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RESUMEN 

La acuacultura intensiva conlleva a riesgos de cultivo principalmente la 

acumulación de amoniaco y nitrito altamente tóxicos para la población en crianza. 

La nitrificación heterotrófica ha tomado relevancia en los últimos años 

principalmente por sus altas tasas de remoción. El objetivo de este trabajo fue 

caracterizar molecularmente bacterias nitrificantes heterotróficas aisladas de 

sedimentos de un cultivo súper intensivo híbrido RAS-BIOFLOC de L. vannamei a 

baja salinidad. El aislamiento se realizó en medios específicos de nitrificación 

heterotrófica con amonio y nitrito a concentraciones de 10 mg/L. La PCR fue 

empleada para la amplificación de genes funcionales amoA, nxrB y el universal 

ARNr 16S el cual fue sometido a secuenciación de Sanger, los datos fueron 

analizados mediante Bioedit, Blast y Mega-X. Se logró el aislamiento de 21 cepas 

de las cuales CBM3, CBM12 y CBM16 mostraron capacidad de remoción de 

amonio con tasas de nitrificación de 1,95, 0,31 y 0,50 mg/L por hora, 

respectivamente. Mientras que la remoción de nitrito por CBM17, CBM18 y 

CBM21 fue de 0,63, 0,58 y 0,28 mg/L por hora, respectivamente. Las cepas 

CBM10 y CBM14 mostraron capacidad de nitrificación completa con tasas de 

remoción de amonio de 0,83 y 0,42 mg/L por hora y nitrito 1,25 y 0,83 mg/L por 

hora, respectivamente. Se comprobó mediante PCR la presencia de genes amoA 

y nxrB en los aislados. Las ocho cepas nitrificantes fueron identificadas como: 

Acinetobacter harbinensis (CBM3), Pseudomonas baleárica (CBM10), P. stutzeri 

(CBM12), P. taiwanensis (CBM14), Enterobacter cloacae (CBM16), P. 

nitroreducens (CBM17), P. putida (CBM18) y Bacillus amyloliquefaciens (CBM21). 

Se estableció un consorcio CNH12 conformado por CBM3, CBM10, CBM12, 

CBM14, CBM17 y CBM18 con tasa de nitrificación de amonio y nitrito de 3,3 y 2,5 

mg/L por hora, respectivamente. Estos hallazgos sugieren que CNH12 tendría un 

uso potencial en la eliminación biológica de nitrógenos en sistemas acuícolas. 

 

PALABRAS CLAVES: Bacterias nitrificantes heterotróficas, Litopenaeus 

vannamei, RAS-BIOFLOC, Sanger 
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ABSTRACT 

Intensive aquaculture entails farming risks, mainly the accumulation of ammonia 

and nitrite that are highly toxic to the reared population. Heterotrophic nitrification 

has become relevant in recent years mainly due to its high removal rates. The 

objective of this work was to molecularly characterize heterotrophic nitrifying 

bacteria isolated from sediments of a super-intensive hybrid RAS-BIOFLOC 

culture of L. vannamei at low salinity. The isolation was carried out in specific 

heterotrophic nitrification media with ammonium and nitrite at concentrations of 10 

mg/L. PCR was used for the amplification of functional genes amoA, nxrB and the 

universal 16S rRNA, which was subjected to Sanger sequencing. The data were 

analyzed using Bioedit, Blast and Mega-X. The isolation of 21 strains was 

achieved, of which CBM3, CBM12 and CBM16 showed ammonium removal 

capacity with nitrification rates of 1.95, 0.31 and 0.50 mg/L per hour, respectively. 

While the nitrite removal by CBM17, CBM18 and CBM21 was 0.63, 0.58 and 0.28 

mg/L per hour, respectively. Strains CBM10 and CBM14 showed complete 

nitrification capacity with ammonium removal rates of 0.83 and 0.42 mg/L per hour 

and nitrite 1.25 and 0.83 mg/L per hour, respectively. The presence of amoA and 

nxrB genes in the isolates was verified by PCR. The eight nitrifying strains were 

identified as: Acinetobacter harbinensis (CBM3), Pseudomonas balearica 

(CBM10), P. stutzeri (CBM12), P. taiwanensis (CBM14), Enterobacter cloacae 

(CBM16), P. nitroreducens (CBM17), P. putida (CBM18) and Bacillus 

amyloliquefaciens (CBM21). A CNH12 consortium was established consisting of 

CBM3, CBM10, CBM12, CBM14, CBM17 and CBM18 with ammonium and nitrite 

nitrification rates of 3.3 and 2.5 mg/L per hour, respectively. These findings 

suggest that CNH12 would have potential use in biological nitrogen removal in 

aquaculture systems. 

 

KEY WORDS: Heterotrophic nitrifying bacteria, Litopenaeus vannamei, RAS-

BIOFLOC, Sanger
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CAPITULO I 

INTRODUCCIÓN 

El sistema de acuacultura súper intensiva hibrido RAS – BIOFLOC es una 

estrategia que combina el sistema de recirculación acuícola (RAS por sus siglas 

en ingles), con un sistema biofloc de cero descargas de agua donde es común 

encontrar altos niveles de materia orgánica y acumulación de compuestos 

nitrogenados tóxicos como amoniaco, nitrito y nitrato causando el deterioro de la 

calidad del agua y por ende de la salud de los animales cultivados. La eliminación 

biológica de estos compuestos es realizada mediante el uso de bacterias 

nitrificantes siendo ampliamente utilizadas para el tratamiento de aguas 

eutrofizadas en estos tipos de sistemas acuícolas cerrados. 

La definición convencional de nitrificación incluye un proceso de dos etapas, 

inicialmente un grupo de bacterias oxidan el nitrógeno amoniacal total (NAT) el 

cual incluye NH3-N (amoníaco) y NH4
+-N (amonio) como fuente de energía 

produciendo NO2
--N (nitrito), este proceso es catalizado por dos enzimas la 

amonia monooxigenasa (AMO) e hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) (Lehtovirta, 

2018). En un segundo paso otro grupo de bacterias oxidan el NO2
--N generando 

como producto final NO3
--N, esta oxidación es catalizada por la enzima nitrito 

oxidorreductasa (NXR) (Daims et al, 2016). Para completar el proceso de 

nitrificación se requiere la participación de bacterias heterotróficas desnitrificantes 

las cuales en condiciones anóxicas realizan la reducción de nitrato a formas 

gaseosas de nitrógeno regresándolo al ambiente y eliminándolo del cuerpo de 

agua (Ambus y Zechmeister, 2007).  

Debido a la diferencia en la fisiología de los grupos microbianos involucrados, 

estos procesos presentan algunas desventajas como bajas tasas de nitrificación 

debido al lento crecimiento de los nitrificantes autótrofos. Además, la diferencia en 

las condiciones de aireación para nitrificación y anóxicas para desnitrificación 
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provoca que estos dos procesos se produzcan por separado y demanda de 

mucho tiempo (Guisasola et al, 2007).  

En los últimos años buscando alternativas a esta problemática se han llevado a 

cabo trabajos que involucran bacterias heterótrofas identificando varias especies 

capaces de realizar el proceso de nitrificación logrando detectar los genes 

funcionales codificantes de las enzimas AMO y NXR, además se han encontrado 

bacterias capaces de realizar simultáneamente la nitrificación y desnitrificación en 

condiciones aeróbicas. Este grupo bacteriano ha mostrado muchas ventajas 

sobre los procesos de oxidación autotrófica que incluye tasas de nitrificación más 

eficientes, proliferación microbiana rápida, nitrificación y desnitrificación 

simultáneas (NAT - NO2
--N – NO3

--N – N2-N) con acumulaciones muy bajas o 

incluso nula de nitrito/nitrato (Mendoza et al, 2019, Zhou et al, 2014 y Duan et al, 

2022). 

La identificación y caracterización de bacterias nitrificantes en muestras 

ambientales requieren el uso de técnicas moleculares como la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), secuenciación de ADN y herramientas 

bioinformáticas como BioEdit, Blast, Mega-X, etcétera debido a la variedad de 

especies y similitud morfológica entre cepas. Estas herramientas permiten 

analizar filogenéticamente genes marcadores funcionales de bacterias nitrificantes 

que codifican para enzimas claves involucradas en vías metabólicas específicas 

como AMO, HAO y NXR (Ramanathan et al, 2017).  

El gen marcador funcional comúnmente utilizado en bacterias oxidadoras de 

amonio (BOA) es el gen amoA, generalmente se amplifica un fragmento de 491 

pares de bases (Junier et al, 2010 y Rotthauwe et al, 1997). Para las bacterias 

oxidadoras de nitrito (BON) el gen nxrB es el marcador funcional más utilizado y 

comúnmente se amplifica un fragmento de alrededor de 485 pares de bases 

(Pester et al, 2014).  

