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“Caracterizacion bacteriana en un sistema de re circulacion en la produccion
de tilapia a través de PCR-DGGE”
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Escuela Superior Polit®cnica del Litoral
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Resumen

El presente proyecto de graduacion tuvo como objetivo caracterizar la diversidad bacteriana existente en un
sistema de recirculacion en un policultivo de tilapia. El estudio observacional se realiz6 en la finca Produmar. El
muestreo fue realizado en tres piscinas de 18 hectareas cada una en fase de engorde y comprendid 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. EI DNA bacteriano aislado de las muestras de agua fueron analizados
mediante DGGE vy los patrones obtenidos con ayuda del gen 16S rDNA determinaron que en el sistema de re-
circulacion existian cuatro tipos de bacterias, estas fueron Bacterias totales, Enterobacterias, Vibrios y
Pseudomonas demostrandose la existencia de bacterias desde el inicio hasta el fin de ciclo de produccién aunque
estas pueden aumentar hasta estabilizarse o resultar estables en proporcién durante todo el ciclo de. cultivo

Palabras Claves: Recirculacion, gen 16S rRNA, indice 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. Introduccién

Por la aparicion de i nfeccionesd et ipo v iral y
bacteriano causantes de severas mortalidades en fincas
de cam arén y tilapia, | as q ue han causado severas
perdidas eco nomicas el s ector p rivado s e h a v isto
obligado en la aplicacion de protocolos y técnicas que
permitan id entificar y c lasificar dichos organismos
para ello han aplicado técnicas de miologia molecular
como microbiologia cl asical as q ue h an p ermitido
identificar dichos agentes infecciosos causantes de las
mortalidades reportadas

Elc ultivod etila pias e ha expandido
significativamente en Ecuador en afios recientes, como
unaa lIternativa a losc ultivosa cuicolasm 4&s
tradicionales, especialmente al camarén. Tal ha sido el
desarrollo del a i ndustria n acional, q ue el p ais es
actualmente uno de los p rimeros ex portadores de
tilapia fresca en A mérica latina. Enel afio 2.009 se
exporto 22. 438.586 m illones de libras de tila pia
generando un ingreso al pais de 64.991.788 millones
de dolares [1].

Para este cultivo las enfermedades infecciosas han
representado  una am enazaco nstantep aras u
sustentabilidad. Es poco el conocimiento que se posee
sobre los agentes etiologicos que afectan al cultivo de
tilapia e n nuestro pais, pero e pisodios de mortalidad
asociados con agentes infecciosos de indole bacteriano
han sido reportados en di ferentes paises pr oductores
de tilapia, causando grandes mortalidades y cuantiosas
pérdidas econdmicas.

Un ejemplo especifico es el caso de Costa Rica,
donde pérdidas causadas por el patdgeno
Pisciririckettsias salmonis han sido estimadas en 2,5
millones de d 6lares [2]. E n o tros p aises, 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 pasoen el d esarrollo d e es trategias
coherentes p araco ntrolarl as enfermedades en
Acuaculturaes 1 acar acterizacion d e los agentes
causales. Considerando la poca i nformacién q ue s e
tiene en el sector sobre los agentes causantes de dichas
mortalidades, buscamos como objetivo central de esta
propuestar ealizarl acar acterizaciond ecep as
patdgenas a nivel molecular.

Para dicho caso la técnica de microbiologia clasica
no es muy eficiente cu ando ev alua l a existencia de
comunidades bacterianas en muestras clinicas, tan solo
del 0,1% al 10% de 1a poblacién total se logra aislar
en medios convencionales.

DGGE basado en elan alisisd ei nformacion
genética bacteriana sin el cultivo de microorganismos
permite analizar y comparar la diversidad b acteriana
genética simplificando el ai slamiento b acteriano
pudiendo ser utilizada como un poderoso dispositivo
para m onitorear | a cal idad d e agua en los distintos
sistemas de produccion que se utilizan en Acuicultura.

