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Estrategias de secuenciacién
Primera generacién (Maxam-Gilbert y Sanger)

Nuevas plataformas (pirosecuenciacion, lllumina, Solid, lon torrent)

Aplicaciones

Pipelines para el andlisis de secuencias



EVOLUCION

DE LOS METODOS DE SECUENCIACION
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1990 Primer proyecto de genoma

1995 Secuenciacién automatizada; aceleracién de proyectos genomas

2001 Liberacién del genoma humano

http:/Awww. genomesonline.org
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CONCEPTO DE SECUENCIACION

Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas,
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MAXAM — GILBERT - QUIMICO

Se realiza un marcaje radioactivo en el extremo 5° del fragmento de ADN con P3?

El método utiliza 4 reacciones quimicas
G
A+G
C
C+T



MAXAM — GILBERT

* Fragmentos separados por
electroforesis en gel de
poliacrilamida

* Detecta diferencias de longitud de
tan solo un nucleédtido.

Nature 458 :719-724 (2009)
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1) Obtain single stranded DNA

2)Add a “Pto 5 end

3) Cleave al specific nucleotides

4) Differently sized DNA strands

5) Electrophoresis through
high resolution acrylamide gels

6) Deduce DNA sequence



FUNCIONAMIENTO

La muestra se divide en cuatro alicuotas y se somete a cuatro reacciones quimicas

distintas, generando rupturas en el ADN después de la base indicada en cada una
de las cuatro reacciones.

Hidracina, NaCl Citocinas

90°C pH 7.0 Guaninas
Dimetilsulfato

90°C pH <7.0 Adeninas (Guaninas + Adenina)

Hidracina Citocinas + Timinas
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SANGER - ENZIMATICO

1977

Método enzimdtico de terminacion de
cadena

Componentes de la reaccién
ADN molde

Enzima polimerasa que ainada nucleétidos por el
extremo 3°

Primer (20 bases y marcado radioactivamente)
Nucledtidos trifosfato

Nucledtidos didesoxi marcados (baja concentracién)

Dideoxynucleotide (ddNTP)
0 @) (@)

I I |
O—P—0—P—0—P—0—CH,
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Ny
H 52X H
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Deoxynucleotide (ANTP)
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METODO SANGER

ddATP

ACTCAGATGCT
ACTCAGA
ACTCA

A

dATP + dCTP + dGTP + dTTP
DNA polimerasa

ADN molde
Primer

ddCTP ddGTP ddTTP

ACTCAGATGCT  ACTCAGATGCT  ACTCAGATGCT

ACTCAGATGC ACTCAGATG ACTCAGAT
ACTC ACTCAG ACT
AC



METODO SANGER MANUAL

Usa ddNTPs marcados con
fluorescencia

Precisa de una sola
reaccion, en lugar de 4

No emplea radioactividad
La separacion por
electroforesis capilar
mejora el rendimiento

G A T C

>OO0O-H-H0O®

@

Sanger ddNTP Chain Termination Sequencing

Template b S SR e S GCATTGGGAACC-----mmmemnem
Primer: §' ----eeeeeeene-- CGTA &

dNTPs ki
P\ + ddATP ddTTP %

dNTPs

ddCTP

©



METODO SANGER AUTOMATICO

ddATP CLTP adTTP
ddGTP dGro

—

ADN
4 x PCR (+ one dideoxynucleotide) mm"-wsa

ADN molde
.uG @M
]
‘ B & Usea WA T T ¢
ddTTP  ddATP  ddGTP  ddCTP Se;,‘;‘f{,}f,‘;‘g GACTGAAGCT
[ 111111
DNA sequence ' - .
2 B E BB EREE RN T R o & ragmen
Usa ddNTPs marcados con s os largos &
fluorescencia B EEREEE C
Precisa de una sola SR R . R C
Ny J e W WGl H s -
reaccion, en lugar de 4 R e EEEEE &
No emplea radioactividad TH100N A
1A B i G i B s T
La separacion por e Seperste | L
electroforesis capilar . Fragment |
mejora el rendimiento "E — oscortoc  1,pbo Lectura
T capilar