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivos aislar, caracterizar 

molecularmente y evaluar bacterias heterotróficas con actividades nitrificantes a 

partir de sedimentos de un cultivo RAS-BIOFLOC de L. vannamei a baja 

salinidad. 
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CAPITULO II  

REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Bases teóricas 

2.1.1. Cultivo de Litopenaeus vannamei a baja salinidad 

El camarón blanco del Pacífico L. vannamei es una especie eurihalina tropical que 

se ha cultivado en todo el mundo en sistemas extensivos, semi-intensivos, 

intensivos y en los últimos años en sistemas súper-intensivos (Suantika et al, 

2018); con capacidad de vivir en aguas que poseen un amplio rango de 

concentraciones de sales con una salinidad óptima para su crecimiento y 

desarrollo de 20 a 25 ppt, pero se ha logrado cultivar en una amplia gama de 

salinidades entre 0,5 a 45 ppt (Chong-Robles et al, 2014). 

Sin embargo, cuando los animales se enfrentan a estrés por salinidad se ven 

obligados a adaptaciones fisiológicas en relación al entorno cambiante mediante 

la osmorregulación para mantener la homeostasis iónica interna, que permite el 

funcionamiento normal de los procesos celulares y fisiológicos mediante el cambio 

de varias enzimas, estos cambios funcionales exigen una gran cantidad de 

energía por lo que el animal se encuentra más susceptible (Chong-Robles et al, 

2014). La susceptibilidad del camarón especialmente a amoníaco y nitrito 

aumenta drásticamente en aguas de baja salinidad. En aguas con salinidades 

entre 2 y 4 ppt, tanto el amoníaco como el nitrito deben mantener por debajo de 1 

mg/L, valores más altos pueden ocasionar la muerte del camarón (Samocha y 

Prangnell, 2019).  

2.1.2. Sistema híbrido RAS-BIOFLOC 

Generalmente estos son los dos tipos de sistemas cerrados más utilizados en la 

industria de la acuacultura donde el principio básico del sistema de recirculación 

acuícola (RAS por sus siglas en inglés) radica en el tratamiento del agua de 

cultivo a través de una serie de procesos consecutivos de filtraciones 

física/mecánica y unidades de biofiltración donde se utilizan bacterias nitrificantes 
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para la eliminación de amoniaco y nitrito. Sin embargo, aunque este sistema es 

altamente eficiente para el mantenimiento de la calidad del agua su costo 

operativo específicamente sus costos de electricidad hace que este sistema sea 

poco viable para su aplicación a nivel de finca. 

Por otra parte, en el sistema BIOFLOC el agua de cultivo se mantiene mediante 

manipulación microbiana en la columna de agua del tanque; este consorcio 

microbiano consta estratégicamente de diversos microorganismos que pueden ser 

funcionales en el reciclaje de nutrientes contaminantes, para la purificación del 

agua, el control de patógenos y como fuente de suplementación alimenticia; 

dentro de este circuito microbiano se encuentran las bacterias nitrificantes las 

cuales juegan un rol crucial en la conversión de los residuos nitrogenados tóxicos 

dentro del cultivo (Crab et al, 2012, van Beijnen y Gregg Yan, 2019). 

Aunque el costo operativo para mantener la calidad del agua en un sistema 

biofloc es relativamente bajo comparado con RAS, la capacidad de carga de 

materia orgánica en el sistema no es lo suficientemente tolerante como para 

soportar un largo período de cultivo súper intensivo de camarón sin recambios; es 

por ello, que la utilización de ambos sistemas utilizando una tecnología híbrida 

que permita complementar las ventajas de cada sistema es mucho más viable 

(Fleckenstein et al, 2018 y Suantika et al, 2018). 

2.1.3. La nitrificación como parte del ciclo del nitrógeno 

La nitrificación es un proceso microbiano mediante el cual los compuestos 

nitrogenados amoniacales se oxidan secuencialmente a nitrito y nitrato; 

principalmente mediante dos grupos de bacterias nitrificantes quimiolitotróficas y 

en un tercer paso otro grupo de bacterias heterotróficas conocidas como 

desnitrificantes son responsables de convertir los nitratos acumulados por el 

proceso de nitrificación en nitrógenos gaseoso eliminándolos de esta forma del 

agua de cultivo. Este proceso conlleva un largo periodo de tiempo debido a la baja 

tasa de crecimiento de las bacterias quimiolitotróficas y a que el proceso de 

nitrificación y desnitrificación son llevados a cabo en condiciones diferentes. 

(Lehtovirta, 2018, Ambus y Zechmeister, 2007). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Quimi%C3%B3trofo#Bacterias_del_nitr%C3%B3geno


22 
 

El proceso de nitrificación puede ser también llevado a cabo por bacterias 

heterotróficas que reclutan en sus genomas los genes para las enzimas claves 

responsables de este proceso AMO, HOA y NXR (Daims et al, 2016). La 

nitrificación heterótrofa muestra tasas de nitrificación altamente eficientes, 

proliferación microbiana rápida, nitrificación y desnitrificación simultáneas 

acumulando concentraciones muy bajas de nitrito y nitrato dentro del tanque de 

cultivo (Zhou et al, 2014 y Duan et al, 2022). 

Este grupo microbiano son un pequeño clado taxonómico en el medio ambiente y 

se encuentran en los lugares donde están presentes cantidades considerables de 

amonio y nitrito. Dentro del grupo de bacterias nitrificantes heterotróficas se han 

reportado una gran diversidad de géneros como Thiosphaera, Paracoccus, 

Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Acinetobacter; etcétera (Duan et al, 2022). 

a) Enzimas claves en la nitrificación 

La oxidación microbiana del amoníaco a nitrito es una parte crítica del ciclo 

biogeoquímico global del nitrógeno y el primer paso en la nitrificación; este 

proceso puede ser llevado a cabo por bacterias oxidantes de amoníaco 

autotróficas (BOA), bacterias nitrificantes heterotróficas (BNH), arqueas 

oxidantes de amoníaco (AOA) y bacterias comammox. Todos estos 

microorganismos pueden llevar a cabo este proceso gracias a que cuentan 

en sus genomas con las enzimas amoniaco monooxigenasa (AMO) e 

hidroxilamina oxidorreductasa (HAO).  

El nitrito producido en la primera etapa de la nitrificación puede ser oxidado a 

nitrato mediante las bacterias oxidantes de nitrito autotróficas (BON), 

bacterias nitrificantes heterotróficas (BNH) y bacterias comammox. Debido a 

que cuentan en su genoma con el gen NXR responsable de la expresión de 

la enzima clave nitrito oxidorreductasa (Daims et al, 2016).  

b) Amoniaco monooxigenasa (AMO) 

Los microorganismos oxidantes del amoniaco obtienen energía metabólica 

mediante la oxidación preliminar de amoniaco/amonio a hidroxilamina; este 

paso enzimático vital es llevado a cabo por la enzima amoniaco 

monooxigenasa (AMO); el operón AMO consta de al menos tres genes, 

https://es.wikipedia.org/wiki/Amonio_monooxigenasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Medio_ambiente
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amoA, amoB y amoC; de estos el gen amoA (codifica la subunidad que 

contiene el sitio activo de la enzima) es generalmente el gen marcador 

funcional más utilizado para el estudio de microorganismos oxidantes de 

amoniaco y ha sido indispensable para la identificación de este tipo de 

microorganismos y comprender sus mecanismos biológicos (Norton et al, 

2002 y Pjevac et al, 2017). 

c) Hidroxilamina oxidorreductasa 

La enzima hidroxilamina oxidorreductasa (HAO) es la responsable de 

catalizar la conversión de hidroxilamina a nitrito. Generalmente se conoce 

que el amoniaco/amonio se oxida a hidroxilamina por la enzima amoniaco 

monooxigenasa (AMO) unida a la membrana y posteriormente la 

hidroxilamina se oxida a nitrito mediante la acción de la enzima periplásmica 

hidroxilamina oxidorreductasa (Hirota et al, 2006). 

d) Nitrito oxidorreductasa (NXR) 

La enzima nitrito oxidorreductasa (NXR) es la responsable de catalizar la 

conversión de nitrito a nitrato en todos los microorganismos oxidantes de 

nitrito. NXR, es un complejo enzimático esencial de las membranas de las 

bacterias oxidantes de nitritos (BON), es una molibdoproteína de hierro y 

azufre unida a la membrana plasmática; compuesta por tres subunidades, 

nxrA, nxrB y nxrC (Holmes et al, 2019). De los cuales los genes nxrA y 

especialmente el gen nxrB son potentes marcadores funcionales y 

filogenéticos para detectar e identificar BON (Daims et al, 2016).  

 

2.2. Antecedentes  

2.2.1. Experiencias e investigaciones a nivel mundial 

Previos autores han estudiado la comunidad bacteriana nitrificante presente en 

sistemas RAS-Biofloc demostrando el papel importante que juegan estos 

microorganismos en la disminución de los compuestos nitrogenados tóxicos 

amoniaco y nitrito para este sistema, sin embargo, estos estudios se han 

enfocado en bacterias nitrificantes autotróficas, a la fecha no existe un reporte que 

indique el papel de las bacterias nitrificantes heterotróficas dentro del sistema 
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RAS-Biofloc, las cuales han demostrado presentar tasas de remoción más 

eficientes que los autotróficos en otros sistemas lo cual abre la puerta a esta 

investigación. 