Basandonos en trabajos de i nvestigacion en 1 os
cuales se aplica la técnica de DGGE se demostr6 que
la d iversidad b acteriana existente v aria d ependiendo
de factores ambientales cuando la muestra a analizar
esta expuesta a factores fisicos, siempre 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 ariarl a d iversidad
bacteriana ex istentey al comparar comunidades
bacterianas de una misma es pecie p ero d e d iferente
ubicacion geografica se pudo d emostrar 1 a s imilitud
existente en tre | 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 significativamente las p oblaciones
bacterianas y estos cambios en las poblaciones pueden
ser identificados por la técnica de DGGE

2. Materiales y Métodos

Localizacion del area de estudio

Para el desarrollod elp resente P royectod e
Graduacién, se plantea monitorear el s istemad e
recirculacion de la granja Produmar, ubicada en el km
8 delavia Duran, Tambo en el Canton Durande la
provincia del Guayas. [6]

Figura 1. Foto panoramica de Produmar Fuente:
Google map



2.1. Muestreo

Las muestras de agua se tomaron de tres piscinas
que tienen 18 hectareas de superficie cada una, con un
metro de profundidad. EI muestreo abarco 25 semanas
que dura el ciclo de engorde puesto que las muestras
se recolectaran en horarios diferentes (mafiana y tarde)
y abarcaron una profundidad de 0,50 m en la columna
de agua, las muestras se recolectaron en botellas
plasticas e stériles de 1 litro yasised eterminé la
distribucion t otal d e b acterias p resentes en t oda la
columna de agua.

2.2. Toma de muestra

Las muestras de agua fueron tomadas en b otellas
de 1 litro estériles a una profundidad de 0,50 m para
cada punto h astaq ues el lend co mpletamente 1 a
botella, una vez que se recolecto la muestra de agua en
los tres puntos e quidistantes, e stos se d epositaron en
unr ecipiente p ara h omogenizarlos, f inalmente s e
obtuvo una muestra unica de 1 litro. Las dos muestras
finales se llevaron en un enfriador hacia el laboratorio
en donde se analizaron.

2.3. Extraccion y purificacion de DNA
bacteriano

Se obtuvoe 1D NAb acteriano u tilizando e 1
protocolo detallado por Soluciones (QPCR Protocolo
y T écnicas C ultek 02. 2006); E 1 m ismo q ue utiliza
CTAB-Fenol-Cloroformo para la extracciony
purificacion consecuente, e Isopropanol para lograr un
buen precipitado. Una vez que se obtuvo el ADN por
CTAB, se lop urificoco nl aay uda de técnica
puntualizada por ( Smith: 1.997) d urante el cualse
utilizé un S istema d e P urificacion f undamentado en
filtros ( Wizard® PCR PrepsD NAP urification
System). Con1 a ay uda d el k it co mercial (Wizard
genomic DNA purification Kkit) que sirvio 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 reaccion en
cadena de la polimerasa PCR.

2.3.1. Cuantificacion del ADN

Una vez que se realiz6 la extraccion del ADN se
determind s u co ncentracion p or espectrofotometria
utilizando las propiedades de las bases puricas y
pirimidinicas q ue a bsorben lo s r ayos ultravioletas a
260n m,s eu tilizou n equipo Bio Photometer
Eppendorf.

La concentracion de ADN obtenida se estandarizo en
60 ng/pl.
ADN

2.3.2.  Amplificacion de obtenida se

estandarizo en 60ng/pl

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

Para la cual se utilizo dos primeras el: PRBA338F-
GC
(5'GCCCGCCGCGCGLCGGLCGGGELGGGGLGGGa
GCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-
3) yS518R ( 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3")
complementarios de la region conservada 1 6S RNA,
con 30 ciclos termales [8].

2.3.3. Electroforesis en geles de agarosa

Una vez realizadal aex tracciony p osterior
amplificacion d e 1 os fragmentos del gen 1 6S rDNA
por P CR, el tamafio de estos productos 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 tamafiod e las
bandas.

2.34. Electroforesis en geles de poliacrimida
(DGGE)

Una vez ques ec onfirm6él ospr oductos
amplificados del gen 16S rDNA en geles de agarosa,
estos fueron s ometidos a u na el ectroforesis en Geles
con Gradiente Denaturante (DGGE) utilizando un gel
de p oliacrilamida al 6 % conun gradiente quimico
lineal del 40-60 desnaturalizante (urea-formamida) la
cual me permitié analizar la diversidad bacteriana y la
abundancia relativaen  habitats porque identifico
pequeias diferencias del gen 16S rDNA bacteriano al
analizar pequefias subunidades del gen ribosomal 16S
rRNA.

2.3.5. Tincion

Finalizada la electroforesis, los geles se separaron
ys eco locarond entrod el ascu betas con las
respectivas soluciones de tincion, se utilizé 1,5 litros,
solo las soluciones de enjuague y fijacion fueron
nuevas p aracad at incion, | as otras soluciones se
reutilizaron h asta c¢i ncov eces. Los geles f ueron
tefiidos utilizando el protocolo adaptado de tincion a
la p lata ( AgNOs3) 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 aral eerlas s e u tilizo u n
trasiluminador, s olo f ueron 1 eidas 1 as b andas con
mejor resolucion yf ueronen  umeradas
consecutivamente empezando desde el primer carril.