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46 15



APORTACIONES CON SANGER

Archaea

9 Euryarchaeota \f’e,,

Los tres dominios de la vida

Proyecto del Genoma Humano Biblioteca metagendmica

La secuencia completa del genoma humano




SANGER

Estdndares de calidad (Best Practice Guidelines)

Ventajas Desventajas

* Baja tasa de error * Alto costo por par de
(<0.01%) base

* Longitud de la lectura * Tiempo largos por
(~1000 pb) corrida

* La necesidad de clonar
los fragmento

* Cepas aisladas
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SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION
SECUENCIACION MASIVA EN PARALELO | NGS



TIPOS DE NGS

El material gendmico se fragmenta y los
distintos fragmentos se secuencian
simultdaneamente, generando millones
de lecturas en una sola reaccién



Secuenciacion masiva en paralelo

Secuenciacion masiva (22 y 32 generacion):

El material gendmico se fragmenta y los distintos fragmentos se secuencian
simultdaneamente, generando millones de lecturas en una sola reaccion

Fragmentacion Lectura en paralelo

Material

L Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3
genomico

s 0O 0,
= o, l 0°.°f e°,
A ) (C © 0

de millones de fragmentos




Plataformas de secuenciacion masiva

Métodos de preparacion de las muestras:

Clonales - requieren PCR

« emPCR: Roche GS-FLX, Applied Biosystems SOLID 5500, Lifetech lon-Torrent

oche/454, Life/APG, Polonator . .. . . . .
_mulsion PCR Amplificacion clonal de miles de copias en microreactores en emulsion

One DNA molecule per bead. Clenal amplification to thousands of copies cccurs in microreactors in an emulsion

- . ) 100-200 million beads
/ . “\ PCR Break Template “\ ‘7

~/‘ < R amplification emulsicn dissociation Sad >
<=1 w

Primer, r(;mplare_
dNTPs and polymerase

- . ) - J
el b > ﬂ' ; ]l Td o .:’--':JL;_ _.--zfl-.-.—J.-.-«
&t T {-» { > ‘f../g\_ ARSI L[

Placa picotiter
numiunay Jowexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

« Amplificacion-puente

Cluster

en fase solida: lllumina Sample preparation
DNA (5 ug)
Una molécula de ADN Tipae
por cluster, 100-200 a'“l’
. polymerase u
millones de clusters

moleculares

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies- \L
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46 Bridge amplification




PCR EN EMULSION

Preparacion de muestras

o P reparacion de bilbioteca
Fragmentacion
DNA shearing - Denaturation - Ligation of adaptors ( Si IO req Uie re)

Desnaturalizacion

Romos en

W extremos de
w W fragmentos

l Monocatenario | Esferas
Emulsion PCR (emPCR)

\ Adaptadores
%/Q \ (ligasa) A;mplilficacién
clona
mﬂ% Emulsifican en

7t
“*»"g»g»\\“; : {r}m una suspension

agua/aceite

Inmovilizacidn

OH

——

Adaptadores

Picotitre plate (454 pyrosequencing system)

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46 92



emPCR - Pirosecuenciacion

Plataforma 454 de Roche
Secuenciacion por sintesis

Usa una reaccion luminosa para la deteccion del
nucleétido incorporado en la sintesis de la cadena

complementaria.

Tecnologia no utilizada

ACGTGGGCCTATAGCTACTCGGACACCTACGCATATCGCCCG

S TATAGCGGGC

¥ S Pirofosfato
v, N\ ATP ATP
+

Oxyluciferina o
Luciferina

+
Luz

23



Polymerase

PP,

Sulphurylase ATP

Luciferase Luciferin

Light and oxyluciferin

Millones de amplificaciones
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Se traduce a un programa

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-

the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46
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|ON TORRENT (SEMICONDUNCCION)

7

Basado en la deteccién de
protones liberados durante el

proceso de polimerizacién del
ADN.

No usan nucledtidos modificados
quimicamente y

Detecciéon no se realiza por

métodos opticos, sino por
deteccién de pH.

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-

the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46
25




SECUENCIACION EN FASE SOLIDA




NOoOUAWN =

ILLUMINA

Concentracién y tamaiio del fragmento
Purificacion

Index PCR

Purificacion

Agrupacion

Ajuste de concentracién de bibliotecas
Desnaturalizacién de bibliotecas.

