Manglar 22(2): 149-155 (2025)

Impacto de la melaza y el silicato sobre bacterias del
género Bacillus y Vibrio en sedimentos acuicolas: Un
analisis metagendmico comparativo

Impact of molasses and silicate on bacteria of the genus Bacillus
and Vibrio in aquaculture sediments: A comparative metagenomic
analysis

Rodrigo Saavedra?l; Ruth Vasquez?!; Lita Sorrozal*

1 Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Técnica de Machala, Av. Panamericana km
5 1 Via a Pasaje, Machala, Ecuador.

* Autor corresponsal: rsaavedra2@utmachala.edu.ec (R. Saavedra).
ID ORCID de los autores

R. Saavedra: https://orcid.org/0009-0004-9224-1801 R. Vasquez: https://orcid.org/0009-0009-6137-267X
L. Sorroza https://orcid.org/0000-0002-8829-0414

RESUMEN

La gestiéon de comunidades microbianas en sistemas acuicolas es fundamental para mantener la sanidad del
ambiente y favorecer la producciéon sostenible. En particular, bacterias del género Bacillus presentan
propiedades benéficas, mientras que Vibrio incluye especies patégenas que afectan negativamente la salud de
los cultivos. Este estudio evalu6 el efecto de 1a melaza y el silicato sobre la composicién bacteriana del sedimento,
enfocandose en la abundancia relativa de ambos géneros. Se recolectaron sedimentos en tres sitios de Puerto
Hualtaco, Ecuador (compuerta de camaronera, manglar virgen y muelle), y se sometieron a tratamientos con
melaza (84 mg/L), silicato (34 mg/L) y un control sin insumos. Las comunidades bacterianas fueron analizadas
mediante secuenciacién metagenémica. Los resultados mostraron que Bacillus fue mas abundante en los
controles del manglar y muelle, pero disminuy6 en los tratamientos; solo en la compuerta camaronera se
observé un ligero aumento. En cambio, Vibrio increment6 en todos los tratamientos, lo que sugiere que estos
insumos favorecen su proliferacion. También se detectaron cambios en otros géneros bacterianos, reflejando la
influencia de los nutrientes sobre la microbiota. Este estudio aporta evidencia sobre el impacto de ciertos
insumos en la estructura microbiana del sedimento, subrayando la necesidad de estrategias que promuevan
bacterias benéficas en acuicultura.
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ABSTRACT

The management of microbial communities in aquaculture systems is essential for maintaining environmental
health and promoting sustainable production. Bacillus bacteria exhibit beneficial properties, while Vibrio
includes pathogenic species that negatively affect crop health. This study evaluated the effect of molasses and
silicate on the bacterial composition of sediment, focusing on the relative abundance of both genera. Sediments
were collected from three sites in Puerto Hualtaco, Ecuador (shrimp farm gate, virgin mangrove, and dock) and
treated with molasses (84 mg/L), silicate (34 mg/L), and a control without inputs. Bacterial communities were
analyzed using metagenomic sequencing. Results showed that Bacillus was more abundant in the mangrove and
dock controls; but decreased across treatments; only at the shrimp farm gate was a slight increase observed. In
contrast, Vibrio increased across all treatments, suggesting that these inputs promote its proliferation. Changes
were also detected in other bacterial genera, reflecting the influence of nutrients on microbiota. This study
provides evidence of the impact of certain inputs on the microbial structure of the sediment, highlighting the
need for strategies that promote beneficial bacteria in aquaculture.
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INTRODUCCION

La acuicultura se ha consolidado como una de las
actividades productivas de mas rapido crecimiento
a nivel mundial, posiciondndose como una
alternativa clave para satisfacer la creciente
demanda global de productos del mar en el futuro
(Chan et al,, 2024). En este contexto, el cultivo de
camar6n adquiere una importancia especial en
paises como Ecuador, reconocido como uno de los
principales exportadores a nivel mundial. El
aumento sostenido en los niveles de produccién ha
convertido a este sector en uno de los pilares de
mayor crecimiento dentro de la economia nacional
(Viera-Romero et al, 2024). Sin embargo, esta
intensificacién de las practicas acuicolas ha
implicado un mayor uso de insumos como la
melaza y el silicato, utilizados como fuentes de
carbono y nutrientes esenciales para la
proliferacién de productividad natural y bacterias
benéficas, en especial aquellas del género Bacillus
(Shi etal., 2024).

