagrama indicativo (diagrama de flujo) de las diferentes etapas que el 

presente trabajo de investigación incluyó se anexa a continuación (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

Figura 5. Esquema general del trabajo de investigación 
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4.1 Cultivo y aislamiento de cepas 

 

Los organismos que se utilizaron pertenecen a la especie Litopenaeus 

vannamei, sexo machos, los cuales fueron adquiridos en la granja comercial “La 

Marca” en la etapa de postlarvas y alimentados hasta la etapa de juveniles en el 

área de estanques de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigación 

(UMDI), perteneciente a la UNAM en la comunidad de Sisal, Hunucmá, Yucatán.  

Las muestras fueron obtenidas del tracto digestivo del camarón blanco y 

se realizaron dos diluciones tomando un gramo de peso y colocándolo en 9 

mililitros de solución salina isotónica (todo en condiciones asépticas) hasta su 

empleo. Se generaron entonces tres muestras etiquetadas como se indica a 

continuación: 

 Tubo Digestivo  

 Tubo Digestivo 10-1 

 Tubo Digestivo 10-2 

 

  

Se preparó medio de cultivo GYEA y GYEA marino (Anexo 1). El medio 

“marino” indica que se empleó agua marina en lugar de agua destilada para su 

elaboración. De cada medio se realizó una dilución 1:100 para favorecer las 

condiciones oligotróficas que posiblemente los microorganismos encuentran en 

ambientes acuáticos. Se añadió un antibiótico (Penicilina 20g/mL) para tratar de 

favorecer el aislamiento de ciertos grupos bacterianos y limitar el crecimiento de 

bacterias “contaminantes”.   

Cada muestra se sembró por duplicado en los 4 diferentes tipos de medio 

GYEA con una micropipeta p200 (Gilson, Francia) y una cantidad de 75 L. Cada 

muestra se distribuyó homogéneamente en cada medio de cultivo con un asa en 

forma de L de forma circular, hacia arriba y hacia abajo. 

Las cajas Petri se incubaron a 30 °C y se observó el crecimiento a los 7 y 

14 días. Se registró el crecimiento de las colonias así como las características 
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morfológicas. De las cajas Petri de aislamiento las colonias se resembraron en 

medio GYEA y GYEA marino (sin antibiótico) asignándoles un código para 

identificarles dejándose crecer por entre 7 y 9 días. Al pasar este tiempo se fueron 

registrando los crecimientos y características de cada aislado en una hoja de 

cálculo Excel (Microsoft, EUA) repitiéndose el procedimiento cuantas veces fuese 

necesario hasta obtener cultivos puros. A cada aislado puro se le tomó fotografía 

con una cámara digital (Sony, Japón) para agruparlos con base en sus 

características de crecimiento. De los grupos formados se designó un 

representante aleatoriamente al cual se le realizaron las pruebas fenotípicas y 

genotípicas como se describe a continuación. 

 

4.2 Utilización de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno 

Se evaluó el crecimiento de los microorganismos en 30 fuentes de carbono  

y 16 fuentes de nitrógeno (Tablas 1 y 2 respectivamente), todos obtenidos de 

Sigma-Aldrich, EUA. 

 

Para la preparación de los medios de cultivo se pesaron 1 g de las fuentes 

de carbono y 0.1 g de las fuentes de nitrógeno y ambas se disolvieron en 20 mL 

de agua bidestilada. Por separado, se prepararon dos medios: ISP-9 (International 

Streptomyces Project, del inglés) para las fuentes de carbono y medio basal para 

las fuentes de nitrógeno (Shirling & Gottlieb, 1966; Anexos).  

 Cada una de las soluciones de las fuentes de carbono y nitrógeno fueron 

esterlizadas por tindalización (3 días consecutivos 100 °C por 30 minutos) 

mientras que los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave Sterilimatic a 

15 libras de presión, a 121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizados ambas 

partes, es decir el medio de cultivo y la fuente de carbono y/o nitrógeno), se 

dejaron enfriar aproximadamente a 45°C y se mezclaron individualmente previo a 

verter en cajas Petri de plástico estériles.  
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Tabla 1. Fuentes de carbono seleccionadas para la caracterización fenotípica 
(concentración final de cada fuente de carbono: 1.0%). 

 Fuentes de 

Carbono 
Tipo 

 Fuentes de 

Carbono 

Tipo 

1 Acido Benzoico Acido Carboxílico 16 Maltosa Disacárido 

2 Ácido Malónico Ácido Dicarboxílico 17 Manitol Poli-alcohol 

3 Acido Mucico Monosacarido 18 Manosa Monosacárido 

4 Acido Oxálico Acido Carboxílico 19 Melobiosa Disacárido 

5 Acido Pirúvico  20 Melozitosa Disacárido 

6 Adonitol Monosacárido 21 Pectina Polisacárido 

7 Arabinosa Monosacárido 22 Rafinosa Trisacárido 

8 Celobiosa Disacárido 23 Ramnosa Monosacárido 

9 Dextrano Polisacárido 24 Ribosa Monosacárido 

10 Dextrosa Monosacárido 25 Sorbitol Polialcohol 

11 Dulcitol Polialcohol 26 Sorbosa Monosacárido  

12 Fructosa Monosacárido 27 Sucrosa Disacárido 

13 Galactosa Monosacárido 28 Trehalosa Disacárido 

14 Inositol Polialcohol 29 Xilitol Poli-alcohol 

15 Lactosa Disacárido 30 Xilosa Monosacárido 

 
 
Tabla 2. Fuentes de nitrógeno seleccionadas para la caracterización fenotípica 
(concentración final de cada fuente de nitrógeno: 0.1%). 
 

 Fuentes de 

Nitrógeno 
Tipo 

 Fuentes de 

Nitrógeno 

Tipo 

1 Ácido aspártico Ácido 9 leucina Alifático 

2 Ácido glutámico Ácido 10 Metionina  

3 Adenina Base nitrogenada 11 Norleucina  

4 Alanina Alifático 12 Ornitina Dibásico 

5 Arginina Básico 13 Prolina Alifático 

6 Fenilalanina Aromático 14 Serina Hidroxilado 

7 Histidina Básico 15 Triptófano  Aromático 

8 Isoleucina Alifático 16 Valina Alifático 
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Dos días antes del empleo de los medios con las fuentes de carbono y 

nitrógeno, se prepararon suspensiones de los microorganismos “representantes” 

de cada grupo tomando de 3 a 4 asadas de biomasa “fresca” (crecimiento en 

GYEA por 7-10 días) y colocándolos en tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenían 

solución salina isotónica estéril. Cada suspensión se adecuó al tubo 0.5 de la  

escala de McFarland, de manera que todas las suspensiones de microorganismos 

estuvieran lo más homogéneas posibles y de concentración conocida. Cada 

suspensión se guardó en refrigeración hasta su uso. 