Figure 4 TruSeq Index Plate Fixture

A Index 2 primers (white caps)
B Index 1 primers (orange caps)
C 96-well plate

[FU]
|. |
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Figure 5 Example Bioanalyzer Trace of Final Library
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Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer

L
= Magnet Magnet < L4
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Platina de la celda de flujo

Puerta del compartimento de la celda de flujo
Cierre de la celda de flujo

Celda de flujo

Botdn de apertura del cierre de la celda de flujo
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ILLUMINA

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE

Rendomly fragment genomic DNA
and Egete adapters to both ends of the
fragments.

Mardis. 2008

2. ATTACH DNA TO SURFACE

waw-«&wwo«wyw

the inside surface of the flow cell channels.

Se incorporan los
4 nucledtidos,
marcados con

diferentes
fluorocromos

3. BRIDGE AMPLIFICATION

Add unisbeled nudeotides snd enzyme to

initiate solid-phase bridge amplification.

Lavado de los
nucleétidos
no unidos

4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE
STRANDED

The enzyme incorporates nudeotides to
build double-stranded bridges on the solid-
phase substrate.

Toma de
imagenes

5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED
MOLECULES

Denaturation leaves single-stranded
templates anchored to the substrate.

Se eliminan los
fluorocromos
con TCEP

6. COMPLETE AMPLIFICATION

4.4 4t SRR LS P &

Several milion dense dusters of double-
stranded DNA are generated in each channel
of the flow cell.

Repeticiéon de
ciclos

28



Figure 8: Determine First Base
Se agregan los dNTPs, cada uno posee un fluoréforo de color
particular:

G - Amarrillo.
C - Azul
A - ROiO Figure 9: Image First Base
T - Verde
’
"l
Lng
| ' After lasar excitation, the emitted fluorescence from each cluster is captured
Laser and the first bass is identified.

The first sequencing cycle begins by adding four labealed reversible
terminators, primers, and DNA polymerasa.

Se excita con un laser y se captura una imagen.
La imagen capturada en una posicién especifica corresponde al
primer nucledtido.

Mardis. 2008
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Sequencing Only 4 2 2
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5! —S"—ar Sl_ 5!
Flowcell after Read 1/

Index Read

Mardis. 2008
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Figure 12: Sequencing Over Multiple Chemistry Cycles

o —
®
o

L

O +—| @ +—
® e
o

4
o

~—» GCTGA...

The saquencing cycles are repeated to determine the sequence of bases in
a fragment, one base at a time.

Mardis. 2008

Los ciclos de secuenciacidn
se repiten hasta
determinar la secuencia

del ADN

31



APLICACIONES

¢Qué microorganismos conforman
una muestra ambiental?
¢Qué hacen?
¢Como lo

hacen?

¢Quién lo
hace?

29 € cgaccctiye
'. ,JQCLQCCKQanu P
3 ‘,,v ot cgaiaccacmaau

' aathaatataqqqq“
-,;agacgacaccoagat

.natrcatgctgataaqch
a gaaagccagcggagr j
chcaacatha"' 74

(\(Cgtgg(QO( /
tcaaaaagt’™’

Metaproteomica

Metatranscriptomica

Metagenémica

american

™"

gQut

eedr’rh

microbiome project
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SECUENCIACION SMRT (TERCERA GENERACION)

Single Molecule Real Time
Pacific Biosciences (PacBio)
No requiere de amplificacion
Alto costo

No hay en México

Secuencia 1000 a 1200 bases.

