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Resumen 
 

El presente proyecto de graduación tuvo como objetivo caracterizar la diversidad bacteriana existente en un 
sistema de recirculación en un policultivo de tilapia. El estudio observacional se realizó en la finca Produmar. El 
muestreo fue realizado en tres piscinas de 18 hectáreas cada una en fase de engorde y comprendió 25 semanas que 
dura el ciclo de engorde. Las muestras de agua fueron recogidas a 0,5 m de profundidad y transportadas en frio 
hacia el laboratorio para su procesamiento. El DNA bacteriano aislado de las muestras de agua fueron analizados 
mediante DGGE y los patrones obtenidos con ayuda del gen 16S rDNA determinaron que en el sistema de re-
circulación existían cuatro tipos de bacterias, estas fueron Bacterias totales, Enterobacterias, Vibrios y 
Pseudomonas demostrándose la existencia de bacterias desde el inicio hasta el fin de ciclo de producción aunque 
estas pueden aumentar hasta estabilizarse o resultar estables en proporción durante todo el ciclo de cultivo. 

 
Palabras Claves: Recirculación, gen 16S rRNA, índice de diversidad, DGGE, bacteria, matriz binaria. 

 
Abstract 

 
This graduation project aimed to characterize the existing bacterial diversity in a recirculation system in a 

polyculture of tilapia. The observational study was conducted in the Produmar farm. Sampling was conducted in 
three pools of 18 hectares each phase of fattening and realized 25 weeks of the fattening cycle. Water samples were 
collected at 0.5 m deep cold and transported to the laboratory for processing. Bacterial DNA isolated from water 
samples were analyzed by DGGE and patterns obtained with the 16S rDNA determined that in the system of re-
circulation there were four types of bacteria, these were total bacteria, Enterobacter, Vibrio and Pseudomonas 
demonstrating the existence of bacteria from the beginning to the end of the production cycle although these may 
increase to stabilize or be stable in proportion throughout the growing season. 

 
Keywords: Recycling, 16S rRNA, diversity index, DGGE, bacteria, binary matrix. 
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1. Introducción 
 

Por la aparición de i nfecciones d e t ipo v iral y  
bacteriano causantes de severas mortalidades en fincas 
de cam arón y  t ilapia, l as q ue han causado severas 
perdidas eco nómicas el  s ector p rivado s e h a v isto 
obligado en la aplicación de protocolos y técnicas que 
permitan id entificar y  c lasificar dichos organismos 
para ello han aplicado técnicas de miología molecular 
como microbiología cl ásica l as q ue h an p ermitido 
identificar dichos agentes infecciosos causantes de las 
mortalidades reportadas 
 

El c ultivo d e tila pia s e ha expandido 
significativamente en Ecuador en años recientes, como 
una a lternativa a los c ultivos a cuícolas m ás 
tradicionales, especialmente al camarón. Tal ha sido el 
desarrollo de l a i ndustria n acional, q ue el  p aís es  
actualmente uno de los p rimeros ex portadores de 
tilapia f resca en  A mérica l atina. E n el  añ o 2.009 se 
exporto 22. 438.586 m illones de  libras de tila pia 
generando un ingreso al país de 64.991.788 millones 
de dólares [1]. 
 

Para este cultivo las enfermedades infecciosas han 
representado una am enaza co nstante p ara s u 
sustentabilidad. Es poco el conocimiento que se posee 
sobre los agentes etiológicos que afectan al cultivo de 
tilapia e n n uestro pa ís, pe ro e pisodios de  mortalidad 
asociados con agentes infecciosos de índole bacteriano 
han sido reportados e n di ferentes pa íses pr oductores 
de tilapia, causando grandes mortalidades y cuantiosas 
pérdidas económicas.  
 

Un ejemplo específico es el  cas o d e C osta R ica, 
donde pérdidas causadas por el patógeno 
Pisciririckettsias salmonis han s ido es timadas en  2 ,5 
millones de d ólares [2]. E n o tros p aíses, b acterias 
como Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. 
parauberis, S. dysgalactiae, Enterococcus seriolicida, 
Lactococcus garviae, L. Piscium, y Vagococcus 
salmoninarum han afectado seriamente [2], [3], [14], 
[5]. 
 