Autores como Xu et al (2020) estudiaron las características de la eliminación de 

amoníaco y las comunidades microbianas nitrificantes en un cultivo RAS- 

Biofloc intensivo de L. vannamei. En este estudio, la eliminación de amoníaco 

para la producción intensiva de camarón se realizó mediante la combinación de 

biofloc suspendido y biopelícula adherida ex situ. Se observó un retraso a corto 

plazo en el establecimiento de la nitrificación autotrófica, con ligeros aumentos en 

las concentraciones de NAT y NO2
−-N, necesitando de dos a tres semanas para 

crecer en cantidades suficientes y hacer frente al aumento de amoníaco. 

Encontraron que los géneros nitrificantes de arqueas Nitrosopumilus, 

Nitrosopelagicus y bacterianos Nitrosomonas y Nitrobacter fueron los más 

abundantes, ellos argumentan que el agua eutrófica en el tanque de cultivo fue 

más favorable para el rápido crecimiento de los heterótrofos, restringiendo así el 

enriquecimiento de microorganismos nitrificantes de crecimiento lento y 

dominados por autótrofos en el biofloc. 

Hastuti et al (2019), llevaron a cabo la Identificación y caracterización de 

bacterias nitrificantes en sistemas de recirculación (RAS) en un cultivo de 

cangrejo de lodo (Scylla serrata) mediante secuenciación de 16S ARNr, las 

bacterias nitrificantes fueron aisladas de una muestra de agua previamente 

cultivada en medio específico haciendo uso de diluciones seriadas (10-1 hasta 10-5). 

El ADN genómico fue amplificado por PCR para lo cual utilizaron el par de 

cebadores de ARNr 16S 63F y 1387R, las secuencias obtenidas mediante 

secuenciación fueron sometidas a BLAST-N en NCBI y Mega 6, logrando el 

aislamiento de cinco cepas nitrificantes heterótrofas identificadas y caracterizadas 

como: Pantoea sp., P. calida, Pseudomonas stutzeri, Halomonas sp. y Salinicola 

salaries. Este trabajo demostró la gran utilidad de las herramientas moleculares 

para llevar a cabo estudios relacionados con filogenia y evaluaciones de bacterias 

nitrificantes. 

De igual forma Shu et al (2022), estudiaron las características de eliminación 

de nitrógeno y posible aplicación de bacterias heterótrofas nitrificantes-
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aeróbicas desnitrificantes Pseudomonas mendocina S16 y Enterobacter 

cloacae DS'5 aisladas de estanques de aguas de acuacultura. Dos cepas 

nitrificantes bioseguras fueron aisladas de estanques de acuacultura de agua 

dulce y mostraron capacidades significativas de nitrificación heterótrofa y 

desnitrificación aeróbica. Con eficiencias de eliminación de nitrógeno de S16 y 

DS'5 igual a 66,59 – 97,97% y 72,27 – 96,44%, respectivamente. La amplificación 

por PCR demostró la presencia de los genes de desnitrificación (nap + nar) en 

ambas cepas. Las eficiencias de eliminación de nitrógeno de las dos cepas en 

sistemas de cultivo de inmovilización fueron 79,80 – 98,58% (S16) y 60,80 – 

98,40% (DS'5). Este estudio indicó el gran potencial de aplicación de bacterias 

nitrificantes heterotróficas en el tratamiento de aguas residuales de acuacultura. 

Zhou et al (2014) realizaron el aislamiento y caracterización de una nueva 

bacteria heterótrofa nitrificante y aeróbica desnitrificante Pseudomonas 

stutzeri KTB para la biorremediación de aguas residuales; logrando el 

aislamiento de una cepa bacteriana con capacidad de realizar nitrificación y 

desnitrificación simultaneas por sí misma, fue identificada como Pseudomonas 

stutzeri mediante secuenciación del gen ARNr 16S. Esta cepa fue evaluada en 

presencia de nitrato, nitrito y amonio mostrando una tasa de nitrificación de 0,239, 

0,362 y 0,361 mg/L por hora, respectivamente. Con sus resultados demostraron 

que esta cepa fue capaz de llevar a cabo una ruta completa de nitrificación y 

desnitrificación por lo que esta cepa podría ser una gran candidata para la 

eliminación biológica de compuestos de nitrógeno de agua de acuacultura.  

 

2.3. Definición de términos básicos 

2.3.1. Bacterias nitrificantes autotrófas  

“Los nitrificadores autótrofos reducen el carbono inorgánico para formar carbono 

orgánico en la masa celular, producen y liberan productos microbianos solubles 

(SMP) en solución a partir del metabolismo del sustrato (generalmente con 

crecimiento de biomasa) y biomasa en descomposición” (Kindaichi et al, 2004, 2). 

Estas bacterias “Utilizan las enzimas amoníaco monooxigenasa (AMO) e 

hidroxilamina deshidrogenasa (HAO) para la oxidación del amoníaco y  

nitrito oxidorreductasa (NXR) para la oxidación de nitrito” (Daims et al, 2016, 7). 



26 
 

2.3.2. Bacterias nitrificantes heterotrófas 

“Los nitrificadores heterótrofos necesitan compuestos orgánicos como fuente de 

energía, a diferencia de los nitrificadores quimiolitotróficos. La mayoría de las vías 

potenciales para la producción de nitritos/nitratos por parte de heterótrofos 

pueden considerarse metabolismo secundario. Sólo se sabe que la nitrificación y 

la desnitrificación simultánea por parte de algunas bacterias heterótrofas tienen 

relación con el metabolismo energético. Algunas bacterias heterótrofas que 

oxidan el amoníaco tienen amoníaco monooxigenasa (AMO), pero también hay 

bacterias heterótrofas que oxidan el amoníaco sin AMO” (Martikainen, 2022). 

2.3.3. Bacterias desnitrificantes  

La desnitrificación heterótrofa convierte el nitrato generado por la nitrificación 

autótrofa en gas nitrógeno. “Las bacterias desnitrificantes anaeróbicas utilizan una 

fuente de carbono orgánico como donante de electrones para reducir el nitrato y 

transformar el nitrito en gas nitrógeno” (Li et al., 2023, 2). La desnitrificación 

completa es la reducción secuencial de NO3
--N a NO2

--N, NO-N, N2O-N y 

finalmente a N2. “Cuatro enzimas, a saber, nitrato reductasa (NaR), nitrito 

reductasa (NIR), óxido nítrico reductasa (NOR) y óxido nitroso reductasa (NOS), 

participan en la reducción de NO3
--N”. (Wu et al., 2020, 15).  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/heterotroph
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/heterotroph
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ammonia-oxidizing-bacterium
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ammonia-oxidizing-bacterium
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ammonia-monooxygenase
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CAPITULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Tipo y diseño de investigación  

Este estudio de acuerdo al fin que se persigue fue de tipo descriptivo con un 

enfoque de investigación aplicado. 

3.2. Lugar y período de investigación  

Esta investigación se llevó a cabo en un periodo de 120 días en el Centro De 

Biotecnología Acuícola Sostenible (CBAS) ubicado en Manta-Ecuador (Anexo 1). 

a) Coordenadas geográficas en el sistema UTM (Figura 1): 

- P01: 537 956,574 m E, 9 897 384.814 m N 

- P02: 537 975,504 m E, 9 897 315,486 m N 

- P03: 537 876,143 m E, 9 897 275,45 m N 

- P04: 537 858,079 m E, 9 897 329,369 m N 
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Figura 1. 

Mapa de ubicación del área de ensayo Manta Ecuador. 

 

  

3.3. Preparación de medio selectivo para aislamiento de bacterias con 

actividades nitrificantes 

Se formularon medios específicos para el crecimiento de bacterias nitrificantes 

heterotróficas oxidadoras de amonio y nitrito en base a lo reportado por Fujitani et 

al, 2015 y Spieck et al, 2020, modificados en este trabajo con los siguientes 

componentes (Anexo 2): 
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a) Medio mineral de nitrificación de amonio (mmna) 

50 mg/L de Sulfato de amonio ((NH₄)₂SO₄), 50 mg/L de Sulfato de magnesio 

heptahidratado (MgSO4·7H2O), 150 mg/L de Fosfato dipotásico (KH2PO4), 

0,0338 mg/L de Sulfato de manganeso monohidratado (MnSO4.H2O), 0,0494 

mg/L de Ácido bórico (H3BO3), 0,0431 mg/L de Sulfato de zinc 

heptahidratado (ZnSO4 .7H2O), 0,0371 mg/L de Molibdato de sodio 

dihidratado (NaMoO4. 2H2O), 0,973 mg/L de Sulfato de hierro heptahidratado 

(FeSO4•7 H2O), 0,025 mg/L de Sulfato de cobre (CuSO4), 37,8 mM de 

Glicerol (C3H8O3) como fuente de carbono orgánica, pH igual a 7,83 

(Fujitani et al, 2015). 

b)  Medio mineral de nitrificación de nitrito (MMNN) 

40 mg/L de Nitrito de sodio (NaNO2), 10 mg/L de Cloruro de sodio (NaCl), 40 

mg/L de Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4·7H2O), 120 mg/L de 

Fosfato dipotásico (KH2PO4), 0,0338 mg/L de sulfato de manganeso 

monohidratado MnSO4.H2O, 0,0494 mg/L de Ácido bórico (H3BO3), 0,0431 

mg/L de Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4 .7H2O), 0,0371 mg/L de 

Molibdato de sodio dihidratado (NaMoO4. 2H2O), 0,973 mg/L de Sulfato de 

hierro heptahidratado (FeSO4•7 H2O), 0,025 mg/L de Sulfato de cobre 

(CuSO4), 37,8 Mm de Glicerol C3H8O3, pH igual a 8 (Spieck et al, 2020). 