Secuenciacién gendémica de novo

Diagnodstico in vitro

3



Segunda
generacion

Tercera
generacion

Mardis. 2008

PLATAFORMAS DE SECUENCIACION

Método

Roche GS-FLX Titanium

XL

Lifetech lon-Torrent

ION PGM

Lifetech lon-Torrent

ION Proton

lllumina Hiseq 2500

lllumina Miseq

Pacific Biosciences
Helicos HeliScope

Oxford Nanopore

. ) 4
illumina
tec

CARACTERISTICAS DE LAS

Amplificacion de las Tecnologia de Longitud de
muestras secuenciacion lectura
emPCR Por sintesis 1000 bp
emPCR Por sintesis 400 bp
emPCR Por sintesis 200 bp
En fase sélida Por sintesis 2 x 50-150 bp
En fase sélida Por sintesis 2 x 50-250 bp
Moléculas individuales Por sintesis 1000 bp
Moléculas individuales Por sintesis 35 bp
Moléculas individuales Por degradacion Sin limite
tedrico
{YNANOPORE

_

hnologies
St

Rendimiento
700 Mb/dia
Hasta 8 Gb/dia
Hasta 60 Gb/dia

> 80 Gb/dia
> 5 Gb/dia

> 8 Gb/dia

107 bp/poro X
segundo

34



COMO ANALIZAR LAS SECUENCIAS?

Extraccion de ADN

Ampificacionde
regiones variables del gen 16S
ARNr

Etiquetado de muestras con
secuencias conocidas

Limpieza de productos de
PCRy normalizacion de
bibliotecas

A 4

Calidad de Secuencias

I

Remover adaptadores,

quimeras y secuencias de
baja calidad

Clasificacion taxondmica

Agrupacion de
secuenciasen UTO’s

Analisis de
diversidad (alfay

con la base de datos RDP )

1) Construccién de arbol filogenético:
Inferencia de genes del ancestro
filogenéticamente mas cercano de aquellos

beta) con QIMEE

Prediccion funcional con PICRUSt

l

taxa que no se tiene informacion

Agrupacion de bibliotecasy
secuenciacion con Illumina MiSeq

2) Lla tabla prediccion del
contenido de genes se normaliza
segun el gen marcador.

1) Inferenciadel contenido de genes
2) Inferenciadel metagenoma

RDP
MG RAST

35



Composition, diversity and function of
intestinal microbiota in pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei) at
different culture stages

Shenzheng Zeng', Zhijian Huang"', Dongwei Hou', Jian Liu’,
Shaoping Weng® and Jianguo He'~

! State Key Laboratory of Biocontrol, Guangdong Provincial Key Laboratory of Marine Resources and Coastal
Engineering, School of Marine Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou, China

?School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou, China
" These authors contributed equally to this work.

2018 |



ABSTRACT

-microbiota is an integral component of the host and plays important roles
in host health. The pacific white shrimp is one of the most profitable aquaculture

R ES U M E N species commercialized in the world market with the largest production in shrimp
consumption. Many studies revealed that the intestinal microbiota shifted significantly
during host development in other aquaculture animals. In the present study, 22 shrimp
samples were collected every 15 days from larval stage (15 day post-hatching, dph)
to adult stage (75 dph) to investigate the intestinal microbiota at different culture
stages by targeting the V4 region of 16S rRNA gene, and the microbial function
prediction was conducted by PICRUSt. The operational taxonomic unit (OTU) was
assigned at 97% sequence identity. A total of 2,496 OTUs were obtained, ranging from
585 to 1,239 in each sample. Forty-three phyla were identified due to the classifiable
sequence. The most abundant phyla were Proteobacteria, Cyanobacteria, Tenericutes,
Fusobacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobac-
teria and Chloroflexi. OTUs belonged to 289 genera and the most abundant genera
were Candidatus_Xiphinematobacter, Propionigenium, Synechococcus, Shewanella and
Cetobacterium. Fifty-nine OTUs were detected in all samples, which were considered
as the major microbes in intestine of shrimp. The intestinal microbiota was enriched
with functional potentials that were related to transporters, ABC transporters, DNA
repair and recombination proteins, two component system, secretion system, bacterial
motility proteins, purine metabolism and ribosome. All the results showed that
the intestinal microbial composition, diversity and functions varied significantly at
different culture stages, which indicated that shrimp intestinal microbiota depended
on culture stages. These findings provided new evidence on intestinal microorganism
microecology and greatly enhanced our understanding of stage-specific community in
the shrimp intestinal ecosystem.




INTRODUCCION

Microbiota intestinal

Funciones que incluyen en la
salud del hospedero

&

Relaciéon Microbiota:Hospedero?