A cada caja Petri con las fuentes de carbono y de nitrógeno se le agregaron 

10 microlitros de suspensión de microorganismo colocado con una pipeta Gilson 

(Francia) dejándose incubar a 30°C revisando las cajas a los 7, 14 y 21 días 

nuevamente en una hoja de cálculo de Excel (Microsoft EUA). 

La ponderación de los valores presentados en las tablas de la 

caracterización fenotípica se basó principalmente en el desarrollo o crecimiento de 

cada uno de los microorganismos al comparar contra dos o tres cajas Petri 

dependiendo si la evaluación era de las fuentes de carbono o de nitrógeno. Para 

las fuentes de carbono la comparación se realizó contra dos cajas Petri, una cuya 

fuente de carbono es Glucosa (Dextrosa) y considerada como un control “positivo” 

y contra una caja Petri a la que no se le agregó ninguna fuente de carbono (control 

negativo). Para las fuentes de nitrógeno solo se compara contra una caja que 

contiene agua en lugar de una fuente de nitrógeno (control negativo). La ausencia 

o presencia de crecimiento-desarrollo se indicó con base en un sistema de cruces 

con un máximo de 5 cruces (xxxxx) para excelente y (-) para la ausencia de 

crecimiento y con diferentes rangos de desarrollo (cruces) entre los extremos. 

4.3 Pruebas de degradación de sustratos 

Empleando el medio GYEA como base, se prepararon cajas Petri a las 

cuáles se les agregó el compuesto por degradar previo a su esterilización en 

autoclave bajo las condiciones indicadas previamente. Una vez pasado el tiempo 

de esterilización y que la temperatura del medio estuviera alrededor de los 45ºC, 
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éste se vació en cajas Petri para posteriormente ser inoculado con suspensiones 

(10 microlitros) de los microorganismos de estudio. Los compuestos empleados en 

las pruebas de degradación se indican en la siguiente tabla (Tabla 3). 

 
Tabla 3. Compuestos empleados para las pruebas de degradación indicándose 
entre paréntesis la concentración final de cada compuesto en el medio. 

 

Adenina (0.4%) 

Caseína (0.5%) 

Hipoxantina (0.4%) 

Tirosina (0.5%) 

Xantina (0.4%) 

 

 

4.4 Extracción de ADN de los aislados 

 

En tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL (previamente marcados con la 

clave correspondiente a cada cepa), se homogeneizaron dos asadas de biomasa 

fresca de microorganismos con 100 µg de perlas de vidrio y 500 µL de búffer 

Glucosa-Tris-EDTA (ambos, Sigma-Aldrich, EUA).  Posteriormente se colocaron 

los tubos Eppendorf en el refrigerador (4°C) durante 12 horas. Al transcurrir el 

tiempo, se retiraron del refrigerador y se agitaron constantemente en un vórtex 

(Daigger-Genie 3, EUA) a velocidad máxima durante 15 minutos. Una vez 

transcurrido ese tiempo, los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 14,500 rpm 

en una minicentrífuga MiniSpin-Plus (Eppendorf, EUA) recuperándose ahora el 

sobrenadante de cada tubo (aprox. 400 µL) que se transfirieron a un nuevo tubo 

Eppendorf estéril de 1.5 mL. A cada tubo con el sobrenadamente se le adicionó un 

volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (24:24:1 v/v respectivamente; 

Sigma-Aldrich, EUA) mezclándose los contenidos por inversión y en el vórtex 

durante 5 segundos. Luego de centrifugarlos por 15 minutos a 14,500 rpm en la 

minicentrífuga indicada previamente, se observaron dos fases y se volvió a 

transferir la superior a un nuevo tubo Eppendorf con la ayuda de una micropipeta 

Gilson (Francia). El procedimiento de extracción de los ácidos nucleicos se repitió 
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una segunda ocasión a fin de eliminar la mayor cantidad de proteínas que se 

observa como una interfase o película blanquecina entre ambas fases.   

 

Una vez realizadas las dos extracciones, se agregó un volumen doble al 

presente en cada tubo de etanol frío al 99% (Sigma-Aldrich, EUA) para precipitar 

los ácidos nucleicos y se dejaron en el refrigerador por 12 horas. Transcurrido el 

tiempo, los tubos nuevamente se centrifugaron por 15 minutos a 14,500 rpm en la 

misma minicentrífuga Mini-Spin Plus y se decantó el sobrenadante cuidando de no 

traerse una “pastilla” blanca que es indicativa de la precipitación de los ácidos 

nucleicos.  

 

La pastilla de material genético “pegada” en una de las paredes del tubo 

Eppendorf se lavó con 200 µL de etanol al 70%, se repitió este proceso en dos 

ocasiones. Los tubos nuevamente se centrifugaron a 14,500 rpm durante 15 

minutos para posteriormente eliminar el remanente de etanol de lavado por 

decantación y dejando los tubos secar a temperatura ambiente por inversión sobre 

papel absorbente durante 12 horas. El material genético se reconstituyó en 100 µL 

de búffer 1x Tris-EDTA (TE) y su visualización se realizó por electroforesis 

horizontal.  

 

4.5 Electroforesis Horizontal 

 

Para la preparación del gel, en una balanza analítica (Mettler Toledo, EUA) 

se pesó 1 g de agarosa (Bioline, EUA), la cual se homogeneizó con 100 mL de 

buffer Tris-ácido bórico-EDTA (TBE) 0.5X en un vaso de precipitados de 250 mL 

calentándose hasta disolución en un horno de microondas (LG, México). A ésta 

disolución se agregó 1 µL de Bromuro de etidio (EtBr; Sigma-Aldrich, EUA) y la 

agarosa se dejó enfriar durante 10 minutos en una campana de extracción. Una 

vez transcurrido este tiempo se vertió en una cámara de electroforesis horizontal 

con peines de plástico de 20 pozos. Una vez polimerizado el gel (30-45 minutos) 

se retiraron los peines, se colocó en la cámara de electroforesis y se agregó búffer  
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TBE 0.5X hasta cubrirlo completamente. Del material genético reconstituído  se 

tomaron 2 μL que se mezclaron con igual volumen de búffer de carga 

depositándose cuidadosamente en cada uno de los pozos generados al retirar los 

peines del gel. En los extremos del gel se colocaron (2 μl) de marcador molecular 

(1000 pares de bases; Bioline, EUA). Los respectivos electrodos (+ y -) se 

conectaron a la cámara de electroforesis y a la fuente de poder, ésta última 

programándose a 100 Voltios por un tiempo de 35 minutos. Una vez transcurrido 

el tiempo de electroforesis, el gel se observó bajo un transiluminador de luz 

ultravioleta (Probiotek, México). La imagen resultante se capturó en un 

fotodocumentador UVISAVE (Probiotek, México) y se guardó en una memoria 

CompactFlash de 256 MB (Kingston Technology, EUA) en formato TIFF. Las 

imágenes se transfirieron al disco duro de una computadora PC para visualizarse 

con cualquier software de imágenes. La presencia del material genético luego de 

la electroforesis horizontal y se identificó el DNA por su visualización como una 

banda de alto peso molecular al compararse contra el carril o los carriles del 

marcador de peso molecular.   