3.4. Aislamiento de bacterias nitrificantes de sedimentos del cultivo RAS-

BIOFLOC 

3.4.1. Toma de muestra 

Se tomaron muestras de 50 ml de sedimentos de diferentes puntos del sistema de 

cultivo de camarón RAS-BIOFLOC a baja salinidad entre ellos los biofiltros y 

sedimentadores debido a sus altas cargas de amonio y nitritos (Anexo 3A). 

3.4.2. Enriquecimiento con medio específico  

Se dividió cada muestra a 25 ml en dos tubos falcón esterilizados y se aforo a 50 

ml cada tubo con medios líquidos específicos MMNA y MMNN, finalmente se dejó 

incubar a temperatura ambiente en agitación por siete días (Anexo 3B). 

3.4.3. Diluciones seriadas  
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De los sedimentos enriquecidos se realizaron diluciones seriadas hasta 10-5 

donde se adiciono 9 ml de medio selectivo en 5 tubos falcon de 15 ml 

esterilizados y debidamente rotulados (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5) para cada 

muestra. Luego se tomó 1 ml de la muestra enriquecida y se agregó al tubo falcon 

10-1, se homogenizo y posteriormente se transfirió 1 ml al tubo 10-2 así 

secuencialmente hasta alcanzar la dilución 10-5.  

3.4.4. Siembra en medio solido  

Para la siembra en medio solido se agregó el 2% de bacto agar al volumen de 

medio liquido selectivo requerido (MMNA y MMNN). Luego se esterilizo mediante 

autoclave a 15 psi por 15 min y se depositó en cajas Petri con una relación de 10 

ml por placa y se dejó por 24 horas a temperatura ambiente antes de ser utilizado 

para descartar contaminación. Se eligieron las diluciones 10-3, 10-4 y 10-5 tomando 

un volumen de 100 µl de cada una y se inoculó en la placa con medio sólido 

mediante el método de extensión utilizando esparcidores de acero microbiológicos 

esterilizados, se incubó a temperatura ambiente por 48 horas (Anexo 3C). 

3.4.5. Obtención de cultivo axénico  

Para la selección de cepas puras se eligieron colonias con morfologías diferentes 

de acuerdo con los criterios de tamaño, consistencia, pigmentación y forma. Las 

colonias seleccionadas fueron Inoculadas en medio agar selectivo mediante el 

método de agotamiento por estrías dejando incubar por 24 horas. Seguido se 

seleccionaron colonias individuales y se repitió el proceso para garantizar la 

obtención del cultivo puro; para ello se tomaron colonias separadas y sembraron 

por estrías en una segunda placa. 

Las colonias separadas se inocularon en medio liquido especifico (MMNA y 

MMNN) y se dejó incubar en agitación a temperatura ambiente por 7 días. 

Transcurrido este tiempo se comprobó la pureza del cultivo mediante tinción 

gram. Finalmente, Tres réplicas por cada cepa fueron crio preservadas a -20 °C 

en Caldo Soja Tripticaseína (TSB) con DMSO al 10%. Una réplica del cultivo puro 

se mantuvo en el laboratorio mediante resiembras sucesivas (renovación de 

medio) para posteriores estudios (Anexo 3D). 

3.5. Identificación de genes involucrados en procesos de nitrificación. 
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3.5.1. Extracción de ADN  

Para la extracción del ADN genómico se utilizó el método CTAB X2 modificado. 

Inicialmente los cultivos bacterianos fueron centrifugados a 5000 rpm por 5 

minutos hasta alcanzar muestras de 100 mg. Seguido se agregó 695 µl de Buffer 

CTAB 2X pre calentado a 60 °C más 1,5 µl de β-mercaptoetanol (≥99%) y 3,5 µl 

de proteinasa K (20 mg/ml) inmediatamente se incubó en un termobloque a 60 °C 

por 1 hora mezclando e invirtiendo suavemente el microtubo cada 10 min. Se 

agregó 700 µl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), se mezcló suavemente por 

inversión durante 2 minutos paso seguido se centrifugó a 13000 rpm por 10 min.  

Se recuperó el sobrenadante a un nuevo microtubo y se agregaron 2/3 del 

volumen recuperado de isopropanol. Se mezcló suavemente por inversión y se 

dejó incubando a -20 °C por 2 horas. Luego se centrifugo a 13000 rpm por 10 min 

y se descartó el sobrenadante. Se añadió 400 µl de etanol frio al 75%. 

Nuevamente se centrifugo a 13000 rpm por 5 min, se descartó todo el 

sobrenadante y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente por 10 min. Se 

resuspendió el pellet en 50 µl de Buffer T.E pH 8.0 pre calentado a 60 °C, se 

añadió 1 µl de RNase (10mg/ml) y se incubó por 15 min a 65 °C. Finalmente se 

almacenó a -20 °C (Anexo 4) (Rogers y Bendich,1994). 

3.5.2. Amplificación por pcr de los genes amoA, nxrB Y 16S ARNr 

La reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo en un tampón de 

amplificación con un volumen total de 25 µl; conteniendo 9,5 µl de agua ultra pura, 

12,5 µl de GoTaq Green Master mix REF.M7123 (taq polimerasa; tris TRIS HCL; 

MgCl2; dNTPs; Taq polimerasa), 1 µl de cada cebador y 1 μl de ADN en 

suspensión. Para la amplificación del gen 16S ARNr se utilizó el juego de 

cebadores universales 27F* (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) - 1492R* 

(ACGGCTACCTTGTTACGACTT) y de los genes funcionales amoA y nxrB con los 

juegos de cebadores amoA-1F (GGGGTTTCTACTGGTGGT) - amoA-2R 

(CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC) (K= G ó T, S= G ó C) y nxrB-F 

(TACATGTGGTGGAACA) – nxrB-R (CGGTTCTGGTCRATCA); respectivamente.  

El proceso de amplificación del gen 16S constó de una desnaturalización inicial a 

94 °C durante 3 min, luego con 35 ciclos de amplificación, con una 
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desnaturalización a 95 °C durante 30 s, seguido de 58 °C por 30 s para la 

hibridación de cebadores y 1 min a 72 °C para la elongación, con una extensión 

final a 72 °C durante 5 min (Weisburg et al., 1991). 

Mientras que para la amplificación de los genes funcionales se llevaron a cabo las 

siguientes condiciones: amoA; 94 °C durante 4 min para la desnaturalización 

inicial, 35 ciclos con una temperatura de 94 °C durante 30 s para la 

desnaturalización, 56 °C durante 40 s para la hibridación y 72 °C por 40 S para 

elongación, con una extensión final a 72 °C por 4 min (Rotthauwe et al., 1997) y 

nxrB; 94 °C durante 4 min para la desnaturalización inicial, luego 35 ciclos con 

una temperatura de 94 °C durante 30 s para la desnaturalización, 48.5 °C durante 

40 s para la hibridación y 72 °C por 40 S para elongación, con una extensión final 

a 72°C por 5 min. La calidad de los productos de PCR fueron verificados mediante 

migración por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Pester et al., 2014). 

3.6. Selección de cepas bacterianas nitrificantes 

Para evaluar la capacidad de remoción de amonio y nitrito las cepas aisladas 

fueron puestas en un medio de nitrificación heterotrofico (HNM por sus siglas en 

inglés) descrito por Huang et al., 2017, modificado en esta investigación, el cual 

consistió de los siguientes componentes (g/L): K2HPO4 1.00, KH2PO4 0,30, 

MgSO4.7H2O 0,05, FeSO4.7H2O 0,01, MnSO4.4H2O 0,01. Se utilizó glicerol como 

fuente de carbono a una concentración final de 0,1 ml/L. Las fuentes de nitrógeno 

NH4SO4 y NaNO2 se añadieron al medio HNM alcanzando concentraciones 

finales de 10 mg/L de NH4
+-N (HNM-1) y NO2

--N (HNM-2). Los consumos de 

amonio y nitrito fueron evaluados cada 12 horas. Las cepas que mostraron 

capacidad de utilización de estos compuestos nitrogenados fueron seleccionadas 

para pruebas posteriores. 