En la industria acuicola ecuatoriana, se ha
difundido la creencia de que insumos como la
melaza y el silicato favorecen la bioestimulacion y
la proliferacién de bacterias benéficas del género
Bacillus, conocidas por sus propiedades probio-
ticas. Al mismo tiempo, se presume que estos
insumos contribuyen a reducir la presencia de
bacterias patdgenas del género Vibrio, asociadas a
enfermedades como la necrosis hepatopancreatica
aguda (AHPND), responsable de elevadas tasas de
mortalidad en los cultivos de camarén (Ma et al,
2024). Sin embargo, la evidencia cientifica que
respalde esta creencia es limitada, particularmente
en estudios que utilicen metodologias avanzadas
como el analisis metagendémico, capaces de ofrecer
una vision integral de las comunidades micro-
bianas. Ademas, se desconoce si los efectos de estos
insumos son exclusivos de los sedimentos de
piscinas camaroneras o si se replican en entornos
alejados de las actividades acuicolas. La falta de
informacién detallada sobre el impacto real de
estos insumos plantea interrogantes sobre su
efectividad para proliferar bacterias benéficas del
género Bacillus y sobre su posible influencia en las
dindmicas microbianas de diferentes entornos
acuaticos.

Existen escasos estudios donde se investigue
especificamente el impacto de la melazay el silicato
en la bioestimulacién de bacterias del género
Bacillus en los sedimentos acuicolas. No obstante,
algunas investigaciones han explorado su efecto en

otros sistemas de cultivo. Alfiansah et al. (2022)
reportaron que la adiciéon de melaza y silicato
favorece el crecimiento de bacterias beneficiosas,
como las del género Bacillus, en cultivos de
camaré6n (Litopenaeus vannamei) realizados en
tanques. De manera similar, Lima et al. (2021)
encontraron que en un sistema biofloc multitréfico
con ostras (Crassostrea gigas) y camarén blanco (L.
vannamei), estos insumos promovieron la
proliferacion de Bacillus spp. y redujeron
significativamente la presencia de patégenos como
Vibrio. Ademas, Kim et al. (2022) y Waiho et al.
(2023) utilizaron andlisis metagenémicos para
estudiar la diversidad microbiana en cultivos de
camaroén en sistemas biofloc con la aplicacién de
estos insumos, destacando wuna disminucién
significativa en la abundancia de Vibrio.

Este estudio es clave para entender cémo la melaza
y el silicato influyen en la proliferacién de bacterias
beneficiosas del género Bacillusy en la dindmica de
bacterias patégenas como Vibrio, que afectan a las
especies de cultivo. Aunque investigaciones previas
han evaluado el impacto de estos insumos, atin no
se han realizado andlisis metagenémicos que
capten la complejidad y diversidad microbiana de
los sedimentos acuicolas. En el contexto de la
industria camaronera ecuatoriana, que abarca mas
de 250.000 hectareas de cultivo, el uso de estos
insumos se ha intensificado significativamente
(Alvarado-Barrera et al,, 2024). Los hallazgos de
este estudio podrian ofrecer evidencia cientifica
para validar o cuestionar las practicas actuales,
proporcionando a los productores herramientas
para tomar decisiones adecuadas sobre el uso de
insumos en sus sistemas de cultivo.

Este estudio tiene como objetivo analizar, mediante
herramientas metagendémicas, el impacto de la
melaza y el silicato en las comunidades
microbianas de los sedimentos de piscinas
camaroneras, con énfasis en el crecimiento de
bacterias beneficiosas del género Bacillus y
bacterias patégenas como Vibrio. Se evaluara su
influencia mediante un disefio experimental que
incluye un grupo tratado con estos insumos y un
grupo control sin aditivos. Ademas, se evaluaran
los efectos observados en los sedimentos acuicolas
con los de zonas no influenciadas por actividades
acuicolas, como manglares virgenes y dareas
cercanas a muelles, para determinar si los efectos
de los nutrientes son especificos de los sistemas
acuicolas o si se replican en otros entornos.

METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en la zona de manglar de
Puerto Hualtaco, ubicada en Huaquillas, provincia
de El Oro, Ecuador, cerca de la frontera con Peru
(Figura 1). Este sitio es reconocido por su
importante actividad camaronera, maritima
comercial y por la presencia de ecosistemas de
manglar conservados.

Recoleccion de muestras
Se recolectaron muestras de sedimento en tres

puntos representativos (Tabla 1). Para la
recoleccion de las muestras, se utilizé la técnica de
puntos sospechosos descrita por Thomas et al.
(2020). Las muestras se extrajeron a una
profundidad de 10 cm del sedimento con una draga
Ekman y se colocaron en bolsas Ziploc, las cuales se
etiquetaron y conservaron en una nevera corcho a
10 °C. Posteriormente, las muestras se trasladaron
al Laboratorio de Microbiologia en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica
de Machala.
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Tabla 1
Descripcion de los puntos de donde se extrajo cada una de las muestras.
ID Sitio Descripcion Coordenadas
Compuerta Este punto fue elegido debido a la gran cantidad de sedimentos acumulados - o
P1 de como resultado de la actividad acuicola en la zona. 326'29.39'S,
80°13'4.66"W
camaronera
Este punto esta alejado de la influencia directa de actividades humanas y
P2 Manglar acuicolas. Representa un ecosistema relativamente pristino, permitiendo  3°25'22.08"S,
virgen un contraste con los puntos intervenidos y proporcionando una referencia  80°14'54.74"W
natural para las comunidades microbianas presentes en los sedimentos.
Este punto representa una zona de transito pesquero y comercial, refleja  3°26'52.91"S,
P3 Muelle un area afectada por actividades humanas y el trafico de embarcaciones. 80°13'24.86"W

ZONA DE UBICACION /

PUNTOS DE MUESTREO
LEYENDA
Puntos de muestreo
® Puntol
® Punto2
Punto 3
Convenciones
= Poblados
2 Zona urbana - Huaquillas
~— Via principal
[ Ecuador - Provincia de El Oro
=1 Pert
Estero

Fuente: Instuto Geofisico del Ecuador

0 1
[ S—

Figura 1 Mapa de los puntos de muestreo.

En cada uno de los puntos muestreados se

midieron los siguientes parametros:

e pH del sedimento, medido con un multipara-
metro Hanna HI9813-51.

e Salinidad del agua, evaluada con un refrac-
tometro Hanna HI96822.

En el laboratorio, se determiné el porcentaje de

materia organica de cada muestra de sedimento

utilizando el método de Walkley-Black.

Disefio experimental

En el laboratorio, cada muestra se dividié en dos

recipientes de 12 litros (control y tratamiento),

dando lugar a seis unidades experimentales. El

sedimento se coloco en cada recipiente a una altura

de 10 cm y se cubrié con 5 cm de agua de la zona de

muestreo, manteniendo una aireacion constante.

e Control: Sin nutrientes.

e Tratamiento: Se afladieron 84 mg/L de melaza
y 34 mg/L de silicato, las cuales son dosis

aproximadas a las aplicadas en el campo
acuicola.
Los nutrientes se afiadieron cada tres dias. Al
séptimo dia, se recolectaron 100 g de sedimento de
cada recipiente, tanto de los tratamientos como de
los controles, para realizar el anélisis
metagendmico.

Analisis metagenémico

El andlisis metagendmico se realiz6 mediante la
secuenciacion de alto rendimiento (HTS) del
amplicon del ARNr 16S. Para ello, se utilizaron
aproximadamente 1 g de cada muestra, que fueron
lavadas con una solucidn estéril de NaCl al 2% para
eliminar impurezas externas. Posteriormente, las
muestras se maceraron y se obtuvieron alicuotas.
Las alicuotas (500 pl) de cada muestra se
transfirieron a tubos crioviales de 2 ml, se
sometieron a congelacion instantanea en nitrégeno
liquido (-196 °C) y se almacenaron a -80 °C. Los
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macerados se procesaron para la extraccion de
ADN genémico (ADNg) utilizando el kit
ZymoBiomics DNA Microprep (Zymo Research,
Irvine, CA, EE. UU.).