 

 

4.6 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

Una vez comprobado que se hubiera extraído el DNA de cada uno de los 

microorganismos representativos de cada grupo formado, se realizó una PCR para 

amplificar el gen 16S rRNA empleando los oligos 27f (5’-

AGAGTTTGATCCTGGGTCAG-3’) y 1525r (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) 

específicos para procariotes. La mezcla de reacción (Tabla 5) fue la empleada 

para cada tubo de reacción y se repitió o se realizaron ligeras modificaciones 

hasta obtener un producto de PCR de buena calidad y del tamaño esperado 

(aprox. 1500 pares de bases (pb)). 

El programa de amplificación para la PCR se llevó a cabo en un 

termociclador Labnet (Labnet International, EUA), que consistió en las siguientes 

condiciones de reacción: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos (desnaturalización inicial), 
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seguido de 35 ciclos compuestos por 95°C por 1 minuto (desnaturalización), 60°C 

por 1 minuto (alineamiento) y 72°C por 1 minuto (extensión). Una vez terminado el 

tiempo de la reacción de amplificación, el producto de PCR de cada muestra se 

examinó por electroforesis horizontal en un gel al 1% de agarosa, teñido 

nuevamente con EtBr. Este gel se corrió manera similar a lo descrito previamente 

para el gel de electroforesis del material genético pero empleando 5 microlitros del 

producto de PCR de cada representante de los grupos microbianos y colocando 

en cada pozo del gel un total de 7 microlitros. Una vez concluido el corrimiento se 

observó el gel bajo un transiluminador UV esperando un producto de PCR de 

aproximadamente 1500 pb por comparación con el carril o los carriles del 

marcador de peso molecular. 

 

Tabla 5. Concentración y cantidades de los reactivos de la mezcla de PCR.  
 

Reactivo Volumen (µL) 

Búffer (10X; Bioline, EUA) 5 

MgCl2 (50 mM; Bioline, EUA) 1.5 

dNTP’s (10 mM; Bioline, EUA) 1.25 

Primer 27f 0.5 

Primer 1525r 0.5 

ADN 1 

Taq polimerasa (Bioline, EUA) 0.2 

H2O 40.05 

Total 50 

 

 

4.7 Purificación de los productos de PCR 

 

La purificación de los productos de PCR se realizó siguiendo las 

instrucciones del proveedor de acuerdo al manual QIAquick PCR Purification kit 

(Qiagen Ltd, Alemania) como se describe brevemente a continuación. 
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Al producto de PCR restante, es decir 45 microlitros se adicionaron 5 

volúmenes de Buffer PBI por 1 volumen de PCR, es decir, 250L PBI para 50L 

PCR y se transfirieron a una columna QIAquick de 2mL que se centrifugó por entre 

30 y 60 segundos a 13000 rpm. 

 

La columna se transfiere ahora a unos tubos nuevos de 1.5mL y se le 

enjuaga adicionando 0.75 mL del Buffer PE volviéndose a centrifugar por entre 30 

y 60 segundos nuevamente. Este paso se repite hasta que la columna quede 

completamente seca (que no haya mas líquido saliendo de la columna al término 

del período de centrifugación). La columna “seca” se transfiere ahora a otro tubo 

Eppendorf de 1.5 mL nuevo y se le adicionan 50 L de Buffer EB en el centro de la 

membrana para centrifugar durante un minuto. El producto de PCR purificado 

(aprox. 45 microlitros) se colecta en la columna y se corre ahora un gel de agarosa 

(electroforesis horizontal) en la proporción 1 L de Buffer de carga y 5 L del 

producto de PCR purificado en las mismas condiciones que las descritas 

previamente para cada electroforesis horizontal.  

 

4.8 Secuenciamiento del producto de PCR 

 

Los productos purificados se conservaron a una temperatura de -20°C 

hasta obtenerse los productos de todos los representantes de cada grupo y se 

llevaron al Instituto de Biología de la UNAM para su procesamiento de acuerdo a 

las indicaciones de la M. en C. Laura Márquez Valdemar, responsable del 

laboratorio de Biología Molecular de dicho Instituto.  

 

4.9 Comparación empleando GenBank y BLAST 

 

          Las secuencias obtenidas en el Instituto de Biología fueron enviadas en 

archivos de formato ZIP por correo electrónico los cuales al descomprimirse 

mostraban las secuencias resultantes en formato ABI. Los archivos en formato ABI 
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se leyeron con el Software Chromas Pro (Technelysium Pty Ltd, Australia) y el 

texto de la secuencias se exportó en formato Texto al procesador de textos Word 

(Microsoft, EUA). El texto correspondiente a cada una de las secuencias obtenidas 

se copió en dos ventanas, la primera de ellas la de la opción BLAST del sitio 

GenBank y la segunda de ellas la de la base de datos del sitio EzTaxon (Kim et 

al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

De las 22 cajas Petri del aislamiento selectivo, solamente en 16 de ellas se 

obtuvieron colonias como se indica en la tabla 6 así como las características 

macroscópicas. Debe destacarse que la morfología colonial fue variada 

dependiendo del medio empleado. Mientras en algunos casos las colonias eran 

grandes color carne, en otros casos los microorganismos aislados formaron 

colonias amarillas, anaranjadas o inclusive blancas, lo que sugiere e indica que la 

diversidad de bacterias recuperadas fue amplia (Tabla 6). En algunos casos, las 

cajas Petri presentaban un olor penetrante lo que sugiere además que algunos de 

los microorganismos mostraban alta capacidad proteolítica posiblemente del 

extracto de levadura, un componente primordial del medio GYEA. El total de 

colonias que se obtuvieron en el experimento resultó ser de 86. 

 De los 86 microorganismos que aparecieron en las cajas Petri del 

aislamiento selectivo, 77 surgieron a partir de la muestra Tubo digestivo “sin diluir”. 

El que en la caja Petri Tubo Digestivo 1º no hayan aparecido colonias 

seguramente sugiere que hubo algún problema con el procedimiento experimental 

pues su duplicado, es decir la caja denominada caja Petri Tubo Digestivo 2º se 

aislaron 10 colonias.  