Un primer paso en  el  d esarrollo d e es trategias 
coherentes p ara co ntrolar l as enfermedades en  
Acuacultura es  l a car acterización d e los agentes 
causales. Considerando la poca i nformación q ue s e 
tiene en el sector sobre los agentes causantes de dichas 
mortalidades, buscamos como objetivo central de esta 
propuesta r ealizar l a car acterización d e cep as 
patógenas a nivel molecular. 
 

Para dicho caso la técnica de microbiología clásica 
no es  m uy ef iciente cu ando ev alúa l a existencia de 
comunidades bacterianas en muestras clínicas, tan solo 
del 0,1% al 10% de  la población total se logra a islar 
en medios convencionales. 
 

DGGE basado en el an álisis d e i nformación 
genética bacteriana sin el cultivo de microorganismos 
permite analizar y co mparar l a d iversidad b acteriana 
genética simplificando el ai slamiento b acteriano 
pudiendo ser utilizada c omo un poderoso di spositivo 
para m onitorear l a cal idad d e ag ua en los distintos 
sistemas de producción que se utilizan en Acuicultura.  
 

Basándonos en trabajos de i nvestigación en  l os 
cuales se aplica la técnica de DGGE se demostró que 
la d iversidad b acteriana existente v aría d ependiendo 
de factores ambientales cuando la muestra a analizar 
está expuesta a f actores f ísicos, s iempre s e p resenta 
una dominancia marcada de cierto tipo de bacterias y 
esta puede variar por factores externos en el caso de 
animales la d ieta p uede o  n o v ariar l a d iversidad 
bacteriana ex istente y  al  comparar comunidades 
bacterianas de u na m isma es pecie p ero d e d iferente 
ubicación geográfica se pudo d emostrar l a s imilitud 
existente en tre l as co munidades b acterianas s iempre  
las comunidades bacterianas estas expuestas a cambios 
directa o indirectamente p or f actores ex terno o  
internos d e al guna m anera y  es tos f actores pueden 
variar muy poco o s ignificativamente las poblaciones 
bacterianas y estos cambios en las poblaciones pueden 
ser identificados por la técnica de DGGE 
 
2.  Materiales y Métodos 
 
Localización del área de estudio 
 

Para el desarrollo d el p resente P royecto d e 
Graduación, se plantea monitorear el  s istema d e 
recirculación de la granja Produmar, ubicada en el km 
8 d e l a v ía D uran, Tambo en el C antón Duran d e la 
provincia del Guayas. [6] 

Figura 1. Foto panorámica de Produmar Fuente: 
Google map 



 
 

 

2.1. Muestreo 
 

Las muestras de agua se tomaron de tres piscinas 
que tienen 18 hectáreas de superficie cada una, con un 
metro de profundidad. El muestreo abarco 25 semanas 
que dura el  ciclo de engorde puesto que las muestras 
se recolectaran en horarios diferentes (mañana y tarde) 
y abarcaron una profundidad de 0,50 m en la columna 
de agua, las muestras se recolectaron en  botellas 
plásticas e stériles de 1 litro y a sí s e d eterminó la  
distribución t otal d e b acterias p resentes en  t oda la 
columna de agua. 
 
2.2. Toma de muestra 
 

Las m uestras de ag ua f ueron t omadas en  b otellas 
de 1 l itro estériles a  una profundidad de  0,50 m para 
cada punto h asta q ue s e l lenó co mpletamente l a 
botella, una vez que se recolecto la muestra de agua en 
los tr es p untos e quidistantes, e stos s e d epositaron e n 
un r ecipiente p ara h omogenizarlos, f inalmente s e 
obtuvo una muestra única de 1 litro. Las dos muestras 
finales se llevaron en un enfriador hacia el laboratorio 
en donde se analizaron. 
 
2.3. Extracción y purificación de DNA 
bacteriano  
 

Se obtuvo e l D NA b acteriano u tilizando e l 
protocolo detallado por  Soluciones (QPCR Protocolo 
y T écnicas C ultek 02. 2006); E l m ismo q ue utiliza 
CTAB-Fenol-Cloroformo para la extracción y  
purificación consecuente, e Isopropanol para lograr un 
buen precipitado. Una vez que se obtuvo el ADN por 
CTAB, se lo p urifico co n l a ay uda de técnica 
puntualizada por ( Smith: 1 .997) d urante el  cu al s e 
utilizó u n S istema d e P urificación f undamentado en  
filtros ( Wizard® PCR Preps D NA P urification 
System). Con l a ay uda d el k it co mercial (Wizard 
genomic DNA purification kit) que sirvió p ara 
purificar el material genético de las células de cultivo 
bacteriano. El material obtenido fue almacenado a -20 
°C hasta que fue amplificado mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa PCR. 
 