3.6.1. Inoculación con bacterias nitrificantes heterotróficas   

Para la inoculación de las bacterias nitrificantes se manejó una relación 1:10 (uno 

de inoculo bacteriano y nueve de medio selectivo), se centrifugaron los cultivos 

bacterianos aislados a 5000 rpm por 1 minuto para concentrar las células 

bacterianas para ello se utilizó la microcentrifuga Fisher Scientific Marathon 

16Km. Paso seguido se reguló la concentración bacteriana llevando cada una de 



33 
 

las cepas a una densidad óptica igual a 1 haciendo uso de un espectrofotómetro 

de microplaca Thermo Scientific™ Multiskan FC para medición de OD utilizando 

el filtro de 620 nm. En un tubo falcón esterilizado se tomó un volumen de 36 ml de 

medio y se inocularon con 4 ml del cultivo bacteriano con OD de 1 dejando 3 

réplicas por cada cepa. Finalmente se realizaron mediciones del consumo de 

nitrógenos cada 12 horas mediante el método colorimétrico utilizando kit api. 

3.7. Caracterización molecular de los aislados bacterianos seleccionados 

Los fragmentos de ADN del gen ARNr 16S, obtenidos mediante amplificación por 

PCR fueron enviados a secuenciar al laboratorio psomagen mediante la 

tecnología de secuenciación por Sanger. 

3.7.1. Análisis bioinformático 

Las secuencias nucleotídicas del gen ARNr 16S fueron analizadas y tratadas 

haciendo uso del programa BIOEDIT 7.2.5 donde se llevó a cabo la edición, 

manipulación y análisis de secuencias de ácidos nucleicos. Las secuencias 

forward y reverse fueron alineadas para obtener secuencias consenso. Las 

secuencias obtenidas se compararon con las secuencias disponibles en la base 

de datos NCBI utilizando la herramienta de búsqueda de alineación local básica 

(BLAST). Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron en MEGA 5.05 

utilizando el método de unión de vecinos (NJ) con 1000 réplicas de correa de 

arranque y el modelo de máxima verosimilitud compuesta. 

3.8. Evaluación in vitro del potencial nitrificante de aislados 

seleccionados. 

Las cepas seleccionadas que demostraron presencia de los genes funcionales, 

utilización de amonio y/o nitrito fueron puestas en los medios de nitrificación HNM-

1 y HNM-2 a concentraciones de 10 mg/L de (NH₄)₂SO₄ y NaNO2 siguiendo el 

protocolo utilizado para la selección de cepas nitrificantes, los consumos de 

amonio y nitrito fueron medidos en lapsos de tiempo más cortos con intervalos de 

4 horas. La tasa de nitrificación heterótrofa de cada cepa se determinó mediante 

la siguiente fórmula: 
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a) Tasa de nitrificación (mg/L x h) = (C1 -Cn)/ t.  

- C1 = concentración inicial. 

- Cn = concentración final. 

- t = período de incubación. (Mendoza et al., 2019). 

 

3.9. Formulación de consorcios bacterianos  

Se realizaron pruebas para establecer consorcios entre las bacterias nitrificantes; 

en este paso las cepas aisladas que mostraron consumo de amonio y nitrito 

fueron puestas en cocultivos tomando en cuenta la combinación de cepas 

nitrificantes de amonio y nitrito. Se evaluó el potencial nitrificante de los 

consorcios y se seleccionó el consorcio más eficiente. 

3.9.1. Evaluación in vivo del consorcio bacteriano 

Inicialmente se realizó la estimulación de formación de biofilm donde el consorcio 

bacteriano nitrificante concentrado a 1x108 fue puesto en baldes plásticos (20 L) 

con una relación 1:10, conteniendo catorce litros de medio especifico nitrificante 

con concentraciones de 40 mg/L de amonio y 10 mg/L de nitrito, se inoculó un litro 

del consorcio nitrificante alcanzando un volumen final de 15 L, adicionalmente dos 

recortes de red de polietileno de 15 cm x 30 cm con pliegues de 3 capas se 

colocaron en cada balde para estimular la formación de biofilm, los baldes fueron 

puestos en aireación con un oxígeno disuelto de 4 mg/L por 20 días, luego se 

procedió al ensayo In vivo el cual fue diseñado con 2 tratamientos y 5 repeticiones 

(Anexo 5).  

En el tratamiento 1 se pusieron 4 camarones juveniles con peso promedio de 3,5 

g en un balde con 10 L de agua de baja salinidad (4 ppt) y se adicionó la red con 

el biofilm maduro, los animales fueron mantenidos con aireación continua y se 

realizó recambios del 60% con agua estéril solo cuando se encontró presencia de 

amonio, mientras que el tratamiento 2 fue considerado el grupo control al cual se 

le establecieron las mismas condiciones, pero no se adicionó el biofilm bacteriano. 

Se registró la supervivencia de los camarones en cada grupo durante 30 días 

(Shu et al, 2022). Los parámetros de temperatura, oxígeno disuelto, pH, nitrógeno 

amoniacal total, nitrito y nitrato fueron medidos cada 24 horas. 
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3.9.2. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos experimentales se llevó a cabo las 

comparaciones de las medias del grupo experimental con la aplicación del 

consorcio nitrificante seleccionado y el grupo control mediante una prueba t-

Student de muestras independientes haciendo uso del programa estadístico IBM 

SPSS, versión 25 con un nivel de significancia estadística de 0,05% para todas 

las comparaciones.  
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Aislamiento de cepas bacterianas nitrificantes 

El proceso de aislamiento de las bacterias nitrificantes en los medios de cultivo 

selectivos para los grupos de remoción de amonio (MMNA) y nitrito (MMNN) 

permitió visualizar una alta diversidad bacteriana nitrificante heterotrófica asociada 

a los sedimentos con altas cargas de amonio (10 mg/L) y nitrito (6 mg/L) del 

cultivo RAS-BIOFLOC a baja salinidad. Los morfotipos coloniales permitieron el 

aislamiento de veintiuna cepas bacterianas capaces de crecer en los medios 

específicos de las cuales doce bacterias crecieron en medio de amonio y nueve 

en medios de nitrito (Tabla 1).  

Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Yang et al., (2016) quienes 

obtuvieron el aislamiento de veinte cepas bacterianas nitrificantes heterotróficas a 

partir de muestras de sedimento de un reactor mediante enriquecimiento con 

medio especifico heterotrófico donde seleccionaron tres cepas que mostraron 

mayor eficiencia de eliminación de nitrógeno.  

Los medios MMNA y MMNN han sido reportados para el aislamiento de bacterias 

nitrificantes, así como Nitrosomonas y Nitrolancea (Fujitani et al, 2015 y Spieck et 

al, 2020). Sin embargo, en este estudio se reemplazó la fuente de carbono 

inorgánica por glicerol obteniendo así el aislamiento de las bacterias nitrificantes 

heterotróficas capaces de crecer en estas condiciones utilizando amonio y nitrito 

como fuente de energía. Las otras cepas que mostraron crecimiento en los 

medios específicos fueron conservadas para posteriores investigaciones. 
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Tabla 1.  

Características morfológicas de los aislados bacterianos. Medio mineral 

nitrificante de amonio (MMNA) y de nitrito (MMNN). 

CÓDIGO MMNA MMNN 

CBM1 +   
CBM2 +   
CBM3 +   
CBM4   + 
CBM5 +   
CBM6   + 
CBM7 +   
CBM8 +   
CBM9   + 
CBM10 + + 
CBM11   + 
CBM12 +   
CBM13 +   
CBM14 + + 
CBM15   + 
CBM16 +   
CBM17   + 
CBM18   + 
CBM19 +   
CBM20   + 
CBM21   + 

 

4.2. IDentificación de genes implicados en procesos de nitrificación 

Los genes amoA y nxrB fueron evaluados en los aislados seleccionados mediante 

PCR convencional. El gen amoA se encontró en las cepas CBM3, CBM12 y 

CBM16 obteniendo un fragmento de 452 pb (Anexo 6A). Mientras que en las 

cepas CBM17, CBM18 y CBM21 se encontró el gen nxrB obteniendo un 

fragmento de 485 pb (Anexo 6B). Los aislados bacterianos CBM10 y CBM14 

mostraron presencia de ambos genes lo cual las ubica como bacterias 

heterotróficas capaces de realizar el proceso de nitrificación completa (Tabla 2). 

Siendo similar a lo encontrado por Zhang et al., (2016) quienes lograron la 

amplificación del gen amoA en la cepa nitrificante heterotrófica Acinetobacter sp. 

y Mendoza et al, 2019 quienes encontraron el gen nxrB en Psedumonas y Bacillus 

lo cual explica la capacidad nitrificante heterotrófica de las cepas seleccionadas 

en este trabajo. 
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Estos resultados demuestran que solo las cepas CBM3, CBM12, CBM16, CBM17, 

CBM18, CBM21, CBM10 y CBM14 poseen los genes funcionales responsables de 

codificar la amonío monooxigenasa (AMO) y nitrito oxidoreductasa (NXR), que 

son las dos enzimas claves durante el proceso de nitrificación (Holmes et al, 2019 

y Lehtovirta, 2018). El gen amoA codifica la subunidad A, junto con amoC y amoB 

forman el operón AMO de la enzima amoniaco monooxigenasa presente en todos 

las bacterias oxidadoras de amonio estudiadas como Nitrosomonas, Nitrosospira, 

Acinetobacter, Bacillus, etc (Mendoza et al, 2019, Krishnani, 2010 y Zhang et al, 

2016). El gen nxrB codifica la subunidad B de la enzima nitrito óxido reductasa el 

cual se utiliza como marcador funcional y filogenético de especies nitrito oxidantes 

(Pester et al, 2014).  