En esta primera etapa del trabajo, no se observó ningún patrón para el 

aislamiento de microorganismos. Es decir, indistintamente se aislaron bacterias 

tanto de las cajas Petri con medio GYEA preparado con agua destilada como con 

agua marina. Lo anterior es interesante pues ninguno de los aislados mostraba 

una “dependencia” para crecer en medio de cultivo con agua marina, lo que sí ha 

sido reportado previamente para algunos grupos bacterianos. Cabe destacarse, 

sin embargo, que en el medio preparado con agua marina se aislaron un mayor 

número de colonias independientemente si el medio se encontraba diluído o no. 

En estos medios se aislaron un total de 59 aislados, es decir más de la mitad del 

total de los aislados de esta etapa del trabajo experimental. Además de que los 

números entre un duplicado y otro fueron prácticamente idénticos: 13 aislados 

contra 11 (cajas Tubo Digestivo GYEA) y 17 aislados contra 18 (cajas Tubo 
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Digestivo GYEA1:100). El empleo de las diluciones del Tubo Digestivo, ya fueran 

éstas la dilución 10-1 o la dilución 10-2 no ofreció ninguna diferencia pues se 

obtuvieron únicamente 5 y 4 colonias respectivamente.   

 

Tabla 6. Características macroscópicas de todos los aislados observados en las 

cajas de aislamiento 

 

 

 Una vez registradas las características macroscópicas de todas las colonias 

se procedió a recuperar la mayor cantidad de éstas siempre y cuando tuvieran 

CARECTERISTICAS

GENERALES

Tubo Digestivo  Colonias grandes color carne muy tenue. Se observan bril losas, con textura viscosa y suaves.

1° De superficie plana y sin forma definida

Tubo Digestivo Se observa 1 colonia muy pequeña de color anaranjado, de forma circular, suave y bril losa

2° Se observa 1 colonia grande de color carne, sin forma definida, de superficie plana, bril losa, 

de textura suave y viscosa.

Tubo Digestivo GYEA 

1° (1:100)

Tubo Digestivo GYEA 10 colonias pequeñas color amarillo muy tenua, de superficie plana, forma circular,

2° (1:100) apariencia viscosas , suaves y bril losas

6 colonias pequeñas de color amaril lo, de forma circular, de apariencia bril losa y viscosa

Tubo Digestivo 2 colonias pequeñas de color naranja, de forma circular, apariencia viscosa, bril losa y suave

1° 2 colonias grandes color carne, sin forma definida, planas, apariencia suave y opacas

3 colonias pequeñas color amarillo tenue, sin forma definida, apariencia volcanosa y suaves

Tubo Digestivo 2 colonias pequeñas color naranja, circulares, apariencia suave, bril losas

2° 9 colonias pequeñas color amarillo, circulares, apariencia suave, bril losas y viscosas

Tubo Digestivo GYEA•

 11 colonias pequeñas color amarillo, circulares, de apariencia viscosa y suaves

1° (1:100) 6 colonias grandes color carne, circulares, de apariencia plana, suaves y viscosas

Tubo Digestivo GYEA •

 9 colonias pequeñas de color amaril lo, circulares, apariencia plana, suaves y viscosas

2° (1:100) 9 colonias grandes de color carne, apariencia dura, plana y bril losa, sin forma definida

Tubo Digestivo 10-1
Colonia grande color blanco, de forma circular, bril losa, apariencia suave y viscosa,

1° de superficie plana

Tubo Digestivo 10-1

2°

Tubo Digestivo 10-1 GYEA

1° (1:100)

Tubo Digestivo 10-1 GYEA

2° (1:100)

Tubo Digestivo 10-1

1° y 2°

Tubo Digestivo 10-1 GYEA•



1° (1:100)

Tubo Digestivo 10-1 GYEA•

 Colonia l igeramente grande color carne, de forma circular, bril losa, de superficie plana, 

2° (1:100) de apariencia suave y viscosa

Tubo Digestivo 10-2
Colonia pequeña sin color definido, se apariencia volcanosa, opaca, extendida a lo largo de

1° toda la oril la del plato. Presenta caracteristicas de bascilo

Tubo Digestivo 10-2
Colonia pequeña sin color definido, se apariencia volcanosa, opaca, extendida a lo largo de

2° toda la oril la del plato. Presenta caracteristicas de bascilo

Tubo Digestivo 10-2 GYEA

1° y 2° (1:100)

Tubo Digestivo 10-2
Colonia pequeña sin color definido, se apariencia volcanosa, opaca, extendida a lo largo de

1° toda la oril la del plato. Presenta caracteristicas de bascilo

Tubo Digestivo 10-2

2°

Tubo Digestivo 10-2 GYEA•



1° (1:100)

Tubo Digestivo 10-2 GYEA•

 Colonia pequeña sin color definido, se apariencia volcanosa, opaca, extendida a lo largo de

2° (1:100) toda la oril la del plato. Presenta caracteristicas de bascilo
1

GYEA •



GYEA •

 0

1

0

GYEA

1

1

0

1

1

Colonia pequeña color carne, circular, bril losa, de superficie plana y apariencia suave y viscosa

GYEA

1 Colonia pequeña de color carne muy tenue, de superficie plana, de apariencia suave

GYEA •

 0

GYEA 1 Colonia grande sin color definido, bril losa, suave y viscosa, de apariencia volcanosa

0

MUESTRA MEDIO No. COLONIAS

GYEA 6

0

GYEA 2

10

13GYEA •

GYEA •

 11

17

18

1GYEA
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características morfológicas distintas así como que su “origen” fuera de una caja 

de aislamiento distinta. De esta forma, se terminó trabajando con 25 aislados que 

se etiquetaron de acuerdo a la caja de aislamiento (tabla 7).  

 

Tabla 7. Relación muestra-código  

Muestra Medio Replica Código 

Tubo digestivo  GYEA 1° KEG-AA-01 

Tubo digestivo  GYEA 1° KEG-AA-02 

Tubo digestivo  GYEA 2° KEG-AB-01 

Tubo digestivo  GYEA 2° KEG-AB-02 

Tubo digestivo  
GYEA 
(1:100) 2° KEG-AC-01 

Tubo digestivo  GYEA • 1° KEG-AD-01 

Tubo digestivo  GYEA • 1° KEG-AD-02 

Tubo digestivo  GYEA • 1° KEG-AD-03 

Tubo digestivo  GYEA • 1° KEG-AD-04 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-01 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-02 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-03 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-04 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-05 

Tubo digestivo  GYEA • 2° KEG-AE-06 

Tubo digestivo  
GYEA • 
(1:100) 1° KEG-AF-01 

Tubo digestivo  
GYEA • 
(1:100) 1° KEG-AF-02 

Tubo digestivo  
GYEA • 
(1:100) 2° KEG-AG-01 

Tubo digestivo  
GYEA • 
(1:100) 2° KEG-AG-02 

Tubo digestivo  10-1 GYEA  2° KEG-AH-01 

Tubo digestivo  10-1 GYEA 2° KEG-AH-02 

Tubo digestivo  10-1 
GYEA 
(1:100) 2° KEG-AI-01 

Tubo digestivo  10-1 
GYEA • 
(1:100) 1° KEG-AJ-01 

Tubo digestivo  10-1 
GYEA • 
(1:100) 2° KEG-AK-01 

Tubo digestivo  10-2 GYEA •  1° KEG-AL-01 
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 Las características particulares de cada aislado se resumen en la tabla 8, 

posteriormente en la tabla 9 se observan las imágenes de cada uno de estos 

aislados. Los grupos morfológicos se indican en la tabla siguiente (tabla 10). A 

partir de este agrupamiento se escogió un representante para cada uno de los 

grupos generados como también se indica en la tabla 10.  