2.3.1. Cuantificación del ADN 
 

Una vez que se realizó la extracción del ADN se 
determinó s u co ncentración p or espectrofotometría 
utilizando las propiedades de las bases púricas y 
pirimidínicas q ue a bsorben lo s r ayos ultravioletas a 
260 n m, s e u tilizó u n equipo Bio Photometer 
Eppendorf. 
 

La concentración de ADN obtenida se estandarizo en 
60 ng/µl. 
 
2.3.2. Amplificación de ADN obtenida se 
estandarizo en 60ng/µl 
 

El protocolo de  a mplificación de  P CR-16SRNA 
fue basado en la técnica d escrita por (Schaefer, H & 
Muyzer G, 2.001) [7].  
 

Para la cual se utilizo dos primeras el: PRBA338F-
GC 
(5´GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG
GCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-
3´) y 518R  ( 5´-ATTACCGCGGCTGCTGG-3´) 
complementarios de l a r egión co nservada 1 6S R NA, 
con 30 ciclos termales [8]. 
 
2.3.3. Electroforesis en geles de agarosa 
 

Una vez realizada l a ex tracción y  p osterior 
amplificación d e l os f ragmentos d el g en 1 6S rDNA 
por P CR, el t amaño de  e stos pr oductos amplificados 
fue confirmados por electroforesis en gel de agarosa. 
Resulto i mportante m encionar q ue f ue n ecesario 
determinar los pares de bases del tamaño d e las 
bandas. 
 
2.34. Electroforesis en geles de poliacrimida 
(DGGE) 
 

Una vez que s e c onfirmó l os pr oductos 
amplificados del gen 16S rDNA en geles de agarosa, 
estos f ueron s ometidos a u na el ectroforesis en Geles 
con Gradiente Denaturante (DGGE) utilizando un gel 
de p oliacrilamida al  6 % co n u n gradiente químico 
lineal  del 40-60 desnaturalizante (urea-formamida) la 
cual me permitió analizar la diversidad bacteriana y la 
abundancia relativa en   hábitats porque identifico 
pequeñas diferencias del gen 16S rDNA bacteriano al 
analizar pequeñas subunidades del gen ribosomal 16S 
rRNA. 
 
2.3.5. Tinción  
 

Finalizada la electroforesis, los geles se separaron 
y s e co locaron d entro d e l as cu betas con las 
respectivas soluciones de tinción, se utilizó 1,5 litros, 
solo las soluciones de enjuague y fijación fueron 
nuevas p ara cad a t inción, l as otras soluciones se 
reutilizaron h asta ci nco v eces. Los geles f ueron 
teñidos utilizando el protocolo a daptado de t inción a 
la p lata ( AgNO3) elaborado por  L ab O ne, F ranklin 
Pérez Com. Pers, este p ermite o btener u na m ayor 
sensibilidad y fluorescencia de las bandas obtenidas a 



 
 

 

partir d e d ichos g eles y  p ara l eerlas s e u tilizó u n 
trasiluminador, s olo f ueron l eídas l as b andas con 
mejor resolución y f ueron en umeradas 
consecutivamente empezando desde el primer carril. 
 
2.3.6. Foto documentación 
 

Los geles fueron documentados con la ayuda de 
una cámara digital Nikon (12 megapíxeles: Zoom 
óptico 3.6 x) cada gel fue escaneado [9].  
 

Las i mágenes f otográficas d e l os geles se 
guardaron en un formato “TIFF” y se procesaron con 
el programas Adobe Photo Shop (versión 7.0 Mac.) y 
el programa Gene Profiler (versión 4.05), el cual me 
permitió detectar bandas d el m ismo t amaño b ajo u n 
rango de tolerancia mínimo del 5 %  d e la intensidad 
en la l ínea an alizada, b ajo es tas co ndiciones l a 
presencia o  au sencia d e l as b andas d e i gual tamaño 
reflejadas en el gel, serán i dentificadas p or el  G en 
Profiler 4.05 generando u na m atriz en  b ase a u n 
código binario, el “1” significa presencia de una banda 
y el “0” es la ausencia de esa banda en un determinado 
carril. Las tablas de presencia o ausencia de bandas su 
utilizaran para su respectivo análisis 
 
2.3.7. Índices de diversidad utilizados para 
este estudio 
 

Los índices que se u tilizaron p ara el  p royecto d e 
graduación f ueron: R iqueza es pecífica, d iversidad y  
equitabilidad. 
 