La calidad y concentraciéon del ADNg se evaluaron
mediante un espectrofotdmetro de barrido UV-Vis
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA), asegurando un indice de pureza (A260/280)
entre 1,8 y 2,0. Una alicuota de 20 pl de ADNg se
diluy6 en agua ultrapura libre de ADNasa antes de
enviarse a Novogene Incorporation (Beijing, China)
parala amplificacién de laregién V3-V4 del gen 16S
rRNA mediante los cebadores 341F/806R. La

construccién de la biblioteca de amplicones y la
secuenciacién se realizaron en la plataforma
[llumina NovaSeq 6000 P250.

Las secuencias generadas se procesaron utilizando
el algoritmo Divisive Amplicon Denoising
Algorithm 2 (DADA2), que permiti6 filtrar,
denoizar y fusionar las secuencias de amplicones.
Asimismo, se eliminaron las secuencias quiméricas
y se genero una tabla de variantes de secuencias de
amplicones (ASVs). La asignaciéon taxondmica se
realiz6 utilizando la base de datos publica SILVA
v138 (https://www.arb-silva.de), que permitié
identificar las secuencias a nivel de género.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra los resultados de los
parametros ambientales medidos en cada uno de
los puntos de muestreo.

Tabla 2
Parametros ambientales medidos en cada punto de
muestreo

Salinidad MO

ID Sitio (%o0) (%)

Enn IO 53+01 21+2 223+0,19

Camaronera
P2 Manglar virgen 6,1+0,1 24+2 1,79+0,25
P3 Muelle 61+01 19+2 1,53+0,21

Nota: % MO (Porcentaje de materia orgéanica).

Resultados de los analisis metagenémicos a
nivel de género

En este estudio, se identifico la presencia del
género Desulfobulbus en todos los puntos de
muestreo (Figura 2), lo que refleja su capacidad de

I Desulfobulbus  [Ji] Desulfosarcina

I Bacillus [ Litorilinea

adaptacién a diversos entornos acuaticos. Segun
Fiard etal. (2022) y Barilo et al. (2024), este género
desempefia un papel crucial en los sedimentos, ya
que participa activamente en la descomposicion de
materia organica y en los ciclos del azufre. Estas
funciones son esenciales para el reciclaje de
nutrientes y el equilibrio de los ecosistemas
acudticos, especialmente en ambientes ricos en
materia organica y nutrientes disponibles.

El género Desulfosarcina también fue identificado
en todos los puntos de muestreo (Figura 2),
demostrando su relevancia en los procesos
biogeoquimicos de los sedimentos acuaticos. Li et
al. (2021) menciona que este género desempefia un
papel esencial en la reducciéon de sulfatos, un
proceso clave para la degradaciéon de materia
organica en ambientes anaerdbicos. Su alta
presencia en los ecosistemas marinos esta
estrechamente vinculada con los niveles de
nutrientes presentes en la zona.

Desulfuromonas [} Woeseia

Desulfatiglans Methanomassiliicoccus [} Desulfatitalea [ Vibrio Others
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Figura 2. Abundancia relativa de las comunidades bacterianas a nivel de Género.
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El género Bacillus mostré su mayor abundancia en
el muelle control (3,26%) y manglar control
(2,46%). Sin embargo, se observé una reduccién
significativa de su abundancia en los tratamientos
(muelle: 2,59% y manglar: 1,36%). En contraste, en
la compuerta camaronera, la abundancia en el
tratamiento (0,93%) fue ligeramente mayor al
control (0,61%). Esta reducciébn en los
tratamientos del manglar y muelle podria
explicarse por la competencia por espacio y
nutrientes entre Bacillus y otros grupos
bacterianos, como sugieren Knipe et al. (2021),
Soto-Marfilefio et al. (2024) y Liu et al. (2022).