Tabla 2.  

Identificación de genes específicos relacionados en los procesos de nitrificación 

en las cepas evaluadas. 

Cepas 
Genes de nitrificación 

amoA nxrB 

CBM3 + - 

CBM10 + + 

CBM12 + - 

CBM14 + + 

CBM16 + - 

CBM17  - + 

CBM18  - + 

CBM21  - + 

 

 

 

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nitrosococcus
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4.3. Selección de bacterias nitrificantes heterotróficas. 

Las veintiuna cepas aisladas fueron también sometidas a ensayos In vitro para 

verificar su capacidad de utilización de amonio y nitrito considerando que todas 

pudieron crecer en los medios de aislamiento. En este proceso las cepas fueron 

puestas en medios líquidos selectivos NMH1 y NMH2 a concentraciones de 10 

mg/L de amonio y nitrito, respectivamente. Cada 12 horas se verifico la capacidad 

de utilización de amonio y nitrito de los aislados bacterianos. Tres cepas 

correspondientes a CBM3, CBM12 y CBM16 mostraron capacidad de utilización 

de amonio (Cuadro 3). CBM17, CBM18 y CBM21 fueron capaces de remover 

nitrito (Cuadro 4). Las cepas CBM10 y CBM14 tuvieron la capacidad de remover 

eficientemente ambas fuentes de nitrógenos (Cuadros 3 y 4). Lo encontrado en 

esta evaluación tuvo relación con lo visto en la detección de genes funcionales. 

Estos resultados son similares a lo encontrado por Mendoza et al., (2017) quienes 

reportaron el aislamiento de nueve cepas nitrificantes heterotróficas en los medios 

específicos NMH1 y NMH2 de las cuales solo cuatro cepas (SM4, SM5, BM6 y 

EBA-P) fueron capaces de realizar nitrificación heterotrófica. Además, mediante 

PCR convencional y proteómica corroboraron la presencia de los genes nxrB y 

amoA en estas cepas. Lo cual tiene relación con lo encontrando en la presente 

investigación donde únicamente los aislados que mostraron presencia de los 

genes funcionales pudieron remover nitrógenos. 
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Tabla 3. 

Evaluación de la capacidad nitrificante de bacterias de remoción de amonio. 

Bacteria 
NH4

+-N 
Inicial 

BOA (12 h) BOA (24h) BOA (36h) 

NH4
+-

N
 

NO2
--

N 
NO3

--
N 

NH4
+-

N 
NO2

--
N 

NO3
--

N 
NH4

+-
N 

NO2
--

N 
NO3
--N 

CBM1 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM2 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM3 10 mg/L 0 4 0 0 4 0 0 4 0 

CBM4 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM5 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM6 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM7 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM8 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM9 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM10 10 mg/L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CBM11 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM12 10 mg/L 6 3 0 3 4 0 0 6 0 

CBM13 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM14 10 mg/L 8 1 4 0 0 0 0 0 0 

CBM15 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM16 10 mg/L 4 4 0 0 6 0 0 4 0 

CBM17 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM18 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM19 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM20 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CBM21 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 

CONTROL 10 mg/L 10 0 0 10 0 0 10 0 0 
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Tabla 4.  

Evaluación de la capacidad nitrificante de bacterias de remoción de nitrito. 

Bacteria 
NO2

--N 
NICIO 

BON (12 h) BON (24 h) BON (36h) 

NH4
+-

N 
NO2

--
N 

NO3
--

N 
NH4

+-
N 

NO2
--

N 
NO3

--
N 

NH4
+-

N 
NO2

--
N 

NO3
--

N 

CBM1 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM2 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM3 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM4 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM5 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM6 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM7 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM8 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM9 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM10 10 mg/L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CBM11 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM12 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM13 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM14 10 mg/L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CBM15 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM16 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM17 10 mg/L 0 2 20 0 0 40 0 0 40 

CBM18 10 mg/L 0 0,5 20 0 0 40 0 0 40 

CBM19 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM20 10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 

CBM21 10 mg/L 0 6 40 0 3 40 0 0 40 

CONTROL  10 mg/L 0 10 0 0 10 0 0 10 0 
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4.4. Caracterización molecular de los aislados bacterianos seleccionados 

Las ocho cepas bacterianas seleccionadas que mostraron nitrificación y presencia 

de los genes amoA y nxrB fueron caracterizadas taxonómicamente, la secuencia 

completa (1500 pb) del gen ARNr 16S de los aislados nitrificantes fueron enviados 

a secuenciar y las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos 

de NCBI. La búsqueda de homología de las secuencias mostró altas similitudes 

con Pseudomonas baleárica 99,25% (CBM10), P. stutzeri 99,68% (CBM12), P. 

taiwanensis 97,41% (CBM14), P. nitroreducens 99,68% (CBM17), P. putida 

99,89% (CBM18), Acinetobacter harbinensis 97,33% (CBM3), Enterobacter 

cloacae 99,58% (CBM16), y Bacillus amyloliquefaciens 93,41% (CBM21) (Cuadro. 

5) (Anexos 7, 8 y 9).  

Estos resultados son similares con lo reportado por Shu et al., (2022) quienes 

llevaron a cabo el aislamiento de bacterias nitrificantes heterotróficas a partir de 

aguas residuales de cultivos de peces de agua dulce en sistemas RAS. 

Encontrando que la mayor cantidad de bacterias nitrificantes heterotróficas 

correspondían a Pseudomonas spp. (38 cepas), Acinetobacter spp. (24) y de 

Enterobacter spp. (4) la similitud encontrada entre estos autores y el presente 

estudio podría deberse a la relación de las condiciones de cultivo y los bajos 

niveles de salinidad (4 ppt) utilizado en el sistema RAS-Biofloc en este trabajo.  

Por otra parte, Bacillus spp. se usa comúnmente como probióticos en acuacultura, 

pero pocos reportes se han centrado en la capacidad de nitrificación de este 

género. Mendoza et al., (2019) trabajaron en la evaluación de Bacillus spp. 

logrando el aislamiento de cuatro cepas con capacidad de nitrificación heterótrofa 

a partir de agua de acuacultura. Zhang et al., (2022) lograron el aislamiento de 

doce cepas de Bacillus spp. de sedimentos de estanques de camarón, seis cepas 

mostraron capacidad de eliminación de nitrógeno dentro de las cuales están B. 

subtilis, B. albus, B. amyloliquefaciens y B. velezensis esto tiene similitud con lo 

encontrado en este trabajo donde B. amyloliquefaciens fue aislada de sedimentos 

de un sistema RAS-BIOFLOC de L. vannamei además mostrando capacidad de 

oxidación de nitrito (CBM21). 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aquaculture-system
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pseudomonas
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acinetobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterobacter
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Tabla 5.  

Caracterización molecular y clasificación filogénica de ocho cepas bacterianas 

heterotróficas aisladas. 

Cepa Identificación molecular 16S N° accesión Similitud (%) 

CBM3 Acinetobacter harbinensis  KC843488.1 97,33 

CBM10 Pseudomonas balearica  NR_025972.1 99,25 

CBM12 Pseudomonas stutzeri  MT027239.1 99,68 

CBM14 Pseudomonas taiwanensis  NR_116172.1 97,41 

CBM16 Enterobacter cloacae  NR_028912.1 99,58 

CBM17 Pseudomonas nitroreducens  LN995712.1 99,68 

CBM18 Pseudomonas putida  KM435272.1 99,89 

CBM21 Bacillus amyloliquefaciens  KC894960.1 93,41 

 

4.5. Evaluación in vitro del potencial nitrificante de cepas seleccionadas. 

Los aislados nitrificantes fueron evaluados In vitro para conocer su tasa de 

nitrificación, para ello fueron puestas en medios de cultivos específicos con 

NH4SO4 y NaNO2 a concentraciones de 10 mg/L, los consumos de NAT, NO2
--N y 

NO3
--N se midieron cada 4 horas (Anexo 10). Los resultados revelaron que las 

cepas CBM3, CBM12 y CBM16 mostraron capacidad de oxidación de amonio 

(Figura. 2) y las cepas CBM17, CBM18, CBM21 tuvieron capacidad de remoción 

de nitritos (Figura. 3) mientras las cepas CBM10 y CBM14 tuvieron la capacidad 

de remover eficientemente los nitrógenos por completo (Figura. 2 y 3).  

La cepa más eficiente para la remoción de amonio fue CBM3 (Acinetobacter sp.) 

alcanzando una tasa de nitrificación de 1,25 mg/L por hora, capaz de remover 10 

mg/L de NH4
+-N en 8 horas. Acinetobacter spp. ha sido encontrada por poseer 

altos niveles de remoción de amonio Zhang et al (2016), reporto que 

Acinetobacter sp. SFA 10 aislada a partir de un rio fue capaz de remover amonio 

y tuvo una tasa de remoción de 2,05 mg/L por hora. Además, también encontró 

presencia del gen AMO responsable de la oxidación de amonio; lo cual tiene 
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similitud con la tasa de remoción y presencia del gen AMO observado en la cepa 

CBM3 en este estudio. 