3. Principales impactos 
 
3.1. Sociales 

 
El personal q ue t rabaja en el sector acu ícola será 

altamente beneficiado porque al conocer los 
organismos patógenos que causan mortalidad se puede 
tomar medidas p reventivas p ara m itigar l os d años 
causados por estos organismos, permitiendo mantener 
plazas de trabajo constante. 
 
3.2. Ambientales 
 

El beneficio ambiental será muy importante porque 
me permitió encontrar las cepas bacterianas presentes 
en el sistema de recirculación del policultivo. 
 
3.3. Científicos 
 

Por l a car acterización b acteriana p odremos 
determinar riqueza bacteriana presente en el 

policultivo y con ayuda d e m icrobiología c lásica y  
bioquímica podr emos determinar la patogenicidad de 
las bacterias encontradas. 
 
3.4. Económicos 
 

Los productores d el s ector acu ícola s erán 
altamente b eneficiados p or el  ah orro eco nómico q ue 
implicara el s aber l as b acterias al tamente p atógenas 
presentes en el cu ltivo y a q ue p ermitiría en contrar 
maneras para mitigar la mortalidad en el cultivo. 
 
4. Interpretación de resultados 
 

Datos c uantitativos o btenidos por  m icrobiología 
clásica en agua durante el inicio del ciclo de engorde 
de r e-circulación d emostró l a ex istencia de cuatro 
tipos de ba cterias, e stos f ueron de  3000 U FC/ml de  
Bacterias Totales, al ir avanzando el tiempo de cultivo 
estas generalmente no superaba los 6000 U FC/ml, las 
Enterobacterias que eran las más predominantes en el 
agua y estaban s obre l as 5000 U FC/ml, pe ro l os 
Vibrios y Pseudomonas eran mucho más bajos y 
estables y no sobrepasaban de  800 U FC/ml a unque 
ocasiones eran cero. Por medio de la técnica de 
DGGE se demostró la existencia de bacterias desde el 
inicio h asta el  f inal d el ci clo de producción, aunque 
estas p ueden au mentar h asta es tabilizarse o  resultar 
estables en proporción durante todo el ciclo de cultivo 

 
5. Conclusiones 
 
• La técnica de DGGE ha sido exitosamente 

utilizado para estudiar y comparar comunidades 
microbianas en diferentes ecosistemas acuáticos, 
terrestres. Sin embargo no había sido empleado 
como herramienta de estudio de diversidad 
microbiana en sistemas de cultivo de tilapia. 
Siendo su aplicación una herramienta innovadora y 
pionera en nuestro proyecto de graduación para 
estimar la diversidad, composición y dinámica 
bacteriana presente en la fase de engorde de 
cultivo de tilapia en un sistema de re circulación.  

 
• En el estudio, los perfiles derivados de la 

aplicación de DGGE obtenidos a partir de 
secuencias del gen 16S rDNA a partir de las 
muestras de agua, permitirá estimar la diversidad 
bacteriana y la intensidad de las bandas 
representara la dominancia de especies particulares 
dentro del sistema de recirculación. Siendo la 
obtención de los índices de diversidad de nuestro 
proyecto un punto de partida importante en el 
estudio de diversidad microbiana, estableciendo el 



 
 

 

escenario para futuros estudios, fundamentalmente 
con respecto a cómo funcionan la población y 
comunidad bacteriana en un sistema de re-
circulación. 

 
• Los índices de diversidad calculados a partir del 

número de bandas e intensidad de las mismas 
presentes en el gel de poliacrilamida generados por 
los perfiles de DGGE permitirán determinar la 
riqueza bacteriana de las especies de las 
comunidades presentes  en el sistema de re 
circulación. 

 
• Si l as co munidades b acterianas p resentes en  el  

sistema de re circulación mantendrían una similar 
estructura n umérica y  una m isma ho mogeneidad, 
los diferentes índices de diversidad utilizados en el 
presente P royecto d e G raduación n o podrían  
detectar modificaciones en  l a co mposición d e 
especies presentes d entro d el s istema d e r e 
circulación. 
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