 

Tabla 8.  Características generales del Aislamiento 

 

Código Caracteristicas Generales

KEG-AJ-01
Muy poco crecimiento con un ligero tono de color blanco,opaco. Crecimiento en 

pequeñas colonias aisladas, de apaciencia suave 

KEG-AK-01
Poco crecimiento de color naranja, de superficie plana, de apariencia suave y 

viscosa

KEG-AL-01
Crecimiento abundante sin coloracion, de apariencia seca, en relieve. Prescencia 

de bascilo

KEG-AB-01
Crecimiento abundante de color amarillo, con brillo, de apariencia suave, viscosa, y 

en relieve

KEG-AA-01
Crecimiento abundante, incoloro, de apariencia suave, viscosa y de superficie 

plana, brillosa

KEG-AA-02
Crecimiento regular, incoloro, de apariencia suave, viscosa y de supercie plana y 

brillosa

KEG-AB-02
Crecimiento abundante, incoloro, de apariencia suave, viscosa y de superficie 

plana, brillosa

KEG-AC-01
Crecimiento regular, de color blanco, en relieve, de apariencia suave y seca. 

Presenica de bascilo

KEG-AD-01
Crecimiento abundante de color amarillo,con brillo, de apariencia suave, viscosa, y 

en relieve

Muy poco crecimiento con un ligero tono de color blanco,opaco. Crecimiento en 

pequeñas colonias aisladas, de apaciencia suave 

Crecimiento abundante de color amarillo en un tono mostaza, de apariencia suave y 

viscosa, de superficie plana
KEG-AD-02

KEG-AD-03
Muy poco crecimiento con un ligero tono de color blanco,opaco. Crecimiento en 

pequeñas colonias aisladas, de apaciencia suave 

Muy poco crecimiento con un ligero tono de color blanco,opaco. Crecimiento en 

pequeñas colonias aisladas, de apaciencia suave 
KEG-AD-04

Poco crecimiento de color naranja muy tenue,con brillo, de apariencia suave y 

viscosa

KEG-AF-02

KEG-AE-01
Crecimiento abundante de color carne, muy tenue la coloracion, brillosa, y de 

apariencia suave y viscosa.

KEG-AE-02
Crecimiento abundante de color amarillo en un tono mostaza, de apariencia suave y 

viscosa, de superficie plana

Crecimiento abundante de color amarillo en un tono mostaza, de apariencia suave y 

viscosa, de superficie plana
KEG-AE-03

KEG-AE-04
Muy poco crecimiento con un ligero tono de color blanco,opaco. Crecimiento en 

pequeñas colonias aisladas, de apaciencia suave 

KEG-AE-05

KEG-AE-06

KEG-AF-01

Crecimiento regular de color amarillo muy claro, sin brillo, de superfiecie plana, de 

apariencia suave unicamente

Crecimiento abundante de color amarillo , de apariencia suave y seca, crecimiento 

en relieve.

Poco crecimiento de color amarillo claro un poco brilloso, de apariencia suave y 

viscosa, crecimiento en relieve.

Crecimiento abundante sin coloracion, de apariencia seca, en relieve. Prescencia 

de bascilo
KEG-AI-01

Poco Crecimiento de color amarillo

Poco crecimiento color blanco, de apariencia seca y suave

Crecimiento abundante sin coloracion, de apariencia seca, en relieve. Prescencia 

de bascilo

KEG-AG-01

KEG-AG-02

KEG-AH-01

KEG-AH-02
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Tabla 9. Relación Imagen-Código de cada aislado. 

 

 

Código Codigo Imagen

KEG-AK-01

KEG-AE-06

KEG-AL-01

KEG-AH-02

KEG-AI-01

Imagen

KEG-AH-01

KEG-AJ-01

KEG-AF-02

KEG-AG-01

KEG-AG-02

KEG-AE-04

KEG-AE-05

KEG-AF-01

KEG-AE-01

KEG-AE-02

KEG-AE-03

KEG-AD-02

KEG-AD-03

KEG-AD-04

KEG-AB-02

KEG-AC-01

KEG-AD-01

KEG-AA-01

KEG-AA-02

KEG-AB-01

t 
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Tabla 10. Generación de grupos con base en sus características morfológicas  

 

 

Grupo Codigos Representante Foto Representante

KEG-AA-01

KEG-AA-02

KEG-AB-02

KEG-AB-01

KEG-AD-01

KEG-AD-02

KEG-AE-02

KEG-AE-03

KEG-AD-03
KEG-AD-04
KEG-AE-04
KEG-AF-02
KEG-AJ-01

Grupo 5 KEG-AE-01 KEG-AE-01

Grupo 6 KEG-AE-05 KEG-AE-05

Grupo 7 KEG-AE-06
KEG-AE-06

Grupo 8 KEG-AF-01 KEG-AF-01

Grupo 9 KEG-AH-01 KEG-AH-01

Grupo 10 KEG-AG-01 KEG-AG-01

Grupo 11 KEG-AG-02 KEG-AG-02

Grupo 12 KEG-AK-01 KEG-AK-01

Grupo 1

Grupo 2 KEG-AD-01

Grupo 3 KEG-AD-02

Grupo 4 KEG-AD-04

KEG-AA-01
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 Los aislados KEG-AC-01, KEG-AH-02, KEG-AI-01 y KEG-AL-01 dejaron de 

crecer luego de varias resiembras a pesar de diversos intentos en otros medios de 

cultivo. Lo anterior hizo que del número “original” de 25 aislados tuviera que haber 

una reducción a 21 los cuáles se agruparon en 12 “grupos” morfológicos, muchos 

de ellos con un único representante (“grupos” morfológicos del 5 al 12, tabla 9).  

 

           A los representantes de estos 12 grupos se les extrajo DNA 

satisfactoriamente, de acuerdo al protocolo de extracción de DNA descrito en la 

sección de materiales y métodos. La figura 6 muestra la extracción del material 

genético de cada uno de los representantes morfológicos luego de una 

electroforesis horizontal. 