Las cepas CBM16 (Enterobacter cloacae) y CBM12 (Pseudomonas stutzeri) por 

su parte mostraron tasas de remoción de amonio de 0,50 y 0,31 mg/L por hora 

logrando remover 10 mg/L de NH4
+-N en 20 y 32 horas, respectivamente. Padhi et 

al (2017) y Zhou et al (2014) reportaron en sus trabajos que las cepas 

Enterobacter cloacae (CF-S27) y Pseudomonas stutzeri (KTB) mostraron 

capacidad de nitrificación y desnitrificación aeróbica revelando tasas de 

nitrificación de amonio de CF-S27 igual a 11 mg/L por hora mucho más alta en 

comparación con la cepa CBM16 (0,5 mg/L) mientras KTB mostró una tasa de 

0,24 mg/L por hora lo cual es similar a lo encontrado con la cepa CBM12 (0,31 

mg/L). Además, la capacidad de nitrificación y desnitrificación aeróbica reportada 

por estos autores difiere con lo encontrado en este trabajo donde las cepas 

CBM16 y CBM12 mostraron capacidad de remoción únicamente de amonio, esta 

diferencia podría deberse a que en estas cepas solo se encontró presencia del 

gen amoA. 

Por su parte las cepas CBM17 (Pseudomonas nitroreducens), CBM18 

(Pseudomonas putida) y CBM21 (Bacillus amyloliquefaciens) exhibieron tasas de 

remoción de NO2
--N de 0,63, 0,58 y 0,28 mg/L por hora, logrando remover los 10 

mg/L en 16, 20 y 36 horas, respectivamente, además mostraron incapacidad de 

utilización de amonio y nitrato. Estas tres cepas han sido encontradas en previas 

investigaciones como bacterias de nitrificación y desnitrificación aeróbica (Jie y 

Daping, 2008; Zhang et al, 2019 y Hui et al, 2018) lo cual difiere con lo encontrado 

en este trabajo donde se observó presencia solo del gen nxrB y capacidad 

utilización solo de nitrito como fuente de nitrógeno en las cepas mencionadas 

siendo clasificadas como bacterias de oxidación de nitrito.  

Las cepas CBM10 (Pseudomonas baleárica) y CBM14 (Pseudomonas 

taiwanensis) tuvieron la capacidad de consumir por completo los 10 mg/L de 

amonio en 12 y 24 horas y nitrito en 8 y 12 h, respectivamente. Con tasas de 

nitrificación de amonio, nitrito y nitrato por CBM10 de 0,83, 1,25 y 1 mg/L por hora 

y CBM14 de 0,42, 0,83 y 0,5 mg/L por hora; respectivamente, con una baja 
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acumulación de nitrato (4 mg/L) durante el proceso. Corroborando así la 

capacidad de estas dos cepas de nitrificación y desnitrificación aeróbica.  

Autores como Ruan et al., (2020) y Zhang et al., (2022) reportaron a 

Pseudomonas baleárica (RAD-17) y Pseudomonas taiwanensis (EN-F2) como 

cepas de nitrificación heterótrofa/desnitrificación aeróbica (HN/AD), con tasas de 

remoción de NH4
+-N, NO2

--N y NO3
--N de RAD-17 igual a 1,56, 6,33 y 6,22 y EN-

F2 igual a 0,42, 0,83 y 0,5 mg/L por hora, respectivamente. Lo cual muestra 

diferencias con lo visto en las cepas CBM10 y CBM14 que a pesar de que 

mostraron capacidad de HN/AD sus tasas de nitrificación fueron mucho más 

bajas, estas diferencias podrían estar relacionadas con los niveles de salinidad de 

las condiciones de evaluación.  

La salinidad influye directamente en los procesos biológicos de las bacterias, 

reduciendo el crecimiento y la tasa de oxidación del nitrógeno por parte de los 

nitrificantes (Quartaroli et al., 2017 y Silva et al., 2018). Carneiro et al., (2019) 

reportaron que el mejor desempeño de Pseudomonas baleárica se da a una 

salinidad de 30 ppt lo cual difiere del nivel salinidad (4 ppt) de evaluación de las 

cepas CBM10 y CBM14.  
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Figura 2. 

Características de nitrificación heterótrofa de las cepas seleccionadas con amonio 

(NH4
+-N) como única fuente de nitrógeno en condiciones aeróbicas. 
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Figura 3. 

Características de nitrificación heterótrofa de las cepas seleccionadas con nitrito 

(NO2
--N) como única fuente de nitrógeno en condiciones aeróbicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Identificación de consorcio de los aislados bacterianos 
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Para la formulación de consorcios se establecieron cuatro grupos de acuerdo a 

los niveles de eficiencia de remoción de nitrógeno (alta, media, baja y oxidación 

completa), se agruparon CBM3 y CBM17 como cepas de alta remoción, CBM16 y 

CBMN18 cepas de remoción media, CBM12 y CBM21 cepas de baja remoción, 

CBM10 y CBM14 de remoción completa. En base a esto se hicieron 

combinaciones y se establecieron 15 consorcios bacterianos (Cuadro 6).  

Se encontró que el consorcio CNH12 mostró la tasa remoción más alta de NH4
+-

N, NO2
--N y NO3

--N, el cual estuvo conformado por 6 cepas bacterianas 

conteniendo las dos cepas de remoción completa (CBM10 y CBM14) más las 

cepas de alta (CBM3, CBM17) y media remoción (CBM12, CBM18). Este 

consorcio tuvo la capacidad de remover 40 mg/L de amonio, 10 mg/L de nitrito y 

el nitrato acumulado durante el proceso en un periodo de 24 horas con una tasa 

de remoción de 3,3, 2,5 y 1 mg/L por hora, respectivamente. Otros consorcios 

como el 3 y 10 mostraron buenos resultados alcanzando tasas de remoción de 2 

mg/L por hora mientras los consorcios 7, 8, 9, 13, 14 y 15 mostraron una muy baja 

remoción de nitrógeno a pesar de contar con cepas que mostraron buen potencial 

cuando fueron evaluadas individualmente (Figura 4).  

Estos resultados tienen similitud con lo reportado por Yang, 2017 quien estimuló 

la proliferación de un consorcio nitrificante heterótrofo y desnitrificante aeróbico 

presente naturalmente en muestras de aguas residuales de baja salinidad 

mediante enriquecimiento selectivo con sulfato de amonio como fuentes de 

nitrógeno encontrando que un consorcio microbiano denominado FG-06 exhibió 

una alta tasa de nitrificación heterótrofa y desnitrificación aeróbica de NH4
+-N, 

NO2
--N y NO3

--N con tasas de eliminación de 7,33, 6,53 y 4,53 mg/L por hora, 

respectivamente.  

El consorcio FG-06 estaba conformado en un 54,37% por Acinetobacter spp. y un 

26,52% por Pseudomonas spp., al igual que el mejor consorcio nitrificante 

encontrado en este estudio, sin embargo, el consorcio FG-06 mostro mayor tasa 

de nitrificación que el consorcio CNH12 lo cual podría deberse a que en este 

consorcio las proporciones bacterianas corresponden a Acinetobacter sp. (16,6%) 

y Pseudomonas (86,33%). Lo cual hace hipotetizar que la presencia de 

Acinetobacter spp. en mayor proporción pudo ser el factor diferencial entre la 
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eficiencia nitrificante del consorcio FG-06 y el consorcio CNH12 concluyendo que 

la presencia de Acinetobacter spp. en mayor proporción podría mejorar la 

eficiencia de un consorcio bacteriano nitrificante heterotrófico. 

Tabla 6.  

Formulación de consorcios con aislados bacterianos. 

CONSORCIO  CÓDIGO BACTERIAS 

1 CBM10, CBM3 Y CBM17. 

2 CBM14, CBM3 Y CBM17. 

3 CBM10, CBM14, CBM3 Y CBM17. 

4 CBM10, CBM12, CBM18. 

5 CBM14, CBM12, CBM18. 

6 CBM10, CBM14, CBM12, CBM18. 

7 CBM10, CBM16, CBM21. 

8 CBM14, CBM16, CBM21. 

9 CBM10, CBM14, CBM16, CBM21. 

10 CBM10, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18. 

11 CBM14, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18. 

12 CBM10, CBM14, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18. 

13 CBM10, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18, CBM16, CBM21. 

14 CBM14, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18, CBM16, CBM21. 

15 
CBM10, CBM14, CBM3, CBM17, CBM12, CBM18, CBM16, 

CBM21. 
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Figura 4. 