2.3.6. Foto documentacion

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

Lasi magenes f otograficasd el os geles se
guardaron en un formato “TIFF” y se procesaron con
el programas Adobe Photo Shop (version 7.0 Mac.) y
el programa Gene Profiler (version 4.05), el cual me
permitié detectar bandas d el mismo tamafio b ajo un
rango de tolerancia minimo del 5 % de la intensidad
en lal inea an alizada, b ajo es tas co ndiciones! a
presencia o ausencia d e 1as b andas d e i gual tamafio
reflejadas en el gel, seran i dentificadas p orel G en
Profiler 4.05 generando u nam atrizen b aseau n
codigo 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 analisis

2.3.7. Indices de diversidad utilizados para
este estudio

Los indices que se utilizaron para el proyecto de
graduacion fueron: R iqueza es pecifica, d iversidad y
equitabilidad.

3. Principales impactos

3.1. Sociales

El personal que trabaja en el sector acuicola sera
altamente beneficiado porque al conocer los
organismos patogenos que causan mortalidad se puede
tomar medidas p reventivas p ara m itigar | os d afios
causados por estos organismos, permitiendo mantener
plazas de trabajo constante.

3.2. Ambientales

El beneficio ambiental serd muy importante porque
me permitié encontrar las cepas bacterianas presentes
en el sistema de recirculacion del policultivo.

3.3. Cientificos

Porl acar acterizacionb acteriana p odremos
determinar riqueza bacteriana presente en el

policultivo y con ayuda d e m icrobiologia c lasica y
bioquimica podremos determinar la patogenicidad de
las bacterias encontradas.

3.4. Econ6micos

Los productoresd els ectoracu icolas eran
altamente b eneficiados p or el ah orro econdémico que
implicara el s aber 1 as b acterias al tamente p atdgenas
presentes en el cu ltivo y a q ue p ermitiria en contrar
maneras para mitigar la mortalidad en el cultivo.

4. Interpretacion de resultados

Datos ¢ uantitativos o btenidos por m icrobiologia
clasica en agua durante el inicio del ciclo de engorde
de r e-circulacion d emostrd 1 a ex istencia de cuatro
tipos de ba cterias, e stos fueron 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 mas predominantes en el
agua y estaban s obrel as 5000 U FC/ml, pe ro1 os
Vibrios y Pseudomonas eran mucho mas bajos y
estables y no sobrepasaban de 800 U FC/ml a unque
ocasiones eran cero. Por medio de la técnica de
DGGE se demostr6 la existencia de bacterias desde el
inicio hasta el final del ciclo de produccion, aunque
estas p ueden au mentar h asta es tabilizarse o resultar
estables en proporcion durante todo el ciclo de cultivo

5. Conclusiones

e Latécnica de DGGE ha sido exitosamente
utilizado para estudiar y comparar comunidades
microbianas en diferentes ecosistemas acuaticos,
terrestres. Sin embargo no habia sido empleado
como herramienta de estudio de diversidad
microbiana en sistemas de cultivo de tilapia.
Siendo su aplicacion una herramienta innovadora y
pionera en nuestro proyecto de graduacion para
estimar la diversidad, composicion y dinamica
bacteriana presente en la fase de engorde de
cultivo de tilapia en un sistema de re circulacion.

e En el estudio, los perfiles derivados de la
aplicacion de DGGE obtenidos a partir de
secuencias del gen 16S rDNA a partir de las
muestras de agua, permitird estimar la diversidad
bacteriana y la intensidad de las bandas
representara la dominancia de especies particulares
dentro del sistema de recirculacion. Siendo la
obtencion de los indices 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 como funcionan la poblacion y
comunidad bacteriana en un sistema de re-
circulacion.

Los indices de diversidad calculados a partir del
numero de bandas e intensidad de las mismas
presentes en el gel de poliacrilamida generados por
los perfiles de DGGE permitiran determinar la
riqueza bacteriana de las especies de las
comunidades presentes en el sistema de re
circulacion.

Sil as co munidades b acterianas p resentes en el
sistema de re circulacion mantendrian una similar
estructura n uméricay una misma ho mogeneidad,
los diferentes indices de diversidad utilizados en el
presente P royecto d e G raduacionn o podrian
detectar modificaciones en 1 a co mposiciond e
especies presentes d entrod els istemad er e
circulacion.
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