Por otro lado, el leve incremento observado en el
tratamiento de la compuerta camaronera podria
estar relacionado con la elevada presencia de
materia orgdnica en este sitio (Tabla 2). Segin
Bravo et al. (2023), el género Bacillus destaca por
su capacidad para aprovechar de manera eficiente
el carbono orgénico. En este contexto, la combina-
cion de una alta carga orgénica en la zona con los
insumos aplicados incrementé significativamente
la disponibilidad de nutrientes, lo que redujo la
competencia por recursos con otros géneros
bacterianos y favorecid un crecimiento mas
sostenido de Bacillus (Tabla 3).

El género Litorilinea es un grupo bacteriano
conocido por su capacidad fermentativa y por
desempeifiar un rol importante en las interacciones
microbianas dentro de los sedimentos de manglar.
En particular, participa en la descomposicién
anaerébica de materia organica y en procesos de
reduccién de compuestos como el azufre. Estas
caracteristicas funcionales explican su mayor
abundancia en zonas como las compuertas
camaroneras (Tabla 3), un ambiente con una alta
disponibilidad de materia organica y nutrientes
(Jamon-Haon et al.,, 2024).

Los géneros Desulfuromonas y Desulfatiglans
fueron identificados en todos los puntos de
muestreo. Segun Costa et al. (2022), estos grupos
bacterianos son reductores de sulfatos, por lo
tanto, participan en el ciclo del azufre, un proceso
crucial en los ecosistemas de manglar, dado que
estos ambientes son anaer6bicos y ricos en materia
organicay sulfatos. Estas bacterias contribuyenala
alta productividad del ecosistema al actuar como
descomponedores primarios de la materia
organica. Los resultados sugieren que la

abundancia de estas bacterias en las zonas
estudiadas estd relacionada con la disponibilidad
de nutrientes, lo que crea un ambiente favorable
para su crecimiento.

El género Woeseia es quimioheterotréfico y
anaerobio facultativo, conocido por su capacidad
para degradar materia organica; participa activa-
mente en el ciclo del carbono, nitrégeno y azufre.
Su abundancia en los ecosistemas se asocia
principalmente con la alta disponibilidad de
nutrientes (Bacosa et al,, 2018; Qian et al,, 2024).
En cuanto al género Methanomassiliicoccus, este
desempefia un papel crucial en el ciclo del carbono,
ya que produce metano a partir de compuestos
metilados mediante la oxidacién de dihidrégeno. La
alta disponibilidad de nutrientes y materia
organica en los sedimentos contribuye significa-
tivamente a este proceso, ya que este grupo
bacteriano utiliza compuestos como el diéxido de
carbono (COZ) y el hidrégeno (H;) como sustratos
para la producciéon de metano (Cozannet et al,
2021).

El género Desulfatitalea agrupa bacterias anaeré-
bicas que juegan un papel crucial en los ciclos
biogeoquimicos de ambientes con altos niveles de
azufre. Estas bacterias son capaces de reducir
sulfatos, lo que favorece la descomposicion de
materia organica y el reciclaje de nutrientes en
dichos ecosistemas. Ademas, algunas especies de
Desulfatitalea cuentan con el gen nirFA, lo que les
permite participar en la reduccién disimilatoria de
nitrato a amonio, ampliando su versatilidad
metabdlica y su capacidad de adaptacién a
diferentes condiciones ambientales. Esta flexibili-
dad les permite prosperar en entornos con
abundante azufre y carbono (Muwawa et al,, 2021;
Liu et al.,, 2022).

Finalmente, el género Vibrio, ampliamente recono-
cido por su papel como patégeno en la acuicultura,
presentdé un aumento significativo en los
tratamientos, lo que representa un hallazgo notable
y de gran relevancia. En la compuerta camaronera,
la abundancia relativa de Vibrio en el tratamiento
alcanz6 el 2,07%, lo que representa un incremento
de mas de diez veces respecto al control (0,19%).
Un patrdn similar se observé en el manglar virgen
(1,12% en el tratamiento frente a 0,13% en el
control) y en el muelle (1,36% en el tratamiento
frente a 0,04% en el control).