Características de nitrificación de los consorcios bacterianos (CNH1- CNH15) con 

amonio (NH4+-N) y nitrito (NO2
--N) como fuentes de nitrógeno en condiciones 

aeróbicas. 
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4.6.1.  Evaluación in vivo del consorcio bacteriano 

El consorcio bacteriano (CNH12) fue cultivado con medio especifico nitrificante y 

una malla de polietileno para estimular la formación de biofilm lo cual se obtuvo 

después de 20 días de inoculación (Figura 5A). A continuación, se procedió a la 

evaluación in vivo durante un mes, donde cuatro camarones juveniles de 3,5 g 

fueron cultivados en agua de baja salinidad (4 ppt) y se adiciono la malla de 

polietileno con el biofilm nitrificante maduro. Los parámetros físico-quimicos se 

mantuvieron dentro de los rangos recomendados para el cultivo de camarón tanto 

en el grupo experimental como en el control (Figura 5B) siendo la temperatura 

28,5±0,62 y 27,5±0,3,82, pH 7,63±0,28 y 7,64±0,26 y oxígeno disuelto 6,32±0,47 

y 6,3±0,61, respectivamente. 

La Figura 5C muestra las mediciones diarias de los compuestos nitrogenados del 

grupo experimental y el control, se observa que el grupo experimental mantuvo 

los niveles de NH4
+-N, NO2

--N y NO3
--N en 0 mg/L durante los 30 días de cultivo 

mientras que el grupo control mostró acumulación de nitrógeno amoniacal total 

que oscilaba entre 0,10 y 0,75 mg/L (0,37±0,21), no se encontró acumulación de 

nitrito y nitrato durante la prueba. Se realizaron recambios del 60% del agua cada 

tres días al grupo control para evitar la acumulación excesiva de amoniaco 

mientras que al grupo tratamiento solo se le repuso el agua de evaporación y se 

reguló los niveles de floculación entre 10 y 15 mg/L para evitar asfixia de los 

camarones como se recomienda para el sistema RAS-BIOFLOC (Suantika et al, 

2018). 

Los camarones fueron monitoreados diariamente para verificar la supervivencia 

en el grupo experimental (3,6±0,6) como en el control (2,8±0,5). Después de 

treinta días se encontró que el grupo experimental presento supervivencia del 

90% mientras que en el grupo control fue del 70% (Figura 5D). La razón por la 

que la mortalidad fue más alta en el grupo control que en el grupo experimental 

podría deberse a las acumulaciones de amoniaco alcanzando 0,75 mg/L durante 

los periodos sin recambios y la susceptibilidad del camarón al amoniaco en baja 

salinidad. En aguas con bajas salinidades el amoníaco como el nitrito aumentan 

su toxicidad sobre L. vannamei (Samocha y Prangnell, 2019). 
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Estos resultados demostraron que el consorcio nitrificante CNH12 no presenta 

toxicidad sobre los camarones, tiene una alta tasa de eliminación de los residuos 

nitrogenados (NH4
+-N, NO2

--N y NO3
--N) y es adecuado para su aplicación en el 

tratamiento de aguas residuales de acuacultura o aplicación directa al tanque de 

cultivo. Estos hallazgos son comparables con los resultados informados por Dou 

et al., (2021), quienes determinaron que las cepas de nitrificación heterotróficas 

Pseudomonas fluorescens NB14 y Vibrio sp. AB15 mostraron seguridad biológica 

y capacidad de eliminación de nitrógeno cuando estas fueron puestas en cultivo 

con L. vannamei durante veintiún días demostrando el beneficio de la aplicación 

de bacterias nitrificantes heterotróficas en cultivos de camarón. 

Según los resultados de los análisis estadísticos, el consorcio CNH12 mostró 

diferencia significativa respecto al grupo control en los parámetros de 

supervivencia (p: 0,035) y consumo de amonio (p: 0) mientras que en los 

parámetros de temperatura (p: 0,14), pH (p: 0,21) y Oxígeno disuelto (p: 0,93), no 

se observó diferencia significativa (tabla 7). La distribución de probabilidad de la 

prueba t de Student permite comparar dos medias cuando las muestras son 

pequeñas y se desconoce la varianza poblacional lo cual es propio de este 

trabajo. Para la prueba t el nivel de confianza es p = 0,05, la diferencia es 

estadísticamente significativa siempre que este valor de p sea igual o inferior a 

0,05 (Molina Arias et al, 2020). 

Tabla 7.  

Prueba t para la igualdad de medias entre grupo experimental y control.  

Variable N Media Desviación Valor P 

Temperatura 
CNH12 30 28,5 0,61 

0,14 
Control 30 27,5 3,82 

pH 
CNH12 30 7,73 0,28 

0,21 
Control 30 7,64 0,26 

Oxigeno 
CNH12 30 6,32 0,47 

0,93 
Control 30 6,33 0,61 

Supervivencia 
CNH12 5 3,6 0,55 

0,035 
Control 5 2,8 0,45 

Amonio 
CNH12 30 0 0 

0 
Control 30 0,37 0,21 

Los valores con p<0,05 indican diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 5.  

Evaluación In vivo del consorcio nitrificante CNH12. (A). Maduración de biofilm 

con el consorcio bacteriano nitrificante. (B) medición de valores de parámetros de 

la calidad del agua, temperatura, pH y oxígeno disuelto. (C) Concentración de 

nitrógeno durante el tiempo experimental. (D) Efecto de la aplicación del consorcio 

nitrificante sobre la supervivencia de L. vannamei. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

 

1. Mediante medios de cultivo heterotróficos nitrificantes se logró el 

aislamiento de veintiuna cepas bacterianas a partir de sedimentos de un 

cultivo súper intensivo híbrido RAS-BIOFLOC de L. vannamei. 

 

2. Mediante PCR de punto final fueron identificados los genes amoA y nxrB 

considerados marcadores de los procesos de remoción de amonio y nitrito, 

respectivamente, encontrando presencia del gen amoA en los aislados 

CBM3, CBM12, CBM16 y de nxrB en CBM17, CBM18 Y CBM21 mientras 

que en las cepas CBM10 y CBM14 se encontró los dos genes. 

 

3. La evaluación In vitro corroboro que los únicos aislados bacterianos con 

capacidades de remoción de amonio y nitrito fueron los mismos en los que 

se detectaron los genes funcionales, CBM10 y CBM14 mostraron 

capacidad de remoción completa; CBM3, CBM16 y CBM12 pudieron 

utilizar únicamente amonio como fuente de energía mientras CBM17, 

CBM18 y CBM21 tuvieron capacidad de remoción de nitrito. 

 

4. Se identificó mediante análisis de secuencias nucleotídicas del gen ARNr 

16S ocho bacterias con capacidades nitrificantes clasificadas como: 

Pseudomonas stutzeri, P. taiwanensis, Acinetobacter harbinensis, P. 

baleárica, P. nitroreducens y P. putida.  

 

5. A través del presente estudio fue posible establecer un consorcio de 

bacterias nitrificantes (CNH12) identificadas molecularmente y con 

potencial benéfico para biorremediación de amoniaco, nitrito y nitrato en 

acuacultura. 
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CAPITULO VI 

RECOMENDACIONES 

 

1. Ampliar los trabajos de evaluación del consorcio CNH12 evaluando la 

formación de biofilm. 

 

2. Continuar en búsqueda de aislamiento de nuevas cepas nitrificantes 

heterotróficas haciendo énfasis en Acinetobacter spp. con miras a potenciar 

la eficiencia nitrificante del consorcio CNH12. 

 

3. Explorar estudios que involucren evaluación y caracterización de las otras 

cepas que crecieron en los medios específicos ya que pueden contar con 

otras ventajas como capacidad de consumir fosfatos el cual es otro 

inconveniente en cultivos intensivos. 
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CAPITULO VII 

5. ANEXOS 

Anexo 1. 

Modulo escala sistema súper intensivo hibrido RAS – BIOFLOC a baja salinidad. 

Laboratorio Centro De Biotecnología Acuícola Sostenible (CBAS). 
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Anexo 2.  

Preparación de medios de cultivo selectivo para aislamiento de bacterias 

nitrificantes heterotróficas.  

 

 

Anexo 3. 

Aislamiento bacterias nitrificantes heterotróficas. (A) Toma de muestra, (B) 

enriquecimiento con medios selectivos, (C) Siembra en medio sólido, (D) 

Obtención de cultivo axénico.  
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Anexo 4. 

Extracción de ADN de los aislados bacterianos nitrificantes.  

 

 

Anexo 5. 

Evaluación In vivo del consorcio bacteriano. 
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Anexo 6. 

Detección de genes funcionales en los aislados bacterianos. (A) Gen amonio 

monooxigenasa subunidad A, (B) Gen nitrito oxidorreductasa subunidad B. 

 

Anexo 7. 

Alineamiento de secuencias del gen ARNr 16S de los aislados nitrificantes 

mediante el programa BIOEDIT. 
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Anexo 8.  

Comparación de secuencias obtenidas en la base de datos NCBI mediante la 

herramienta BLAST. 
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Anexo 9. 

 Análisis filogenético de cepas bacterianas aisladas. (A) CBM3, (B) CBM10, (C) 

CBM12, (D) CBM17, (E) CBM14, (F) CBM16, (G) CBM18, (H) CBM21. 
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Anexo 10. 

Evaluación del potencial nitrificante de los aislados bacterianos. 
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