&

2Como se comporta la
microbiota a medida que
el hospedero se
desarrolla?

Organismos acudticos de
importancia
comercial

et

Pérdidas econémicas por

enfermedades

. <

Enfermedades asociadas a
Disbiosis (alteracion en la
microbiota intestinal)

Secuenciacion del gel 16S ARNr : Diversidad y funcionalidad



OBJETIVO

Evaluar la diferencias en la microbiota intestinal a diferentes estadios de cultivo.

Comparar la composicién, diversidad y funciones de la microbiota intestinal en
camardn blanco en sus diferentes etapas de desarrollo.



MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestra

Andlisis de datos

Prediccion funcional de la microbiota basado en el gen ARNr 16s



22 MUESTRAS DE INTESTINO DE CAMARON DE 5
TANQUES DESDE JULIO A OCTUBRE DE 2015

- CADA 15 DIAS
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TRATAMIENTO DE LA MUESTRA/ Diseccion del iesine

<
<

v' Perlas de vidrio
esteriles

H
U v 1.5 mL de buffer
PBS

minutos

L~
(Y Vortex por 3
s?)

a

10,000 g x 1 min



EXTRACCION Y SECUENCIACION DE ADN  freporcen e tirerios ce

secuencias con kit TruSeq DNA
PCR-Free

Cuantificacidon de la libreria

: Amplificaciéon region
con Qubit 2.0 Fluorometer V4 del gen ARNr 16s

Secuenciacion en lllumina
HiSeq 2500 Platform

PowerFecal DNA Isolation Kit



ANALISIS DE DATOS

Anotaciéon taxondmica —

-  Informacion taxonémica —

&%

Remover
Indices de secuencias Abundancia de
diversidad quimerq OTUs
Analisis estadistico
_ Perfil funcional de la
comunidad
plCRUSt AN IBM* COMPANY
ANOVA de 1 via v Procedimiento de
permutacién de

respuesta multiple
v" PerMANOVA
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RESULTADOS Y DISCUSION



Table I Sequencing and OTU classification information. Summary of sequencing read analysis, num-
bers of OTUs, and numbers of OTUs that can be classified into different levels ( phylum, class, order, fam-
ily and genus). A, B, C, D and E stand for the ponds. 1, 2, 3, 4 and 5 stand for the culture stages.

Sample Trimmed tags OTUs Phylum Class Order Family Genus

Al 73,996 645 18 46 78 103 73
BI 64,306 501 20 48 84 109 83
] cl 64,282 817 21 54 100 131 115
INFORMACION DE D1 66,164 622 14 41 69 95 69
RESUMEN DEL ANALISIS DE A2 61,460 1,169 32 74 121 161 147
LECTURAS DE SECUENCIAS, D2 70,166 1,170 26 65 105 140 132
NUMERO DE OTU'S Y NUMERO E2 63,705 910 18 51 94 105 84
DE OTU’S QUE PUEDEN A3 61,660 976 28 64 12 134 108
CLASIFICARSE EN DIFERENTES B3 62,061 971 25 59 101 132 117
NIVELES TAXONOMICOS. A, B, C, C3 38,103 993 31 72 120 153 127
DYE MUESTRA LAS TINAS Y D3 69,588 1,150 27 63 113 154 147
L0S NOMEROS SON EL ESTADIO. - o o o o o
A4 45,440 978 29 66 101 134 132

B4 38,348 585 22 48 85 109 84

C4 40,220 643 19 46 77 101 83

D4 62,236 722 18 47 81 105 98

E4 61,853 708 18 46 77 100 86
A5 57,143 1,075 28 68 11 143 122

5 66,736 1,239 27 66 11 156 143

D5 68,803 757 17 40 74 104 87

E5 67,102 972 25 53 90 114 90




ABUNDANCIA RELATIVA DE LECTURAS DE DIVERSQS
FILOS DE BACTERIAS DE DISTINTAS COMUNIDADES.