 

        Figura 6. ADN extraído a los representantes de los 12 grupos. 

 

               A pesar de trabajar con el material genético de los 12 representantes 

(Figura 6), solamente se logró la amplificación de 7 de ellos, específicamente de 

los grupos 2, 3, 4, 8, 9, 11 y 12. En la Figura 7 se observan los productos de PCR, 

con aquellas muestras que dieron positivas así como negativas.  

 

 

     Figura 7. Producto de PCR 27f/1525r. 
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           Los resultados positivos para los productos de PCR fueron para 7 de los  

grupos, estos son el Grupo 2 (KEG-AD-01), grupo 3 (KEG-AD-02), grupo 4 (KEG-

AD-04), grupo 8 (KEG-AF-01), grupo 9 (KEG-AH-01), grupo 11 (KEG-AG-02) y 12 

(KEG-AK-01). Estos 7 representantes se purificaron para mandarlos a secuenciar 

al Instituto de Biología y en la figura 8 se observan los productos de purificación de 

PCR de los grupos ya mencionados anteriormente. 

 

 

Figura 8. Productos de purificación de PCR. 

 

          Los productos mandados a secuenciar al Instituto de Biología, se recibieron 

en archivos electrónicos los cuales se capturaron y se compararon con la base de 

datos de BLAST y posteriormente con EzTaxon, para poder obtener mejores 

referencias sobre los microorganismos obtenidos. Los resultados obtenidos para 

ambas comparaciones se encuentran en la sección de Anexos y un resumen de 

los resultados obtenidos en la siguiente lista:  

 

 KEG-AD-01 (Grupo 2) Serinicoccus chungangensis 

 KEG-AD-02 (Grupo 3) Halobacillus truperi 

 KEG-AD-04 (Grupo 4) Demequina globuliformis 

 KEG-AF-01 (Grupo 8) Halobacillus truperi 

 KEG-AH-01 (Grupo 9) Staphylococcus epidermidis 

 KEG-AG-02 (Grupo 11) Demequina globuliformis 

 KEG-AK-01 (Grupo 12) Bacillus hwajinpoensis 
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El hecho de que las secuencias de los representantes de los Grupos 3 y 4 

correspondieran con las de los Grupo 8 y 11 (Halobacillus truperi y Demequina 

globuliformis, respectivamente) hizo que para las pruebas fenotípicas solo se 

tomaran 5 representantes “diferentes” con los resultados totales de crecimiento en 

el Anexo 9.4. 

 

          Adicionalmente, se puede observar que dos representantes de grupo 

pertenecen a la clase Actinobacteria, es decir a los géneros Demequina y 

Serenicoccus mientras que las otras secuencias corresponden al grupo bacteriano 

conocido genéricamente como “Firmicutes”, es decir bacterias con un bajo 

contenido de Guanina y Citocina. Es interesante resaltar que el género 

Hallobacillus es usualmente mencionado o relacionado a las bacterias lácticas o 

BAL.   

  

 Con los resultados de las pruebas fenotípicas para aquellos aislados que 

por secuencia pertenecieron a la clase Actinobacteria y con base en información 

bibliográfica se realizaron tablas de comparación (tablas 11 y 12) a fin de lograr 

establecer una similitud entre la especie descrita en la literatura y los aislados del 

presente trabajo. Lo anterior solamente se realizó para aquellos de la clase 

Actinobacteria pues el género Bacillus y Hallobacillus son complejos con respecto 

a sus perfiles metabólicos.  

 

Tabla 11. Tabla comparativa contra la especie Serenicoccus chungangensis. 

 

Colonias

Galactosa

Leucina

Ribosa

Triptofano

Valina

(w), weakly positive (debil)

(+), positivo

(-), negativo

+

amarillas 

w

+

w

w

+

G2 (KEG-AD-01) Serinicoccus chungangensis

amarillas

-

-

-

-
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Tabla 12. Tabla comparativa contra la especia Demequina globuliformis. 

 

 De acuerdo a las tablas comparativas, se observa que el aislado KEG-AD-

01 y Serinicoccus chungangensis podría ser la misma especie pues su única 

diferencia se encuentra en la utilización de leucina por parte de S. chungangensis 

y nuestro aislado no. Es decir, nuestro aislado seguramente corresponde a S. 

chungangensis aunque hay que destacar que la información en la literatura fue 

muy pobre a comparación con la información obtenida en este trabajo.  

 

Con respecto al aislado KEG-AD-04 y su comparación en la literatura con 

Demequina globuliformis, en este caso a pesar de la similitud de la secuencia del 

gen 16S rRNA, podríamos asumir que nuestro aislado corresponde a una nueva 

especie pues las pruebas realizadas demuestran que KEG-AD-04 es diferente en 

pruebas tales como degradación de adenina, utilización de arabinosa y de 

arginina, por citar unas cuantas. 

 

Adenina

Arabinosa

Arginina

Caseina

Celobiosa

Fructosa

Galactosa

Lactosa

Leucina

Maltosa

Manitol

Manosa

Rhamnosa

Sucrosa

Tirosina

Valina

Xantina

Xilosa

(+), positivo

(-), negativo

+

-

+

+

+

+

+

-

+ +

-

+

-

-

+

+

-

+

+ +

+

+

-

+

-

+

+ -

- +

+ +

G4 (KEG-AD-04) Demequina globuliformis

- +

+ -
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6. CONCLUSIONES 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, podemos resaltar las 

siguientes conclusiones: 

 

 Se aislaron microorganismos de posible interés tanto Firmicutes como de la 

clase Actinobacteria. 

 

 Se obtuvieron aislados BAL que aunque no eran de interés específico para 

este proyecto, sugieren un posible rol dentro del tracto digestivo del 

camarón. 

 

 El representante del grupo 9, seguramente se generó a partir de una 

contaminación pues no hay reportes de la presencia de Staphylococcus 

epidermidis en tractos digestivos.  

 

 Los microorganismos de la clase Actinobacteria seguramente son 

componentes del tracto digestivo del camarón pues de acuerdo con la 

literatura, otras especies de esos géneros han sido recuperadas de 

ambientes acuáticos.  
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Sería adecuado estudiar nuevamente a los aislados del grupo cuyo 

representante correspondió a Staphylococcus epidermidis.   

 

 Realizar otros aislamientos selectivos, por ejemplo cambiando el antibiótico 

para observar si se llega a aislar lo mismo o si aparecen nuevos grupos 

microbianos.  

 

 Establecer el papel de los microorganismos identificados dentro del tracto 

digestivo del camarón. 

 

 Establecer más pruebas al aislado KEG-AD-02 para determinar el tipo de 

cepa o si se representa una cepa nueva. 
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9. ANEXO 

 

9.1. Medios de Cultivo 

Todos los medios de cultivo empleados en el presente trabajo, fueron esterilizados 

a 15 lb, 121 °C por 15 minutos. 