Tabla 3
Porcentajes de abundancia relativa de los principales géneros bacterianos identificados en los 3 puntos de muestreo
. ) Compuerta Compuerta Ma.mglar Ma.mglar Muelle Muelle
Géneros bacterianos Camaronera Camaronera Virgen Virgen .
. X Control Tratamiento
Control Tratamiento Control Tratamiento

Desulfobulbus 4,11 3,07 2,04 2,29 1,33 2,36
Desulfosarcina 2,02 1,64 1,26 2,61 2,03 1,9
Bacillus 0,61 0,93 2,46 1,36 3,26 2,59
Litorilinea 2,22 2,08 1,14 1,59 1,47 1,64
Desulfuromonas 1,59 1,08 1,14 1,13 1,9 1,81
Woeseia 1,46 1,35 1,26 1,35 0,79 0,8
Desulfatiglans 1,42 1,59 0,61 1,16 0,88 0,82
Methanomassiliicoccus 0,77 1,4 0,14 1,27 0,55 1,06
Desulfatitalea 1,07 0,87 0,59 1,17 0,64 0,62
Vibrio 0,19 2,07 0,13 1,12 0,04 1,36
Otros 84,54 83,92 89,23 84,95 87,11 85,04
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Este incremento no parece estar relacionado con la
presencia de materia organica, tal como lo sugieren
estudios previos de Leite et al. (2020) y Moller etal.
(2020), ya que este parametro se mantuvo
constante entre los controles y los tratamientos en
todos los puntos muestreados (Tabla 2). Estos
resultados son especialmente relevantes porque
indican que la adicién de nutrientes, como melaza
y silicato, puede ser un factor determinante en la
proliferaciéon de Vibrio, independientemente del
contenido de MO en los sedimentos. Este fendmeno
podria explicarse por la composicién quimica de
los insumos afiadidos, que incluyen carbono, calcio,

magnesio, hierro y silicio, los cuales favorecen el
crecimiento de este género. Estudios previos, como
el de Castro & Lagos (2022), han documentado que
la combinacién de estos nutrientes genera
condiciones 6ptimas para el desarrollo de Vibrio,
con concentraciones que alcanzan hasta 10°-10°
UFC/ml. Sin embargo, los resultados de este
estudio evidencian un incremento significativa-
mente mayor, lo que subraya la sensibilidad del
ecosistema microbiano a la introduccién de estos
insumos en comparacién con lo reportado en
investigaciones previas.

CONCLUSIONES

La melaza y el silicato tienen un efecto limitado en
la proliferacion de bacterias beneficiosas del
género Bacillus. El ligero aumento observado en la
abundancia de este grupo bacteriano parece estar
relacionado principalmente con la alta presencia de
materia organica en los sedimentos, que, junto con
los insumos afiadidos, generd un entorno mas
favorable para su desarrollo al reducir la compe-
tencia bacteriana. Sin embargo, el género Vibrio,
potencialmente patégeno en acuicultura, mostré
un crecimiento significativo en todos los
tratamientos, lo que sugiere que los insumos
proporcionan condiciones Odptimas para la
proliferacion de este grupo bacteriano.

Ademas, se observo que estos efectos no se limitan
exclusivamente a los sedimentos acuicolas, sino
que también se presentan en areas alejadas de esta
actividad, lo que representa un riesgo tanto para
los organismos de cultivo como para el medio
ambiente.

El andlisis metagendmico revelé que, ademas de
Bacillus 'y Vibrio, otros géneros bacterianos
también respondieron a estos nutrientes,
reflejando la complejidad y sensibilidad de las
comunidades microbianas frente a los insumos
adicionados. Este aspecto subraya la importancia
de entender las interacciones microbianas en los
ecosistemas acuaticos y su respuesta a las practicas
acuicolas.

Se recomienda evaluar el efecto de otros insumos
de origen natural o biotecnoldgico que estimulen
de forma selectiva la proliferaciéon de bacterias
benéficas sin promover el crecimiento de
patdgenos. Asimismo, estudios mas prolongados y
con mayor nudmero de réplicas permitirian
comprender mejor la dindmica microbiana a lo
largo del tiempo y en diferentes condiciones
ambientales, lo cual es clave para disefiar
estrategias sostenibles y seguras en acuicultura.
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