Relative abundance

1.001

B3 A4 B4 C4 D4 E4 AD CO D% B2

-

i

i

W Protecbacteria



ANALISIS DE OTU’S COMPARTIDAS DE DIFERENTES

BIBLIOTECAS. EL DIGRAMA VENN MUESTRA OTU"S
UNICAS COMPARTIDAS EN LAS DIFERENTES

culture stage

BIBLIOTECAS. 1 -

<2 >
3

1

~OQ



AGRUPAMIENTO UPGMA DE LAS MUESTRAS.
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Table 4 Relative abundance of predicted functions. KOs in KEGG level3 are listed following the relative average abundance. The KEGG level 2 is

also listed.
KOs KEGG level 2 Relative abundance
Transporters Membrane transport 4.25to0 6.06
ABC transporters Membrane transport 2.461t03.58
DNA repair and recombination proteins Replication and repair 2.09to 2.89
Two component system Signal transduction 1.79t0 3.16
Secretion system Membrane transport 1.50t0 2.99
Bacterial motility proteins Cell motility 1.23t0 3.02
Purine metabolism Nucleotide metabolism 1.89t0 2.32
Function unknown Poorly characterized 1.64 to 2.58
Ribosome Translation 1.28t0 2.72
Pyrimidine metabolism Nucdleotide metabolism 1.32t0 1.94
Peptidases Enzyme families 1.30to 1.73
Transcription factors Transcription 1.03 to 1.97
Ribosome biogenesis Translation 1.21t0 1.7
Oxidative phosphorylation Energy metabolism 1.04 to 1.66
Amino acid related enzymes Amino acid metabolism 1.14t0 1.53
Other ion-coupled transporters Cellular processes and signaling 0.97 to 1.69
Chromosome Replication and repair 1.14to 1.45
Arginine and proline metabolism Amino acid metabolism 0.594t0 1.28
Chaperones and folding catalysts Folding, sorting and degradation 1.01 to 1.10
Glycolysis/Gluconeogenesis Carbohydrate metabolism 0.82t0 1.21
Pyruvate metabolism Carbohydrate metabolism 098t0 1.11
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism Carbohydrate metabolism 0.88to 1.10
DNA replication proteins Replication and repair 0.79to 1.45
Aminoacyl-tRNA biosynthesis Translation 0.64 to 1.32
Carbon fixation pathways in prokaryotes Energy metabolism 0.87 to 1.08
Methane metabolism Energy metabolism 0.84 to 1.06




PREDICCION
FUNCIONAL

KEGG level2 KEGG level3 Relative abundance
9.00 9.02 9.04 9.06
) ) culture stage
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 0.035* | 1

Amino Acid Metabolism Amino acid related enzymes-E <0.001** E g

Arginine and proline metabolis 0.013* E g

Glycolysis / Gluconeogenesi <0.001%*
Carbohydrate Metabolism
Pyruvate metabolisn 0.001*
Cell Motility Bacterial motility proteins <0.001**
Cellular Processes and Signaling Other ion-coupled transporter: <0.001**
Methane metabolism- 0.001**
Energy Metabolism
Oxidative phosphorylation <0.001**
Enzyme Families Peptidases 0.004*~
ABC transporters f_ 0.001"
Membrane Transport Secretion syste! <0.001**
Transporters- 0.002%*
Metabolism Energy metabolism 0.043>
Purine metabaolis 0.002*=
Nuclecotide Metabolism
Pyrimidine metabolis| 0.001%=
Chromosome-g 0.001*
Replication and Repair DNA repair and recombination protein <0.001%*
DNA replication proteins 0.001%*

Signal Transduction Two-component system <0.001%*

Transcription

Translation

——————

Transcription factor
Aminoacyl-tRNA biosynthesi

Ribosome-|

<0.001**

<0.001**

<0.001**

Ribosome Biogenesisg <0.001**




PCA MUESTRA LA SIMILITUD DE LAS MUESTRAS




CONCLUSION

Se aporta gran cantidad de informacién sobre la microbiota intestinal de camarén
blanco, sobre su composicion, asi como los microorganismos que dominaron en todos

los estadios. De igual forma, aumenta el conocimiento sobre la micobiota estadio
especifica .

Se requieren mds estudios para conocer la relaciéon entre los cambios en la
microbiota a diferentes estadios de cultivo y la salud del camarén.