 

GYEA  
(Agar Glucosa extracto de Levadura; Gordon 

y Mihm, 1962) 

Glucosa 10 g 

Extracto de Levadura 10 g 

Agar 12 g 

Agua destilada 1000 mL 

pH 7.2 

 

GYEA Marino 
(Agar Glucosa extracto de Levadura; Gordon 

y Mihm, 1962) 

Glucosa 10 g 

Extracto de Levadura 10 g 

Agar 12 g 

Agua marina 1000 mL 

pH 7.2 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

MEDIO BASAL (Fuentes de Nitrógeno) 

(Shirling y Gottlieb, 1966) 
D-glucosa 10 g 

MgSO47H2O 5 g 

NaCl 0.5 g 

FeSO4H2O 0.01 g 

K2HPO4 1.0 g 

Agar 18 g 

Agua destilada 1000 mL 

pH 7.4 
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ISP-9 (Fuentes de Carbono) 

(Shirling y Gottlieb, 1966) 

(NH4)SO4 2.64 g 

KH2PO4 2.38 g 

K2HPO43H2O 5.65 g 

MgSO47H2O 1.0 g 

Solución sales traza 

(Pridham y Gottlieb) 

1 mL 

Agar 18 g 

Agua destilada 1000 mL 

pH 6.8-7.0 

 

9.2 Soluciones y Búffers de trabajo 

GTE  
(100mL; Micklos y Freyer, 1990) 

Glucosa al 40% (m/v) 2.27 mL 

EDTA 0.5M pH 8 2.0mL 

Tris-HCl pH 8 2.5 mL 

H2O 93.23 mL 

 
 

Búffer TBE 10X  
(Micklos y Freyer, 1990) 

Tris base 11.6g 

Ácido bórico 8.42 g 

EDTA sódico 0.98g 

H2O 1000mL 
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9.3 Secuencias y resultados de la opción BLAST para cada uno de los 

aislados 

9.3.1 Secuencia KEG-AD-01 (1499 pares) 

TGCTTACACATGCAAGTCCAACGATGAAGCGGTGCTTGCACCGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGAGTAACCTGCCTTCCACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATATGACATTGCC
CTGCATGGGGTGGTGTGGAAAGATTTAGTTCGGTGGTAGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGG
GGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCCTTGACGAAGCCCTTTGGGGTGACG
GTAGGGGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGCTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCC
CGGGTCTGCAGTGGGTACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG
AATGCGCATATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACTACTGACGCTGAGAAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTG
GGTCCCATTCCACGGGGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTTGTGGCTGGTGTAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC
GTTCCATGTTGCCAGCAACACCTTTTGGGTGGTTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTAC
AAAGGGCTGCGATCCCGTGAGGGGGAGCGAATCCCAGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGACGG
AGCTGTCGAAGGTGGGACTGGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTG
GGATCACCTCCAT 
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9.3.2. Secuencia KEG-AD-02 (1509 pares) 

GCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGCGGGAAGCGAGTGGATCCCTTCGGGGTGAAGCTCGTGGAACG
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGG
CTAATGCCGGGTAATACTTTCTTTCGCATGAAGGAAAGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTACAGATG
GGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGAT
TACATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTG
AAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCCAAGCAACGCAAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TTGGACAATCCTAGAGATAGGACTTTCCCTTCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG
GCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGTAGCAAATCC
CATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCA
ACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCCAATGATTGGGGTGAAG
TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGGAATCACCTTC 

 

 

 

 

 

 



60 
 

9.3.3. Secuencia KEG-AD-04 (1637 pares) 

CTGGCGGCGTGCTTACACATGCAAGTCCAACGGTGAAGCGAGAGCTTGCTCTTGTGGATCAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCAGACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGA
TAAGCGGCACCACCGCATGGTGAGTGTTGGGAAAGATTTTTTGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGC
TTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTG
ATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA
GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCT
CAACCTCGGGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGC
GGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACAACTGACGCTGA
GGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAG
ATGTGGGGACTATTCCATGGTTTCCGCGTCGCAACTAACGCATTAAGTGCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTCTATCCCTAGAGATAGGGAGTGATTTTTTCGCCGTAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGG
GCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGAC
CTCATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGTCGGCCTAACTCTTTGAGAGGGAGACGT
CTAAGGTGGGATTGGCGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCAC
CCTCCATTAGACGTCTCCCTCTCAAAGAGTTAGGCCGACGGCTTCGGGGTGTTACCGACTTTCGTGACTTGA
CGGGGGGTGTGTCAGGGCCGGGAACGTTTTTAACGGAGAGTTGGTGTGCGCGAATAATAGCGACTCCCCG
TTTATG 
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9.3.4 Secuencia KEG-AF-01 (1466 pares) 

GCGGGAAGCGGGTGGATCCCTTCGGGGTGAAGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAATACTTTCTTTCGCA
TGAAGGAAAGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTACCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAA
CGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAAT
AGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTATATATGTGGAGGAACACCCGTGGGCGAAGGCCACTCTCTGGTCTG
TTTCTGACGCTGAGGTGCCAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCCGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCCCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCGGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGCGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCAAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACAATCCTAGAGATAGGACTTTCCCT
TCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAG
GCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTT
GGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCCAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGT
GCGGCTGGAATCACCTCCAT 
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9.3.5 Secuencia KEG-AH-01 (1495 pares) 

GGCGGTAGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCG
GATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGA
AAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGA
ACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAAAA
GAAGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCATAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCCAAGCAACGCGAACAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAG
ATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGA
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCA
GTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACG
GTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTG
GAGTAACCATTTGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG
TATCGGAAGGTGCGGCTGGGATCACCTCCAT 
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9.3.6 Secuencia KEG-AG-02 (1668 pares) 

TGGCGGCGTGCTTAACCATGCAGTCGAACGGTGAAGCGAGAGCTTGCTCTTGTGGATCAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCAGACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATAA
GCGGCACCACCGCATGGTGAGTGTTGGGAAAGATTTTTTGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTG
TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT
GACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCA
ACCTCGGGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGG
TGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACAACTGACGCTGAGG
AGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGAT
GTGGGGACTATTCCATGGCTTCCGCGTCGCACCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCCCAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTTCCATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTCTATCCCTAGAGATAGGGAGTGATTTTTTCGCCGTA
TACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAG
GGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCG
ACCTCATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGTCGGCCTAACTCTTTGAGAGGGAGAC
GTCTAAGGTGGGATTGGCGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATC
ACCCTCCTTAGACGTCTCCCTCTCAAGAGTTAGGCCGACGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACTTGAC
GGGCGGTGTGTTCAGGCCCGGGAACGTTTTCCCCGCAGCGTTGCTGATCCGCGATTACAGAGACTCCAACT
TAATGAGGTAGAGTAGCGGACACCATCCGAGCGGGGACGGTTTCTTGGGTTCGGCCCCTT 
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9.3.7 Secuencia KEG-AK-01 (1496 pares) 

GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAAGAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATCTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGGT
AATACATCGCACCGCATGGTGCAATGTTGAAAGTTGGCCTTTGGATATCACTGCGGGATGGGCCCGCGGCG
CATTATCTATTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACAATGCGTATCCCACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCCCAATGGACAAA
AGTCTGACAGAGCAACGCCGCGTGAGTGACAAAAGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTT
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGAGTGCAAA
AAAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTATATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGCAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGGTTCCACCCTCACTGCTGAAGTTAACACATTACA
CACTCCGCCGGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGAATTGAGCGGGGGCCCGCACAAGCAGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTGGAG
ACAGGACGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCAACACCGCGAGGTGAAGCAAATCCCATAAAGCCGTTC
TCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGGGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA
GCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGGATCACCTC 

 

 

 

 

 

 



65 
 

9.4 Tablas de resultados de Pruebas Fenotípicas 

Tabla 13. Crecimiento de aislados en pruebas de Degradación de Sustratos. 

 

 Tabla 14. Crecimiento de aislados en Fuentes de Nitrógeno. 

 

7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días

Adenina - - - - - - - - - - - - - - -

Caseína - - - - - - - - - - - - - - -

Hipoxantina - - - - - - - - - - - - - - -

Tirosina - + + - - - - - - - - - - - -

xx xxxx

Xantina - - - - - - - - - - - - - - -

G2 (KEG-AD-01) G4 (KEG-AD-04) G8 (KEG-AF-01) G9 (KEG-AH-01) G12 (KEG-AK-01)

7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días

Ac. Aspartico - - - - - - - - - - - - - - -

Ac. Glutamico - - - - - - - - - - - - - - -

Adenina - - - - - - - - - - - - - - -

Alanina + + + - - - - - - + + + - - +

x x xx xxxx xxxx xxxxx xx

Arginina + + + - - + + + + + + + - + +

x xx xxx xx x xx xxx xx xxxx xxxxx xxx xxxx

Fenilalanina - - - - - - - - - - - - - - -

Histidina - - - - - - - - - - - - - - -

Isoleucina - - - - - - - - - - + + - - -

x xx

Leucina - - - - - - - - - - - - - - -

Metionina - - - - - - - - - - - + - - -

xxx

Norleucina - - + - - - - - - - - + - - +

xx xx xx

Ornitina + + + - - - - - - + + + - - -

xx xx xx xxx xxx xxxx

Prolina + + + - - - - - - + + + + + +

xx xx xxx xxx xxxx xxxx xxx xxxxx xxxxx

Serina + + + - - - - - - + + + + + +

x xx xx xxx xxxxx xxxxx xxx xxxxx xxxxx

Triptofano - - - - - - - - - - - - - - -

Valina + + + + + + + + + + + + + + +

x xx xx x x xx x x xx x xx xxx x xxx xxx

G2 (KEG-AD-01) G4 (KEG-AD-04) G8 (KEG-AF-01) G9 (KEG-AH-01) G12 (KEG-AK-01)
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Tabla 15. Crecimiento de aislados en Fuentes de Carbono. 

 

7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días 7 días 14 días 21 días

Ac. Benzoico - - - - - - - - - - - - - - -

Ac. Malonico - - - - - - - - - - - - - - -

Ac. Mucico - - - - - - - - - - - - - - -

Ac. Pirúvico + + + - - - - - - + + + + + +

xx xxx xxxx xxx xxxx xxxxx xxxx xxxx xxxxx

Ac. Oxálico - - - - - - - - - - - - - - -

Adonitol - - - - - - - - - - - - - - -

Arabinosa + + cont + + + + + + + + + + + +

x xxx xx xxx xxxx xx xx xxx xxx xxxx xxxx xxx xxxxx xxxxx

Celobiosa + + + + + + - - - + + + + + +

x xx xx xx xxx xxxx xxx xxxxx xxxxx xx xxxxx xxxxx

Dextrano - - - - - - - - - - - - - - -

Dextrosa + + + + + + + + + + + + + + +

xx xxx xxxx xx xxxx xxxx xxx xxxx xxxx xxxx xxxx xxxxx xxxx xxxxx xxxxx

Dulcitol - + + - - - - - - - - - - - -

xx xx

Fructosa - - - - + + - - - + + + + + +

x xx xxxx xxxx xxxxx xxx xxxx xxxx

Galactosa - - - - - - - - - - - - - - -

Inositol - + + - - + - - + - + + - + +

x xx xx xx xx xxxx xx xxx

Lactosa - + + - - + - + + - + + - - +

x xxx xxxx xx xxxx xxxx xxxxx xx

Maltosa - - - - - - - - - - - - - - -

Manitol - - - - - - - - - + + + + + +

x xxx xxxxx x xxxx xxxxx

Manosa + + + + + + + + + + + + + + +

xx xxx xxxx xx xxx xxxx x xxx xxxx xxxx xxxxx xxxxx xxxx xxxxx xxxxx

Melobioza - - - - - - - - - - - - - - -

Melozitosa - - - - - - - - - - - - - - -

Pectina + + + + + + + + + + + + + + +

x xx xxx x xxxx xxxx x xx xxx xxx xxxxx xxxxx xxx xxxxx xxxxx

Rafinosa - - - - - - - - - - - - - - -

Rhamnosa - - - + + + - - - + + + - + +

xx xxxx xxxx xxx xxxx xxxx xxxxx xxxxx

Ribosa - - - + + + - - - + + + + + +

x xx xxx xxx xxxx xxxx xx xxxx xxxxx

Sorbitol + + + - - - - - - + + + + + +

xx xx xxx xxxx xxxx xxxxx xxxx xxxxx xxxxx

Sorbosa - - - - - - - - - - - - - - -

Sucrosa + + + + + + - + + + + + + + +

xxx xxx xxx xxx xxxx xxxxx xx xxx xxxx xxxxx xxxxx xxxx xxxx xxxxx

Trehalosa - + + + + + - - - + + + + + +

xx xxx xxx xxxxx xxxxx xxxx xxxxx xxxxx xxxx xxxxx xxxxx

Xilitol - - - - - - - - - - - - - - -

Xilosa + + + + + + - - - + + + + + +

x xx xx x xxx xxx xxxx xxxx xxxx xxx xxxx xxxxx

G2 (KEG-AD-01) G4 (KEG-AD-04) G8 (KEG-AF-01) G9 (KEG-AH-01) G12 (KEG-AK-01)
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